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Résumé 
 

Les carbohydrates font partie des trois grandes classes de biopolymères présents dans la nature. 

Ils représentent 75% de la biomasse. Les glycosaminoglycanes font partie des carbohydrates, 

ils sont présents à la surface des cellules et sont responsables de la signalisation cellulaire. Ils 

sont importants dans de nombreux processus biologiques. Vu leur importance en biologie et en 

santé, il est nécessaire de comprendre leur fonctionnement. 

Dans cette thèse j’ai étudié deux types de tétrasaccharides de glycosaminoglycanes 

(chondroïtine sulfate et dermatane sulfate) avec une nouvelle méthode qui couple la 

spectrométrie de masse à la spectroscopie vibrationnelle (MS/IR).  

J’ai montré qu’avec cette méthode la signature de l’empreinte OH fonctionne pour les 

glycosaminoglycanes qui présentent des groupements COO- et des groupements sulfate 

contrairement aux oses simples. Cette méthode a également validé la pertinence du séquençage 

pour l'élucidation de profils de sulfate et la nature de l’hexuronique dans les oligosaccharides 

de glycosaminoglycanes. L’approche du séquençage améliore considérablement la résolution 

structurelle par rapport à la simple analyse spectroscopique de l'ion précurseur. Elle permet 

d’avoir plus d’information sur les oligosaccharides.  

Et pour finir j’ai proposé un protocole pour l’analyse de mélanges afin de déterminer le ratio 

des différents éléments présents dans le mélange. 

 

Mots clés : Acide hexuronique, Chondroïtine sulfate, Dermatane sulfate, Glycosaminoglycanes, 

IRMPD, Séquençage, Spectrométrie de masse, Spectroscopie vibrationnelle 
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Abstract 
 

Carbohydrates are among the three major classes of biopolymers found in nature. They 

represent 75% of the biomass. Glycosaminoglycans are carbohydrates, they are present on the 

surface of cells and are responsible for cell signaling. They are important in many biological 

processes. Given their importance in biology and health, it is necessary to understand their 

mechanism.  

In this thesis we studied two types of glycosaminoglycan tetrasaccharides (chondroitin sulfate 

and dermatan sulfate) with a new method that combines mass spectrometry with vibrational 

spectroscopy (MS / IR). 

We have shown that with this method the signature of the OH-fingerprint works for 

glycosaminoglycans which have COO- groups and sulfate groups in contrast to simple 

carbohydrates. This method also validated the relevance of sequencing for the elucidation of 

sulfate profiles and the nature of hexuronic in oligosaccharides of glycosaminoglycans. The 

sequencing approach significantly improves the structural resolution compared to the simple 

spectroscopic analysis of the precursor ion. It provides more information on oligosaccharides. 

And finally we proposed a protocol for the analysis of mixtures to determine the ratio of the 

different elements present in the mixture. 

 

Key words: Chondroitin sulfate, Dermatan sulfate, Glycosaminoglycans, Hexuronic acid, 

IRMPD, Mass spectrometry, Sequencing, Vibrational spectroscopy 
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Glossaire 
 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 

CID : Dissociation induite par collision 

CSA : Chondroïtine sulfate A 

CSC : Chondroïtine sulfate C  

CS-dp4 : Tétrasaccharide de chondroïtine sulfate 

DS-dp4 : Tétrasaccharide de dermatane sulfate 

dp : degré de polymérisation 

ESI : ionisation par électronébuliseur 

GAG: Glycosaminoglycane 

GalNAc: N-Acétyl galactosamine 

GalNAc4S: N-Acétyl galactosamine 4-O-sulfate 

GalNAc6S: N-Acétyl galactosamine 6-O-sulfate 

GalNAcS : N-Acétyl galactosamine sulfaté 

GlcA : Acide glucuronique 

Glc3P: Glucose 3-O-phosphate 

Glc6P : Glucose 6-O-phosphate 

HA :  Acide hyaluronique  

HS : Héparane Sulfate 

Hp : Héparine 

IRMPD : Dissociation par absorption multiple de 
photons infrarouges 

IVR : processus de redistribution de l’énergie grâce 
à des couplages vibrationnels intramoléculaires 

Cristal KDP : Cristal dihydrogéno phosphate de 
potassium  

Cristal KTP : Cristal titanyl phosphate de potassium 

 

Cristal KTA : Cristal de titanyl arséniate de 

potassium 

LCQ : spectromètre de masse constitué d’un 

piège d’ions tridimensionnel 

 
LID : Dissociation Induite par Laser 

MS : Spectrométrie de Masse 

MS/MS : spectrométrie de masse en 
tandem, un ion est sélectionné, fragmenté 
puis les masses obtenues sont analysées 
(équivalant à 

MS2) 

MSn : même principe que pour une 
séquence 

MS/MS sauf que celle-ci est répétée 
plusieurs fois, avec n correspondant au 
nombre d’étapes de sélection des ions et 
d’analyse en masse. 

MS/IR : Spectroscopie infrarouge réalisée 
sur un ion (parent) sélectionné en masse 

MSn/IR : Spectroscopie infrarouge réalisée 
sur un ion (fragment) sélectionné en masse 
après avoir effectué une séquence MSn 

Nd : YAG : Cristal de grenat d'yttrium-
aluminium dopé au néodyme utilisé dans les 
lasers YAG qui émettent des photons de 
longueur d’onde 1064 nm 

OPO/OPA : Oscillateur Paramétrique 
Optique/ Amplification Paramétrique 
Optique. C’est un système laser accordable 
en longueur d’onde 
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Introduction 

I. Spectroscopie de biomolécules en phase gazeuse 

Les méthodes de spectroscopie moléculaire en phase gazeuse sont basées sur l’interaction entre 

la lumière et la matière en l’absence de l’environnement présent en phase condensée. Elles 

permettent d’avoir accès à la structure électronique, vibrationnelle et rotationnelle des espèces 

étudiées. L’évolution de ces méthodes a conduit à pouvoir questionner les aspects les plus 

fondamentaux de la matière mais également à des applications industrielles et à des approches 

analytiques. 

Les objets moléculaires d’intérêt sont devenus de plus en plus complexes, en particulier avec 

l’amélioration des techniques de production d’espèces moléculaires en phase gazeuse (par 

exemple la source électrospray) et de leur manipulation (spectrométrie de masse, piégeage 

d’ions …), ce qui a ouvert la voie à une communauté scientifique dont l’intérêt se porte sur 

l’analyse de biomolécules[1,2]. Le sujet central de cette thèse est l’utilisation de la 

spectroscopie vibrationnelle couplée à la spectrométrie de masse pour l’analyse d’une classe 

particulière de carbohydrates : les glycosaminoglycanes. La spectroscopie vibrationnelle 

permet de déterminer les modes de vibration d’une molécule en identifiant les fréquences de la 

lumière absorbée dans le domaine infrarouge, qui correspond aux transitions entre états 

vibrationnels. Un spectre vibrationnel est donc sensible aux modes de vibrations de la molécule 

qui sont une excellente sonde de la géométrie. 

La spectrométrie de masse (MS) a apporté des avancées majeures pour l’analyse des 

biomolécules, car elle permet de déterminer précisément la masse moléculaire ce qui est 

souvent suffisant pour identifier la nature de la molécule. C’est le cas pour l’analyse des 

peptides et des acides nucléiques dont les monomères ont des masses différentes. Toutefois, la 

spectrométrie de masse ne permet pas d’avoir une information suffisante permettant de 
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caractériser la structure tridimensionnelle de la molécule : sa conformation. Pour compléter 

cette approche la communauté scientifique qui étudie les biomolécules a donc couplé la 

spectrométrie de masse avec la spectroscopie vibrationnelle afin de déterminer leurs 

conformations[3,4]. Le couplage MS-IR permet donc d’avoir deux informations sur la molécule 

: premièrement la spectrométrie de masse nous donne une information sur la nature de la 

molécule, deuxièmement la spectroscopie IR permet de déterminer la conformation de la 

molécule grâce au soutien de calculs de chimie quantiques. 

L’équipe DYNAMO est spécialiste de spectroscopie vibrationnelle pour l’étude de 

biomolécules. Après avoir étudié la structure de peptides etc… elle a commencé à s’intéresser 

à une autre classe de biomolécules beaucoup moins étudiée : les carbohydrates. 

 

II. Les carbohydrates 
 

Les polysaccharides font partie des trois grandes classes de biopolymères présents dans la 

nature. Ce sont des biopolymères, qui peuvent être soit branchés, soit linéaires, qui sont 

constitués de monosaccharides. Les polysaccharides sont présents en très grandes quantités 

dans la nature, par exemple dans les arbres et dans les plantes sous forme de cellulose et 

d’amidon. La cellulose et l’amidon représentent 75% de la biomasse, ils jouent un rôle 

important dans les biomatériaux et la nutrition. Cependant, santé et pharmacie sont aussi des 

domaines où les glycanes présentent un très fort enjeu.  En effet, les glycanes font partie des 

modifications post-traductionnelles des protéines, dont ils peuvent moduler la fonction 

biologique. Il existe un autre type de carbohydrates qui est présent à la surface des cellules et 

dans les matrices extracellulaires de différents organes : les Glycosaminoglycanes (GAGs). Je 

développerai ce type de carbohydrates dans la partie 4 de mon introduction. 
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Les carbohydrates possèdent une structure complexe et jouent un rôle important dans les 

domaines d’application matériaux, biologie, santé, nutrition. Il est donc nécessaire d’avoir des 

outils analytiques qui permettent de caractériser leur structure. Les autres classes de 

biopolymères linéaires (les polynucléotides (ADN) et les polymères d’acides aminés (les 

peptides et les protéines)), possèdent des méthodes de séquençage commerciale. En ce qui 

concerne les carbohydrates, il n’existe pas de méthodes de séquençage. Le problème vient de 

leur structure complexe et unique dans le vivant. 

- Structure générale des carbohydrates 

Tout d’abord regardons dans les détails la structure d’un carbohydrate. Un carbohydrate est un 

type de molécule dont la composition révèle du carbone, de l'hydrogène et de l'oxygène. Plus 

largement appelée glucide, il peut être un monosaccharide ou un oligosaccharide ou encore un 

polymère constitué de monosaccharides. La Figure 1 présente un hexose sous sa forme cyclique 

et en conformation chaise. L’hexose est la forme la plus commune de monosaccharides. Selon 

la nomenclature, les carbones qui composent le carbohydrate sont numérotés comme représenté 

sur la Figure 1. 

 

 

Figure 1: Nomenclature de la numérotation des carbones sur une molécule cyclique. Cette molécule représente la formule du 
Glucopyranose selon Haworth et en conformation chaise. 

 

Les carbohydrates sont composés d’une grande diversité de monosaccharides (des pentoses 

(C5H10O5), des hexoses(C6H12O6), des desoxy-hexoses(C6H12O5) et autres), qui peuvent avoir 
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diverses modifications structurales comme par exemple : sulfatation, phosphatation, N-

Acétylation, acide carboxylique etc (Figure 2a.) Sur la Figure 2.a nous avons deux épimères de 

la N-Acétyl hexosamine (GlcNAc épimère en C4 de GalNAc). En plus de ces modifications, 

chacun de ces monosaccharides peut former une liaison glycosidique à partir du carbone 1 du 

premier monosaccharide vers tous les autres hydroxyles d’un second monosaccharide (Figure 

2b.). D’autre part la liaison glycosidique possède deux configurations α et β qui sont illustrées 

sur la Figure 2c., ce qui démultiplie le nombre d’isomères. 

 

Figure 2 : a. Exemple d’isomères de monosaccharides. b. Exemple d’une liaison entre deux monosaccharides. c. Exemple de 
deux configurations de la liaison entre deux monosaccharides. 
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D’après cette description, il apparait qu’une technologie de séquençage des carbohydrates ne 

doit pas simplement être capable de déterminer la composition en monosaccharides, mais aussi 

la position et la configuration anomérique de chaque liaison osidique. 

 

 

- Analyse des carbohydrates par spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse permet à la fois d'accéder à la mesure de la masse moléculaire 

d'une substance ainsi que d'obtenir des données structurales. L’un de ses avantages est 

qu’elle permet d’analyser de faibles quantités d’échantillons et des échantillons non purs (par 

exemple des échantillons extraits de tissus biologiques complexes). Le cas des carbohydrates 

s’avère être plus complexe, car il faut identifier la composition des monomères (dont la 

plupart sont des épimères les uns des autres, par exemple la N-Acétylglucosamine (GlcNAc) 

et la N-Acétylgalactosamine (GalNAc) de la Figure 2a . ), ainsi que la régiochimie et la 

stéréochimie des liaisons glycosidiques.   Ces caractéristiques structurales des isomères de 

carbohydrates ne sont pas facilement résolues par les techniques traditionnelles de MS[5]. 

Reprenons les deux isomères de la Figure 2a., ils sont différents par l’épimérisation du carbone 

4. Sur la Figure 3 nous avons les spectres MS/MS de ces deux isomères, on remarque qu’ils 

présentent des spectres de fragments quasiment identiques, donc les fragments observés ne nous 

permettent pas d’identifier la nature des molécules. 
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Figure 3: Spectres MS/MS des monosaccharides standards GlcNAc et GalNAc en mode protoné[6]. 

Les analyses MS et MS/MS sont donc insuffisants pour déterminer la structure de la molécule. 

Pour essayer de lever cette ambiguïté, des méthodes de couplage à la spectrométrie de masse 

permettent d’obtenir des informations structurales en complément de la masse. Par exemple la 

mobilité ionique, en plus de la masse, elle permet d’avoir des informations  sur la section 

efficace de l’ion [7–10]. Les informations obtenues sur la section efficace permettent de séparer 

des espèces qui ne peuvent être distinguées en spectrométrie de masse par exemple. 

- Analyse des carbohydrates par spectroscopie vibrationnelle dans la région des OH 

Étant donné que les épimères de monosaccharides diffèrent par l’épimérisation d’un carbone, 

on pourrait penser qu’il serait intéressant de les analyser par spectroscopie des OH. Mais dans 

la spectroscopie en phase condensée, les empreintes OH sont masquées par les liaisons 

intermoléculaires. Ce qui rend cette méthode insatisfaisante pour l’analyse des carbohydrates, 

De plus, les méthodes spectroscopiques en général s’avèrent être intéressantes pour l’analyse 

d’échantillons synthétiques mais sont moins adaptées pour l’analyse d’échantillon biologique 

car nécessitant des quantités importantes d’échantillons purifiés, les étapes de purification 
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prennent beaucoup de temps et il y a aussi des risques importants de perte d’informations 

comme les O-acétylations[11,12]. 

Dans l’équipe Dynamique Multi-échelles des édifices Moléculaires (DYNAMO), il y a 

un fort intérêt à comprendre la structure des carbohydrates. En se basant sur les méthodes 

précédentes (MS et IR), Baptiste Schindler a développé durant sa thèse une méthode de 

couplage : MS-IR, pour l’analyse des carbohydrates [12–14]. L’hypothèse de départ se basait 

sur l’orientation des groupements OH des isomères de carbohydrates. La question fondamentale 

de cette méthode était de savoir si on était capable de différencier deux épimères par la mesure 

de leur signature vibrationnelle OH dans la gamme des 3μm ? 

Remarque : On sait que la spectroscopie IR en phase condensée est très mal résolue dans la 

gamme des 3μm à cause des interactions intermoléculaires avec l’environnement. Ici nous 

proposons d’analyser les molécules isolées dans un piège d’ions en phase gazeuse (en l’absence 

de tout environnement), afin de résoudre le problème d’interaction entre les molécules. La 

Figure 4 présente les spectres de la molécule αGlcNAc analysée en spectroscopie IR en phase 

gazeuse (Figure 4a.) et en spectroscopie IR en phase condensée (Figure 4b.). Nous remarquons 

que le spectre en phase gazeuse présente 5 bandes bien définies entre 3200 et 3700 cm-1 (4 OH 

et un NH) contre une large gamme d’absorption mal résolue en phase condensée dans la même 

gamme. 
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Figure 4: Comparaison de deux spectres de αGlcNAc analysés de deux façons différentes. a) Spectre de αGlcNAc analysé en 
phase gazeuse. b) Spectre de αGlcNAc analysé en phase condensé.  

 

 

III. Spectroscopie MS-IR des sucres : Résultats antérieurs à ma thèse 
 

Pour les carbohydrates en phase gazeuse, la plage spectrale des 3 μm est très spécifique, comme 

le prouvent les premiers travaux de Simons et al[13] sur des monosaccharides et des 

oligosaccharides neutres, greffés à un groupement phényle et refroidis dans un jet 

moléculaire[14,15]. Cependant cette approche a été employée principalement pour déterminer 

des conformations et non pas pour déterminer la nature des isomères. L’équipe DYNAMO a 

choisi de faire de la spectroscopie IRMPD car elle a deux avantages pertinents : 
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1. La spectroscopie IRMPD nous permet d’utiliser un piège à ions qui nous permettra de 

faire de la MSn, j’en expliquerai l’avantage pour le séquençage par la suite. 

2. Elle permet également d’utiliser un seul laser IR accordable, ce qui sera avantageux 

dans un futur schéma analytique. 

Il existe d’autres schémas de couplage pour l’analyse IRMPD. Comme par exemple Simons a 

développé un couplage UV-IR pour l’analyse de molécules neutre afin de déterminer leur 

conformation. L’équipe de Thomas Rizzo a développé un instrument unique qui couple la 

spectroscopie cryogénique par messager dans un piège à ions avec tube de mobilité ionique[16–

18]. L’équipe de Kevin Pagel quant à elle emploie une autre méthode de spectroscopie 

cryogénique qui consiste à refroidir les ions dans des gouttelettes d’hélium liquide[19]. 

Ces méthodes sont beaucoup plus exigeantes d’un point de vue technique (2 lasers, cryogénie). 

Notre choix s’est porté sur le couplage MS-IR le plus simple dans la perspective d’étendre cette 

technologie à la communauté de chimie analytique non spécialisée en spectroscopie laser. 

Afin de valider l’hypothèse de la signature OH, Baptiste Schindler a analysé durant sa thèse des 

isomères de carbohydrates (monosaccharides et disaccharides), il a démontré qu’avec la 

méthode MS-IR on était capable de différencier deux épimères [20]. Nous pouvons constater 

comme l’illustre la Figure 5a. que les différents isomères analysés présentent des signatures 

distinctes. 

Nous savons qu’une molécule peut prendre deux formes anomériques : la forme alpha (α) ou la 

forme bêta (β) et selon sa forme anomérique, pour former des disaccharides on aura des 

monosaccharides qui seront liés entre eux soit en alpha soit en bêta. Nous avons démontré 

qu’avec la méthode MS-IR nous étions capable de différencier une molécule de sa forme alpha 

ou de sa forme bêta (Figure 5.b.). Nous avons également démontré que la méthode MS-IR était 
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pertinente à l’élucidation des isomères de disaccharides qui diffèrent par la stéréochimie et/ou 

la régiochimie de la liaison (Figure 5c.). 

 

 

Figure 5: Signature MS-IR des standards de monosaccharides et de disaccharides. a) N-acétylhexosamines, hexosamines et 
hexoses. b) Anomères individuels de la N-acetylglucosamine, de la glucosamine et du glucose bloqués par un méthyle. c) 
Isomères de GalGlcNAc : Galβ1,4GlcNAc (noir) ; Manβ1,4GlcNAc (bleu) ; Galβ1,3GlcNAc (violet) ; Galβ1,6GlcNAc (vert) ; 

alα1,4GlcNAc (rouge) ; GlcNAcα1,4 Gal (jaune)[20]. Symboles de références[21] 
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La méthode MS-IR se limite à l’analyse de petits oligosaccharides pour deux raisons. 

1. Pour les oligosaccharides de grande taille, on perd en résolution et on obtient des 

spectres avec des bandes larges mal définies, comme le montre la Figure 6. 

2. L’autre raison est qu’il faudrait avoir toutes les références standards des 

oligosaccharides de grande taille pour identifier la nature d’un oligosaccharide inconnu. 

 

Figure 6: spectres MS-IR en phase gazeuse de quatre séquences tétramères mono N-désacétylées. A : GlcNAc ; D : GlcN[22]. 

 

Ces limitations ont amené une autre question importante durant la thèse de Baptiste Schindler : 

« Est-ce qu’avec cette méthode on serait capable de séquencer des oligosaccharides ? » 

Contrairement aux autres classes de biopolymères (ADN et peptides) pour lesquels il existe des 

appareils commerciaux de séquençage, il n’existait pas de méthode générique pour le 
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séquençage des carbohydrates. La méthode de séquençage MSn-IR (n≥1) développée dans 

l’équipe est très prometteuse, elle a fait l’objet d’un brevet[23]. 

La méthode de séquençage a deux avantages majeurs : 

1. En analysant des fragments plutôt que l’ion parent, on retrouve une résolution 

spectroscopique satisfaisante. 

2. Pour identifier la structure d’un oligosaccharide il n’est pas nécessaire d’avoir de 

standards d’oligosaccharides. Les standards de monosaccharides suffisent. 

On a démontré que la méthode de séquençage permet d’élucider la composition des 

oligosaccharides, elle permet également de reconnaître la liaison glycosidique que forment les 

monosaccharides entre eux, comme le montre la Figure 7. 

En parallèle l’équipe du Professeur Allouche de l’Institut Lumière Matière a fait des études 

complémentaires sur la conformation des carbohydrates dans le cadre de la thèse de Loïc 

Barnes[24]. Le but de ce travail consistait à fournir une méthode pour permettre le séquençage 

des oligosaccharides. Pour cela, ils ont montré que l’alliance entre la méthode expérimentale 

de spectroscopie d’action (IRMPD) et les calculs théoriques était une méthode prometteuse 

pour le séquençage des oligosaccharides. Leur méthode théorique consistait à obtenir des 

minimas de la surface d’énergie potentielle. Les spectres infrarouges de ces minimas sont 

calculés avec la méthode DFT. Les spectres calculés sont alors comparés aux spectres 

expérimentaux afin d’obtenir des informations sur la structure des constituants ou la 

composition du mélange dans l’échantillon. L’approche alliant les calculs théoriques aux 

mesures IRMPD s’est avérée particulièrement efficace pour obtenir les structures des 

monosaccharides ou disaccharides présents dans l’échantillon. De plus elle permet d’identifier 

des signatures spécifiques à des anomères ou à des conformères. 
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Figure 7: Analyse spectroscopique de fragments de disaccharides. a) Fragments de monosaccharide de Galβ1,4GlcNAc. b) 
Fragments non réducteurs de Galβ1,4GlcNAc ; Glcβ1,4GlcMe et Manα1,4GlcNAc. CID : Dissociation Induite par collision [20]  

 

Les performances obtenues avec la méthode MS-IR ont soulevé un fort intérêt dans la 

communauté nationale et internationale pour diverses classes de carbohydrates. Vers la fin de 

la thèse de Baptiste Schindler et le début de ma thèse, notre collaborateur Régis Daniel du 

laboratoire LAMBE de l’Université d’Evry Val-d’Essonne a porté un grand intérêt à notre 

méthode pour l’analyse de glycosaminoglycanes (GAGs) en particulier les chondroïtines 

sulfates (CS) et les dermatanes sulfates (DS). 

Conscients de ces intérêts portés aux GAGs dans la communauté nationale et internationale, on 

a poussé plus loin les interrogations, en regardant s’il nous était possible d’analyser et de 

séquencer des GAGs avec notre méthode MSn-IR. C’est le début de mon projet de thèse. 
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IV. Les glycosaminoglycanes 
 

Les glycosaminoglycanes sont des polysaccharides formant d’importants composants des 

matrices extracellulaires des tissus conjonctifs. Ils sont formés de longue chaînes linéaires qui 

peuvent être sulfatées ou non. Ils sont composés d’une répétition de disaccharides : un ose qui 

peut être soit l’acide iduronique (IdoA) soit l’acide glucuronique (GlcA) (excepté le Kératane 

sulfate qui contient un galactose (Gal) à la place de l’acide hexuronique) et d’une hexosamine 

qui peut être soit la glucosamine (GlcN) ou la galactosamine (GalN). La glucosamine est soit 

N-sulfatée (GlcNS), soit N-acétylée (GlcNAc). La galactosamine est au contraire toujours N-

acétylée (GalNAc). La glucosamine N-acétylée et la galactosamine N-acétylée peuvent contenir 

également des groupements sulfate en position 3, 4 et 6 (GalNAc4S, GalNAc6S, GalNAc4S6S, 

GlcNAc3S, GlcNAc6S…). 

 

 Relation structure / fonction 

Les GAGs sont connus pour avoir des interactions avec un large éventail de protéines, ils sont 

également impliqués dans les processus physiologiques et pathologiques. Récemment il a été 

recensé plus de 125 interactions GAGs-protéines pour les héparines et les héparanes 

sulfates[25]. Parmi ces 125 interactions recensées, la plus connue et mieux comprise est 

l’interaction héparine-antithrombine (HP-AT). Cette interaction présente un grand intérêt 

pharmacologique en raison de son utilisation comme anticoagulant. La liaison de 

l'antithrombine à l’héparine entraîne de forts changements de conformation et augmente les 

taux d'inhibition de la thrombine et du facteur de coagulation Xa[26]. L’antithrombine fait 

partie de la famille des serpines (serine protease inhibitor), dont un autre représentant est l’a1-

antitrypsine[27]. La Figure 8 illustre les mécanismes d’action des différentes tailles d’héparines 

responsable de l’interaction HP-AT. Les héparines non fractionnées (HNF ; 3-30kDa) inhibent, 

via l’antithrombine, principalement les facteurs de coagulation IIa et Xa. Les héparines de bas 
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poids moléculaire (HBPM ; 2-9kDa), dérivées d’HNF par dépolymérisation enzymatique ou 

chimique, ciblent essentiellement le facteur Xa. Quant au fondaparinux, ce pentasaccharide de 

synthèse (GlcNS6S-GlcA-GlcNS3S6S-IdoA2S-GlcNS6S) correspond à la plus petite région de 

l’héparine induisant une activité inhibitrice du facteur Xa via l’antithrombine[28]. Ce qu’il faut 

également remarquer pour que cette interaction soit possible une séquence spécifique de 

l’héparine est nécessaire. La quantité de groupement sulfates  est indispensable pour que 

l’interaction soit possible, mais il a été démontré que l’interaction n’était spécifique que si les 

sulfates étaient bien positionnés. 

 

Figure 8:  Comparaison des mécanismes d’action des différentes héparines [28] 
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Plusieurs auteurs soulignent que la séquence de la chaîne affecte les interactions avec la 

protéine[26,29] et que les charges dominent la base moléculaire des interactions GAG-

protéine[26]. Au niveau moléculaire un changement de la séquence est possible soit par la 

localisation des charges négatives, soit par préférences conformationnelles au niveau de la 

chaîne. Il est donc très important de déterminer la position des sulfates et la nature de l’acide 

hexuronique que contiennent les chaînes de GAGs. 

 

 Structures et fonctions des GAGs 

Les GAGs forment une chaîne peu flexible chargée négativement. Les charges contribuent à la 

rétention des molécules d'eau, et ainsi à la constitution d'un gel visqueux et élastique, résistant 

aux contraintes mécaniques. Il existe six différents types de GAGs (représentés sur la Figure 

9). L’héparane sulfate (HS), l’héparine (HP), le dermatane sulfate (DS), la chondroïtine sulfate 

(CS) et le kératane sulfate (KS) sont des GAGs qui sont liés à une protéine. L’acide 

hyaluronique (HA) est le seul GAG libre. 
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Figure 9: Unité disaccharidique des différents types de GAGs 

 

a) L'acide hyaluronique (HA) 

L’acide hyaluronique (vient du mot grec hyalos qui signifie vitreux, et d’uronique, parce qu’il 

a d'abord été isolé de l'humeur vitrée et il possède un taux élevé d'acides uroniques) c’est un 

glycosaminoglycane qui a la particularité de n’être jamais sulfaté et n’être jamais lié à la 

protéine, il est largement réparti dans les tissus conjonctifs, épithéliaux et nerveux[30,31]. 

Meyer et al., a démontré dans les années 50 la constitution de la chaîne de HA[32]. Elle est 

formée d’une répétition d’unité disaccharidique GlcA β(1-3) GlcNAc, les disaccharides sont 

reliés entre eux par des liaisons β(1-4). La taille des polymères de l’acide hyaluronique peut 

atteindre 102 à 104 kDa soit une taille comparable à celle d’une bactérie ! L’acide hyaluronique 

est souvent défini comme un GAG qui permet le maintien de l’hydratation de la matrice 

extracellulaire cutanée. 
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b) Les kératanes sulfate (KS)  

Il existe 3 types de KS (KSI, KSII, KSIII), ils sont différents des autres GAGs car ne possédant 

pas d’acide hexuronique. Son unité de répétition disaccharidique est formé d’un galactose qui 

est associé à une glucosamine par la liaison β(1-4). Ces deux oses peuvent être O-sulfatés en 

C-6. Ils ont été identifiés dans des extraits de cornée et caractérisés par Meyer[30]. On les trouve 

principalement dans les cartilages, le type I (KS-I) spécialement dans la cornée et le type II 

(KSII) spécialement dans les os. Les KS sont différenciés par leur manière de se lier aux cores 

protéiques : les KS-I correspondent à des N-glycosylations, et s’attachent sur la protéine au 

niveau d’asparagines, alors que les KS-II et KS-III sont retrouvés fixés sur des sérines ou des 

thréonines par une liaison GalNAc-O-Ser/Thr pour les KSII[33] et Man-O-Ser pour les 

KSIII[34]. Une autre spécificité des KS est la présence de ramifications sur la chaîne 

polysaccharidique. Ainsi, certaines glucosamines peuvent être fucosylées[35], et de l’acide 

sialique est fréquemment retrouvé à l’extrémité des chaînes des KS[33]  

c) L’héparine et les Héparanes sulfates (HP et HS) 

En 1916 Mc Lean a découvert l’Héparine lors d’une expérience inattendue, il a pu mettre en 

évidence l’effet anticoagulant de l’héparine. Elle a été utilisée dans le traitement de l'embolie 

pulmonaire par voie veineuse puis par voie sous cutanée[36]. Les héparanes sulfates ont été 

longuement considérer comme étant des impuretés d’HP[37]. Ils appartiennent à la famille des 

GAGs dotés de propriétés anticoagulantes et antithrombotiques. Les héparines ont été utilisées 

cliniquement au cours des cinquante dernières années en tant que médicament anticoagulant. 

On les trouve principalement associés au collagène dans les membranes basales, où ils 

contractent également des liaisons avec les cellules par le biais de protéines spécialisées : 

fibronectine des fibroblastes, laminine des cellules endothéliales, chondronectine des cellules 

du cartilage (chondrocytes). Ils peuvent induire des changements conformationnels de leurs 
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ligands, et ainsi modifier leur activité. Ce phénomène est en particulier à l’origine des propriétés 

d’activation de l’antithrombine-III par l’héparine. 

L’héparine (Hp) ou les héparanes sulfates (HS) ont des unités disaccharidiques communes qui 

sont composées d’un acide hexuronique et d’une glucosamine N-acétylée liées ainsi : GlcAα(1-

4)GlcNAc. La glucosamine peut être soit N-acétylée (GlcNAc), soit N-sulfatée (GlcNS). Une 

6-O-sulfatation (GlcNAc(6S) ou GlcNS(6S)) et même une 3-O-sulfatation sur les GlcNS 

(GlcNS(3S) ou GlcNS(3,6S)) peuvent également avoir lieu. Au cours de la synthèse, l’acide 

glucuronique (GlcA) peut être épimérisé en C5 pour donner l’acide iduronique (IdoA). L’acide 

glucuronique épimérisé peut également subir ensuite une 2-O-sulfatation : IdoA(2S). On peut 

également trouver l’acide glucuronique 2-O-sulfaté (GlcA(2S)) mais plus rarement. Il est 

également rare, mais possible de trouver la glucosamine sous forme non glycosylée 

(GlcNH2)[38]. L’héparine est le GAG qui présente le plus haut taux de sulfatation, il est 

composé majoritairement de disaccharides IdoA(2S)-(1-4)-GlcNS(6S) tout au long de sa 

chaîne. L’héparine et les héparanes sulfates n’ont pas le même lieu de synthèse et n’ont pas les 

mêmes fonctions. L’héparine est uniquement exprimée par les mastocytes situés dans les tissus 

conjonctifs. Elle est synthétisée sous forme de protéoglycanes (PM : 750000 à 1000000 kDa) 

dont le core protéique est la serglycine. Les héparanes sulfates, quant à eux, sont exprimés par 

la plupart, voire toutes les cellules. Ils se trouvent rarement sous forme libre mais en liaison 

avec divers cores protéiques pour former les protéoglycanes à héparanes sulfates (HSPGs). Ces 

HSPGs se trouvent soit dans les matrices extracellulaires, soit à la surface des cellules[38].  

d) Les Chondroïtines Sulfate (CS) 

Les CS se retrouvent majoritairement dans les tissus conjonctifs et en particulier dans les 

cartilages, où elles jouent un rôle essentiel dans les propriétés élastiques et de résistance à la 

compression du cartilage. Elles sont formées d’une unité de répétition disaccharidique GlcA 

β(1-3) GalNAc. Le N-Acétylgalactosamine peut être variablement sulfaté en 4 ou en 6. Il existe 
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des formes plus rares de CS qui ont été découvert chez les calamars et les requins, ces formes 

sont di-sulfatés. On a le type D (CSD) qui possède un sulfate sur l’acide glucuronique et un 

sulfate sur le N-Acétylgalactosamine et le type E (CSE) dont le N-Acétylgalactosamine est di-

sulfaté en 4 et 6. La longueur de sa chaîne varie de 5 à 50 KDa 

e) Le dermatane sulfate (DS) 

Le dermatane sulfate (DS) est présent au niveau de la peau, des valves du cœur et des vaisseaux 

sanguins. La taille des polymères de DS peut atteindre de 15 à 40 kDa. Le DS a été longtemps 

considéré comme une chondroïtine sulfate de type B. Il est formé d’une unité de répétition 

disaccharidique d’acide hexuronique lié à un N-Acétylgalactosamine. Bien que l’unité 

disaccharidique IdoA (α1–3) GalNAc4S (β1–4) soit la plus fortement exprimée, les analyses de 

plusieurs préparations révèlent une hétérogénéité au sein de la chaîne polysaccharidique[39]. 

Cela est dû aux réactions de modification biosynthétiques qui génèrent la DS à partir des 

chaînes de composition chondroïtine naissantes [GlcA (β1–3) GalNAc (β1–4)]n après la 

polymérisation initiale ; L'épimérisation de GlcA en IdoA a lieu avant la sulfatation[40,41]. Les 

mammifères DS sont constitués de domaines contenant un pourcentage élevé d’IdoA (α1–3) 

GalNAc4S (β1–4) et d’autres présentant un taux élevé de GlcA (β1–3) GalNAc4S (β1–4). Des 

quantités variables de GlcA (β1–3) GalNAc6S (β1–4) sont également présentes[39]. Il existe 

également des chaînes de DS qui proviennent du corps d'une ascidie, Ascidia nigra, qui ont une 

unité de répétition d'IdoA2S (α1–3) GalNAc6S (β1–4)[42]. Ces chaînes DS 6-O-sulfate sont 

dépourvues de l'activité anticoagulante que contiennent les chaînes DS 4-O-sulfate[43]. La 

caractérisation d’interaction protéines-GAGs a permis de démontrer que l’épimérisation du 

GlcA en IdoA pouvait apporter une certaine spécificité aux DS. Les DS, par exemple, peuvent 

interagir avec l’héparine cofacteur II alors que les CS ne le peuvent pas[44]. Il en est de même 

pour les interactions avec un facteur de croissance tel que le HGF/SF (Hepatocyte Growth 

Factor / Scatter Factor)[45]. Les DS sont les seuls GAGs capables d’activer le NF-kb et 
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d’induire l’expression d’ICAM-1 circulant et endothélial[46]. Il est à noter que le changement 

de conformation d’un acide iduronique dans une chaîne de GAG offre une flexibilité qui semble 

être importante et même nécessaire dans certaines interactions. De plus, ce changement 

conformationnel permet de contrôler la manière dont le groupement 2-O-sulfate de l’IdoA (dans 

le cas où il est présent) peut s’agencer pour permettre les interactions avec les protéines. 

Durant ma thèse je me suis surtout intéressée à la structure des isomères de CS et de DS. 

 

 Aperçu des méthodes MS pour l’analyse des GAGs 

Dans le domaine des GAGs de nombreux travaux basés sur la MS ont été développé afin de 

répondre aux questions de position de sulfate et de la nature de l’hexuronique. 

- Stratégies développées 

a) La dépolymérisation (dp) consiste à convertir un polymère en plus petits oligomères. 

Pour dépolymériser les chaînes de GAGs on fait soit de la dépolymérisation 

enzymatique, soit de la dépolymérisation par clivage chimique. La dépolymérisation 

enzymatique est la plus souvent utilisée pour transformer les chaînes de GAGs en 

dp2, dp4, dp6, dp8, dp10. Les enzymes les plus utilisées pour dépolymériser les 

chaînes de GAGs sont les héparinases et les chondroïtinases, ce sont des lyases. Ces 

enzymes entrainent une perte d'eau sur l’acide hexuronique en position non 

réductrice. Il est à noter que la dépolymérisation enzymatique par lyases des chaînes 

de GAGs en dp2 entraîne la perte de chiralité ce qui implique une perte 

d’information sur la nature de l’acide hexuronique. 

b) La spectrométrie de masse permet à la fois d'accéder à la mesure de la masse 

moléculaire du GAG analysé ainsi que d'obtenir des données structurelles. 

Cependant, une difficulté majeure demeure : les informations provenant de la 
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détermination de la masse ne permettent pas de bien comprendre les caractéristiques 

structurelles des isomères présentes dans les GAGs, à savoir les épimères de l'acide 

hexuronique et la position des groupes sulfate. En alternative à ces limitations, 

L’analyse MS en tandem (MS/MS) est proposée. Elle fournit des informations 

supplémentaires sous la forme de spectres MS de fragments résultant principalement 

de la dissociation induite par collision (CID), qui peuvent être utilisés en association 

avec une bibliothèque de données MS / MS de référence pour l’identification de la 

structure. L’analyse MS/MS est intéressante si toutefois on a la librairie de 

références de tous les isomères possibles. Pour les dp2 il est possible d’avoir toutes 

les références mais quand on commence à aller vers des dpn plus grands cela devient 

difficile. Les deux principales limitations des approches MS/MS sont : (1) le nombre 

réduit de standards de GAGs disponibles pour remplir les bases de données MS/MS 

et (2) la faible reproductibilité des données MS/MS, qui dépendent des instruments 

et des conditions expérimentales. 

c) Pour la MS/MS on souhaite avoir beaucoup de fragments informatifs. Mais la 

méthode de fragmentation par CID fournit principalement des fragments [B et Y] 

(nomenclature des fragments de Domon et Costello[47]), ils sont peu ou pas 

informatifs. Etant donné que les principales réactions de dissociation MS/MS 

utilisant le CID standard sont le clivage glycosidique et la perte de sulfate, la 

spectrométrie de masse en tandem en plusieurs étapes (MSn) est souvent nécessaire 

pour générer des ions de diagnostic[48]. 

d) Des méthodes de couplage à la spectrométrie de masse ont été développées afin de 

permettre d’identifier les différents isomères de monosaccharides de carbohydrates. 

Des techniques alternatives de fragmentation ont été largement explorées pour 

améliorer les performances de l'analyse MS/MS. D'une part, les collisions à haute 
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énergie qui peuvent être utilisées pour augmenter la couverture de la séquence. 

D'autre part, des techniques de fragmentation à base d'électrons qui ont tendance à 

favoriser la fragmentation de cycles par rapport au clivage de la liaison glycosidique, 

ce qui peut fournir des informations précieuses sur la position du sulfate et les 

épimères. Des modèles de fragmentation alternatives intéressants peuvent 

également être obtenus en modulant l'état de charge de l'ion d'intérêt. Ces stratégies 

ont été largement revues au cours de la dernière décennie par plusieurs auteurs 

[5,49–56]. 

Questions en suspend 

- Les disaccharides (dp2) avec contenu de l’acide hexuronique nécessite la 

dépolymérisation par clivage chimique, ils sont peu étudiés car difficile à produire. 

- Les dpn (n>2) nécessitent des références pures, qui sont également difficile à produire. 

- l’analyse de l’acide hexuronique reste un challenge pour les approches de la 

MS[55,57,58]. 

Dans ce contexte je me suis posé la question : si la méthode MS-IR développée dans l’équipe 

ne pouvait pas apporter des informations supplémentaires à ce qui existe en MS actuellement. 
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V. Démarche de la thèse 

Durant ma thèse mon intérêt s’est porté sur les molécules de Chondroïtine sulfate et de 

Dermatane sulfate dont je rappelle les disaccharides constituants ci-dessous (Tableau 1).  

Tableau 1: Les différents disaccharides théoriques de chondroïtine sulfate (CS) et dermatane sulfate (DS) 

Molécules Motifs disaccharidiques théoriques Type Masse Molaire 

 

 

Chondroïtine 

sulfate 

GlcA-GalNAc  379 

GlcA-GalNac4S CSA 459 

GlcA-GalNAc6S CSC 459 

GlcA-GalNAc4S6S CSE 539 

GlcA2S-GalNAc6S CSD 539 

    

 

 

 

 

 

 

Dermatane 

sulfate 

IdoA-GalNAc  379 

GlcA-GalNAc  379 

IdoA-GalNAc4S  459 

GlcA-GalNAc6S CSC 459 

IdoA-GalNAc6S  459 

GlcA-GalNAc4S CSA 459 

IdoA-GalNAc4S6S  539 

GlcA-GalNAc4S6S CSE 539 

IdoA2S-GalNAc4S  539 

GlcA2S-GalNAc4S  539 

IdoA2S-GalNAc6S  539 

GlcA2S-GalNAc6S CSD 539 

IdoA2S-GalNAc4S6S  619 

GlcA2S-GalNAc4S6S  619 
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Durant ma thèse je me suis intéressée tout particulièrement au groupes de motifs isomériques 

monosulfatés indiqués en couleur dans le Tableau 1, qui sont communs au chondroïtine sulfate 

et dermatane sulfate. J’ai développé une démarche en 4 étapes : 

Phase 1 : Validité de l’empreinte OH pour les GAGs 

La première question que je me suis posée durant ma thèse est : Est-ce que le concept 

d’empreinte OH développé dans l’équipe qui a bien marché pour certaines classes de 

carbohydrates, va-t-il fonctionner pour les GAGs ?  

Pourquoi cette question est-elle si importante ? Parce que les GAGs sont formés de molécules 

anioniques et d’autres en plus le groupement qui distingue les isomères sulfate ou acide 

hexuronique vont être déprotoné. Cette déprotonation va impliquer la perte du groupement OH 

pour lequel la méthode a été développée à la base. 

- Pour tester mon hypothèse j’ai fait les premières mesures sur des monosaccharides 

pertinents à savoir les acides hexuroniques déprotonés (IdoA et GlcA) et des 

monosaccharides sulfatés déprotonés (GalNAc4S et GalNAc6S). Cela m’a permis de 

valider l’hypothèse empreinte OH pour les GAGs. 

Phase 2 :  apport de l’empreinte OH pour les fragments de GAGs 

Une fois que l’empreinte OH a été validé, j’ai été vers une deuxième étape en me demandant si 

l’empreinte OH va me permettre d’analyser des isomères de fragments de GAGs pour apporter 

des informations supplémentaires par rapport aux méthodes MS existantes ? 

- J’ai validé cette question sur des échantillons de tétrasaccharides CS et DS.  

Phase 3 : Analyse des contenus sulfate et acide hexuronique par séquençage 

Comme je l’ai discuté précédemment, on sait que notre méthode sera forcément limitée en 

terme de taille à cause de la spectroscopie, car pour aller vers des dp d’ordre supérieur, il va 
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falloir des références standards de tous ces dp et on sait que cela est impossible, car la 

production des oligosaccharides est très complexe. Pour contourner le problème de taille, je me 

suis demandée si la méthode de séquençage développée dans l’équipe pouvait fonctionner sur 

les GAGs ?  

- Pour voir si c’était possible j’ai analysé le contenu hexuronique et le contenu sulfate de 

CS et DS dp2 et dp4. 

Phase 4 : Perspectives de dosage de ratio GlcA et IdoA 

Les résultats obtenus sur l’acide hexuronique du DS ont montré la présence de IdoA et GlcA 

en mélange dans l’échantillon, j’ai réfléchi à un nouveau protocole qui nous permettrait d’avoir 

accès au ratio IdoA et GlcA. 

- Pour tester mon protocole j’ai utilisé des systèmes différents : des glucose phosphaté 

Glc3P et Glc6P présent dans l’amidon de pomme de terre. Ces résultats sont décrits dans 

le chapitre 3. 
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Chapitre 1 : Méthodes expérimentales 
 

Dans ce chapitre, je vais m’intéresser au dispositif expérimental 

et aux techniques que j’ai utilisées durant ma thèse pour l’analyse 

des carbohydrates. 

Dans une première partie je présenterai le dispositif expérimental 

qui comprend deux grandes parties : la spectrométrie de masse et 

le laser infrarouge OPO/OPA. 

Et en second lieu je parlerai de la spectroscopie IRMPD et je 

décrirai comment on effectue une analyse IRMPD sur les 

carbohydrates. 
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I- Dispositif expérimental 

I-A- Spectrométrie de masse : le LCQ  

La spectrométrie de masse est une technique physique d’analyse qui permet de détecter et 

d’identifier des molécules d’intérêts grâce à la mesure de leur masse. Cette méthode permet 

également de caractériser la structure chimique de ces molécules. Elle permet la séparation en 

phase gazeuse de molécules chargées, qu’on appelle ions, en fonction de leur rapport masse sur 

charge (m/z). Cette méthode a un très large domaine d’applications, elle va de la chimie 

organique, la médecine, la physique, l’astrophysique, la biologie, la chimie en phase gazeuse…. 

Structure d’un spectromètre de masse 

Le spectromètre de masse est composé de plusieurs parties : 

- Un système d’introduction de l’échantillon à analyser dans la source. 

- Une source d’ion qui permet la production des ions en phase gazeuse. 

- Un ou plusieurs types d’analyseurs permettant de trier, de transporter, de fragmenter ou 

encore de sélectionner les ions. 

- Un détecteur qui convertit les ions en signal électrique. 

- Et pour finir un système informatique pour traiter le signal. 

Durant ma thèse j’ai utilisé un spectromètre commercial : le LCQ. Il est composé : d’une source 

d’ionisation électrospray (ESI) (Figure 10), d’un analyseur de piège à ions et d’un détecteur. 
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Description des différentes parties du spectromètre de masse utilisé dans notre équipe. 

a. Source d’ionisation électrospray (ESI)  

La source ESI a été développée en 1984 par Fenn[1], c’est une technique d’ionisation douce 

qui s’effectue à température ambiante et à pression atmosphérique. Dans notre équipe le 

spectromètre utilisé a une source ESI pour produire des ions protonés [M+nH]n+ ou déprotonés 

[M-nH]n- selon que le carbohydrate à analyser soit acide ou basique. Il nous arrive de rajouter 

0.1% d’acide acétique afin d’avoir une plus grande quantité d’ions. Il existe énormément de 

carbohydrates qui sont neutres, prenons par exemple un hexose, il est très connu qu’il est 

difficile d’ioniser les hexoses par protonation ou déprotonation, dans ce cas nous utilisons la 

source ESI pour produire des adduits ioniques, comme par exemple le sodium (Na+), le lithium 

(Li+), etc.. Exemple : dans le cas de l’adduit de sodium, on rajoute quelques microlitres de NaCl 

dans la préparation de l’échantillon, et lorsqu’on analyse ce mélange on détecte un pic sodiaté. 

 

Figure 10:Un exemple de source d’ionisation électrospray (ESI) avec la zone de désolvatation, et la zone de transfert d’ions 
chargés 
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Production des ions 

L’échantillon est d’abord dissout dans un solvant, puis injecté à l’aide d’un pousse seringue au 

débit de 3 μL/min dans un capillaire en silice jusqu’à la source. Ce dernier est connecté à un 

capillaire chauffant.  

Une tension de 4kV est appliquée à la pointe de la source. Sous l'action d'un gaz nébuliseur 

l’azote (N2) et d'un champ électrique, des ions désolvatés sont générés[2].  Ce champ électrique 

va provoquer la séparation des charges présentes dans la solution et induire à l’extrémité du 

capillaire la formation d’un cône appelé cône de Taylor (Figure 11) [3,4]. Une déformation de 

la pointe du cône permet d’aboutir à la formation de gouttelettes chargées composées d’un 

mélange de solvants et d’analytes[5]. Ces gouttelettes sont ensuite injectées dans le 

spectromètre de masse à travers le capillaire chauffant, qui permet l’évacuation totale du 

solvant. Elles sont ensuite guidées jusqu’au piège 3D ou piège tridimensionnel à l’aide d’un 

écorceur et de deux octapôles. 

 

 

 

Figure 11: Cône de Taylor : Principe de l’ionisation/désorption par électronébulisation dans le cas d’une expérience en mode 
d’ions positifs 
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b. Analyseur 

La cavité du piège 3D contient de l'hélium qui sert de gaz tampon. Les ions qui entrent dans 

l’analyseurs sont ralentis par des collisions avec l’hélium afin d’être piégés par le champ de 

radio fréquence (RF). La présence d'hélium dans la cavité de l'analyseur de masse améliore 

considérablement la sensibilité et la résolution spectrale de masse. Avant leur éjection de la 

cavité de l'analyseur de masse, les ions entrent en collision avec des atomes d'hélium. Ces 

collisions réduisent l'énergie cinétique des ions, atténuant ainsi l'amplitude de leurs oscillations. 

En conséquence, les ions sont concentrés au centre de la cavité plutôt que d’être répandus dans 

toute la cavité. 

L'hélium dans la cavité de l'analyseur de masse sert également de partenaire d'activation de 

collision. Lors de l'étape de dissociation induite par collision (CID) d'une analyse MSn (avec n 

allant de 1 à 10), la tension RF d'excitation de résonance appliquée sur le piège 3D pousse les 

ions parents vers les atomes d'hélium. Après avoir obtenu une énergie interne suffisante, l’ion 

parent se dissocie en un ou plusieurs ions produits qui sont gardés dans le piège.    

L’un des avantages du piège d’ions est qu’il est possible d’isoler une masse d’intérêt par 

éjection des autres ions en appliquant une rampe de tension au niveau des électrodes. Il est alors 

possible de fragmenter l’ion sélectionné (MS2) soit par CID, soit par dissociation induite par 

laser (LID). Ses fragments peuvent être analysés ou l’un d’eux peut être isolé afin de réaliser 

une nouvelle étape de dissociation (MS3). Il est possible de répéter ces différentes étapes 

plusieurs fois (MSn) ce qui s’avère être particulièrement intéressant pour le séquençage ou 

l’identification de composés inconnus. 
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c. Détecteur  

Le LCQ est équipé d’un système de détection d’ions hors axe très sensible qui produit un 

rapport signal sur bruit élevé et permet la commutation de polarité de tension entre les modes 

de fonctionnement des ions positifs et négatifs. 

Un système informatique permet d’enregistrer les spectres et traiter le signal. La Figure 12 nous 

présente un spectre de masse réalisé en mode négatif. À noter que le spectre de masse présente 

des pics à plusieurs états de charge. Ce qui laisse le choix de travailler en mode déprotoné en 

choisissant le pic une fois déprotoné [M-H]-, il est également possible de choisir de travailler 

avec le pic doublement déprotoné [M-2H]2- ou le triplement déprotoné [M-3H]3-. À chaque fois 

il faut sélectionner le pic qui nous intéresse et l’isolé dans le piège. 

 

 

Figure 12: Exemple d’un spectre de masse d'un oligosaccharide, qui se présente sous plusieurs états de charge. 

 

I-B- Le laser OPO/OPA infrarouge laser vision : 

Durant ma thèse j’ai utilisé un laser accordable OPO/OPA Laservision qui est pompé par un 

YAG, il nous permet de générer des longueurs d’onde dans la gamme des 3 μm. Je vais vous le 

présenter. 
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I-B-1- généralité sur les OPO/OPA 

Commençons d’abord par quelques généralités. Un oscillateur paramétrique optique (OPO) est 

une source de lumière cohérente et monochromatique accordable. À partir d'une onde laser de 

pompe de fréquence ωp, un OPO produit deux ondes de fréquences inférieures : le signal à ωs 

et le complémentaire à ωc (parfois appelé idler). La conservation de l'énergie impose que ωp = 

ωs+ωc. La conversion de fréquence de la pompe vers les deux ondes générées se fait au travers 

d'une interaction optique non-linéaire. La lumière émise par les OPO peut s'étendre de l'ultra-

violet au lointain infrarouge, de façon continue ou selon des impulsions de durée variable (de 

la microseconde à la femto seconde). Les OPO sont principalement utilisés pour produire des 

longueurs d'onde là où les lasers font défaut, ou lorsqu'une très grande accordabilité est 

nécessaire. 

I-B-2- Laser de pompe    

Le laser de pompe est un YAG, il émet de la lumière avec une longueur d'onde typique de 1064 

nm. Il a une fréquence de 10 Hz, une durée d’impulsions allant de 8 à 10 ns et une puissance 

d’environ 7,3 W. 

 

I-B-3- OPO (description du faisceau et caractéristiques) 

Deux miroirs (M1 et M2) sont placés entre le laser YAG et le laser OPO afin d’introduire le 

faisceau dans l’OPO (Figure 13). 
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Figure 13:Schéma du couplage du laser de pompe : le  YAG avec le laser  OPO/OPA 

 

 

La longueur d’onde fondamentale 1064 nm est divisée en deux faisceaux. Le premier faisceau 

est doublé en fréquence dans un cristal KDP pour obtenir une longueur d’onde 532 nm et oscille 

ensuite dans l’oscillateur paramétrique optique (OPO) à cristaux KTP, générant un faisceau 

accordable de 710 à 880 nm (le signal) et un faisceau complémentaire, le idler. Par conservation 

d'énergie, la somme des fréquences angulaires de ces deux photons est égale à celle du photon 

de pompage à 532 nm (ω532= ωs + ωidler). 

Le faisceau sortant de l’OPO est ensuite aligné à travers un amplificateur optique paramétrique 

(OPA), celui-ci possède quatre cristaux KTA. Le second faisceau à 1064 nm pompe cette chaîne 

OPA, il a une fréquence angulaire ωf. Par soustraction de fréquence et selon l’angle d’incidence 

des quatre cristaux on obtient des nombres d’onde infrarouge allant de 1965 à 4686 cm-1. La 

Figure 14 nous présente les courbes du nombre d'onde de l'idler et du signal en fonction de la 

longueur d’onde du signal dans l’OPO, ainsi que le signal infrarouge (IR) en sortie d’OPA. 

Ce laser est utilisé pour réaliser la spectroscopie IRMPD entre 2700 et 3700 cm-1, la puissance 

moyenne dans cette région est de 0,12 W, soit une énergie de 12 mJ par pulse à 10 Hz.  
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Figure 14: Courbes du nombre d'onde de l'idler et du signal en fonction de la longueur d’onde du signal dans l’OPO et L’OPA 

 

 

I-C- Couplage MS/IR et spectroscopie IRMPD 

I-C-1- Transformation du piège et chemin du laser 

Afin de coupler le laser OPO/OPA avec le spectromètre de masse LCQ (Figure 15) une série 

d’optique a été placé entre les deux. Trois miroirs sont placés entre le laser OPO/OPA et le 

spectromètre de masse. Un obturateur mécanique qui sert à laisser passer ou à stopper le 

faisceau au besoin est placé après les deux premiers miroirs et avant le troisième miroir. Ce 

dernier est un miroir parabolique focalisant. Le piège a été modifié au niveau de l’électrode 

centrale, le spectromètre a été percé et une fenêtre transparente au faisceau infrarouge a été 

placée au niveau du perçage afin de maintenir le vide dans le spectromètre. 
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Ces conditions de couplage permettent de faire de la spectroscopie. Il existe plusieurs types de 

spectroscopie infrarouge d’ions[6,7], nous utilisons ce couplage pour faire de la spectroscopie 

IRMPD. 

 

Figure 15: Couplage de la spectrométrie de masse (MS) avec le laser infrarouge (IR) MS-IR [8] 

II- Spectroscopie IRMPD 

La spectroscopie IRMPD est une méthode permettant la caractérisation de la structure d’ions 

moléculaires en phase gazeuse pour obtenir des spectres vibrationnels. Cette technique a été 

initialement appliquée à la caractérisation structurale de petites molécules carbonées en utilisant 

un laser CO2 accordable autour de 10μm[9]. Au cours de la dernière décennie la spectroscopie 

IRMPD a montré un grand potentiel pour l’analyse de biomolécules tels que : les peptides, les 

acides nucléiques et les oligosaccharides. 

II-A- Principe de la spectroscopie IRMPD 
La spectroscopie IR traditionnelle permet l’analyse de structure de groupements chimiques 

présents dans un échantillon pur. L’absorption de la lumière transmise par l’échantillon à 

analyser est mesurée grâce à la formule de Beer-Lambert : A= log(Io/I), où A est l’absorbance, 

Io l’intensité de la lumière incidente et I l’intensité de la lumière transmise. Par contre la 

spectroscopie IRMPD est une technique d’analyse structurale qui permet d’obtenir des spectres 
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vibrationnels en phase gazeuse d’un ion sélectionné dans le piège en couplant un spectromètre 

de masse avec un laser IR. L’absorption de photons infrarouges induit une fragmentation de 

l’ion moléculaire sélectionné. Le spectre IR est dans ce cas représenté par un rendement de 

fragmentation en fonction de l’énergie des photons IR. Étant donné que l’énergie nécessaire 

pour effectuer la fragmentation est supérieure à celle d’un photon IR, la fragmentation qu’on 

observe est le résultat d’une absorption de multiple photons infrarouges. La densité de 

molécules à l’intérieur du piège à ions est très faible, puisque seulement quelques centaines 

d’ions y sont isolés. Or à chaque impulsion laser, environ 1017 photons sont injectés au centre 

du piège ce qui signifie que la différence entre l’intensité de la lumière transmise (au maximum 

quelques centaines de photons) et l’intensité de la lumière incidente est trop faible pour mesurer 

l’absorption directe de la lumière par ces ions en phase gazeuse. Pour obtenir une information 

sur l’absorption de la molécule, il est nécessaire d’avoir une autre observable : la spectroscopie 

d’action[10,11]. Dans le cas de l’IRMPD l’observable indirecte de l’absorption de photons par 

la molécule est la fragmentation de cette dernière. Lorsqu’un ion est irradié à une longueur 

d’onde correspondant à la fréquence de l’un de ses modes de vibration, ce mode va être excité 

selon la transition υ0→υ1. Il est à noter que généralement seule la transition υ0→υ1est excitée 

et les états vibrationnels supérieurs ne sont pas atteints dans ce processus.  

Etant donné que la molécule est en phase gazeuse, elle ne va pas être capable de se relaxer dans 

le milieu ambiant alors l’énergie vibrationnelle va alors se redistribuer sur tous les modes de 

vibration de la molécule par des couplages intramoléculaires (IVR)[12–14]. La molécule 

réabsorbe un photon de même énergie par excitation de la transition υ0→υ1 et le processus de 

redistribution d’énergie se répète. Ces différentes étapes se reproduisent jusqu’à ce que 

l’énergie interne de la molécule atteigne l’énergie de dissociation de la liaison la plus faible qui 

va ensuite se fragmenter, ce processus est directement observable par spectrométrie de masse. 
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II-B- Marche à suivre pour obtenir un spectre IRMPD par couplage MS/IR 

Pour commencer, je prépare l’échantillon à analyser dans les conditions suivantes : 

- La solution à injecter dans le spectromètre doit avoir une concentration allant de 50 à 

250 μM. 

- Généralement un mélange eau/méthanol 50-50 avec 0.1% d’acide acétique est utilisé. 

Mais il nous arrive des fois d’utiliser un mélange eau/acétonitrile. Et quand pour former 

des adduits il suffit de rajouter du sodium ou du lithium ou du NH4
+ ou autre selon les 

besoins. 

Ensuite, une fois notre échantillon prêt, on l’injecte dans le spectromètre de masse à l’aide d’un 

pousse seringue au débit de 3 μl/min. Grâce au gaz nébuliseur, l’azote dans notre cas et la 

tension de 4 kV appliquée à la pointe de la source, des gouttelettes d’ions sont formées. Ces 

gouttelettes vont ensuite traverser le capillaire chauffant où le résidu de solvant va être 

complètement évaporé. Les ions sont ensuite guidés dans le piège grâce à l’écorceur et les 

multipôles. Une fois dans le piège, le signal m/z de l’ion d’intérêt est sélectionné, ensuite l’ion 

d’intérêt est isolé dans le piège. Une fois cette étape accomplie, le faisceau laser est injecté dans 

le piège afin de réaliser le spectre IRMPD de la molécule d’intérêt. Pour ce faire, la molécule 

est irradiée dans une gamme spectrale de nombre d’onde allant de 2700 à 3700 cm-1. Elle est 

irradiée longueur d’onde par longueur d’onde pendant une durée de 700 ms avec une fréquence 

de 10 Hz. Si la molécule absorbe au nombre d’onde qui l’irradie elle va emmagasiner de 

l’énergie jusqu’à se fragmenter, si elle n’absorbe pas à ce nombre d’onde il n’y aura pas de 

fragmentation. Au final le spectre IRMPD est obtenu en calculant le taux de photofragmentation 

. 
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2.3- Analyse du résultat  

Pour analyser le spectre obtenu, l’intérêt se porte aux bandes d’absorption qui se situent dans 

la gamme de 2700 à 3700 cm-1. Cette gamme nous permet d’avoir des informations sur les 

bandes OH libres (3590 à 3650 cm-1), les bandes NH et OH liés (3000 à 3400 cm-1) et les bandes 

CH (2850 à 2960 cm-1).  

2.4- Description d’une mesure 

2.4.1 Analyse IRMPD parent (MS-IR)  

La Figure 16 décrit les différentes étapes à suivre pour analyser un ion d’intérêt par spectroscopie 

IRMPD 

a. L’échantillon est préparé à une concentration d’environ 50 à 250 μM, puis injecté dans 

le spectromètre de masse. 

b. Le spectre de masse de l’échantillon est ensuite réalisé. Le spectre de masse montre les 

différents éléments qui le constituent. 

c. L’ion d’intérêt est alors isolé dans le piège. Ici le disaccharide. 

d. Une fois isolé, il est irradié avec le laser OPO/OPA. Et pour finir, son spectre IRMPD 

est enregistré. 

Avec notre méthode, pour identifier l’ion parent, l’intérêt se porte à la signature des bandes OH 

qui est sensible aux épimères, à la stéréochimie, la régiochimie et aux anomères α, β[15]. Dans  

le cas d’une molécule connue, le calcul théorique nous permet soit d’identifier la conformation 

de la molécule soit d’identifier à quel groupement correspond chaque bande du spectre IR[16]. 

Dans le cas d’une molécule inconnue, le spectre IRMPD obtenu est identifié par comparaison 

avec une base de données de molécules de références.  Durant ma thèse j’ai utilisé cette stratégie 

pour identifier les ions analysés. 
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Figure 16: Les différentes étapes de réalisation d'un spectre IRMPD d’un ion d’intérêt 

  

2.4.2- Analyse IRMPD d’un fragment (MSn-IR) 

 La Figure 17 illustre les différentes étapes de réalisation d'un spectre de fragment par 

spectroscopie IRMPD. Les mêmes étapes précédentes [a, b, c] sont reproduites 

jusqu’à l’isolation de l’ion parent.  

a. L’échantillon est préparé à une concentration d’environ 50 à 250 μM, puis injecté dans 

le spectromètre de masse. 

b. Son spectre de masse est ensuite réalisé. 

c. L’ion parent est isolé dans le piège. 

d. Une dissociation induite par collision (CID) est réalisée sur l’ion parent afin d’obtenir 

le fragment d’intérêt (ici un monosaccharide). 

e. Ensuite le fragment d’intérêt est isolé et piégé. 

f. Pour finir il est irradié et son spectre IRMPD est enregistré. 
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Figure 17: Les différentes étapes de réalisation d'un spectre IRMPD d’un  fragment 

Pour identifier le spectre du fragment, une comparaison avec les spectres de la librairie de 

références est effectuée. 

III- Principe du séquençage de carbohydrates par couplage 

MS/IR 

3.1- Définition du séquençage 

Le séquençage permet de déterminer l'ordre dans lequel se succèdent les éléments constituant 

un biopolymère (acides aminés d'une protéine, nucléotides d'un acide nucléique, des unités 

saccharidiques des oligosaccharides). Cette méthode permet de reconstituer la structure d’un 

oligosaccharide en se basant sur les différents fragments Y, B, Z, C. Différentes méthodes de 

séquençage ont été développées afin d’identifier les différents fragments d’une molécule et de 

vérifier que ceux-ci conservent leur structure moléculaire initiale. Les premières tentatives de 

séquençage basées sur ce principe ont été réalisées en utilisant la mobilité ionique[17–20] ou le 

spectre vibrationnel grâce à la spectroscopie infrarouge couplée à la spectrométrie de masse. 

Cette dernière a montré qu’il était possible de différencier des monosaccharides grâce à leur 

spectre IRMPD dans la région infrarouge disponible grâce aux lasers à électrons libres[21]. Il 

existe d’autres méthodes non basées sur la MS qui ont été développées afin de pouvoir 

séquencer spécifiquement les glycosaminoglycanes. Parmi lesquelles nous avons la méthode 

de séquençage des saccharides d’héparane sulfate et d’héparine sulfate développée par JOHN 



63 
 

T. GALLAGHER et. al [22,23], c’est une méthode simple d’analyse de séquence qui repose 

sur le marquage spécifique de l’extrait réducteur de sucre par radio marquage. Cette stratégie 

est une combinaison de la scission chimique et de la digestion enzymatique spécifique qui 

permet de générer des fragments intermédiaires, les fragments générés sont ensuite analysés 

par HPLC d'échange d'anions forts. 

Quand on fait du séquençage par MS, selon la nomenclature de Domon et Costello [24], les 

principaux fragments obtenus sont les fragments Y, les fragments C, les fragments B et les 

fragments Z comme représenté sur la Figure 18.a. 

Le fragment Y représente le monosaccharide en position réductrice, le fragment Z représente 

le monosaccharide déshydraté en position réductrice, le fragment C représente le 

monosaccharide en position non réductrice et le fragment B représente le monosaccharide 

déshydraté en position non réductrice. 

Par ailleurs d’autres types de fragments peuvent être observés, ce sont des fragments qui sont 

obtenus par clivage intra cycle. La Figure 18.b illustre ces différents fragments. 

Durant ma thèse je me suis intéressée aux fragments d’ions obtenus par clivage de la liaison 

osidique. Le couplage MS/IR permet d’obtenir toutes les informations nécessaires au 

séquençage d’un oligosaccharide en analysant les fragments d’ions obtenus par la liaison 

glycosidique. Récemment il a été démontré dans l’équipe que les informations sur la nature des 

constituants et la configuration de la liaison glycosidique sont conservées lors de la 

fragmentation en oses [16]. 
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Figure 18: Types de fragments d'ions dans les spectres de masse en tandem de polysaccharides linéaires et de 
glycoconjugués et leur affectation selon la nomenclature introduite par Domon et Costello[24]. Ions produits par clivage de 

la liaison glycosidique (a) ; Ions produits par des coupures intra cycle(b). 

 

3.2- Méthodologie du séquençage par MS-IR 

Pour séquencer un oligosaccharide, il est nécessaire d’avoir au préalable une banque de données 

de références de monosaccharides standards pour pouvoir comparer les fragments à analyser. 

Actuellement notre banque de données contient environ quatre-vingts monosaccharides et 

disaccharides. 

3.3 Exemple de séquençage 

La Figure 19 nous décrit les différentes étapes à suivre pour séquencer un disaccharide. 

Considérons le disaccharide de la figure précédente.  

- En l’étape 1 nous avons réalisé le spectre MS/MS du disaccharide et nous avons obtenu 

deux fragments selon la nomenclature de Domon et Costello[24] qui correspondent aux 

deux monosaccharides qui forment notre disaccharide. Nous avons isolé l’un des 
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fragments et nous avons réalisé son spectre IRMPD. Après avoir réalisé son spectre 

IRMPD, nous avons comparé le spectre du fragment avec les monosaccharides de 

références standards. 

- En l’étape 2 nous avons repris le disaccharide et nous avons réalisé son spectre MS/MS 

de nouveau et nous avons isolé l’autre fragment afin de réaliser son spectre IRMPD. 

Une fois le spectre IRMPD réalisé il est comparé avec les spectres IRMPD de références 

des monosaccharides standards de notre base de données. Après comparaison nous 

pouvons identifier avec certitude à quel monosaccharide correspond chaque fragment. 

 

Figure 19: Les différentes étapes à suivre pour le séquençage d'un disaccharide. 

 

IV- Remarque sur la spectroscopie infrarouge en phase 

gazeuse vs phase condensée 

- Spectroscopie infrarouge en phase gazeuse 

L’un des principaux avantages de la spectroscopie IRMPD, c’est qu’elle bénéficie de la 

spectrométrie de masse pour la production des ions en phase gazeuse, ce qui signifie qu’une 

quantité faible d’échantillon (~ 250μl) est nécessaire à l’analyse. Grâce au spectromètre de 
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masse, il est possible d’identifier les différents éléments qui composent notre échantillon. Cette 

méthode nous permet également d’avoir une empreinte spectroscopique pour chaque m/z 

présent dans l’échantillon. Si le spectre du parent est mal résolu, il est également possible 

d’avoir des informations sur les fragments, si l’ion à analyser est un biopolymère. Les spectres 

IRMPD ont une meilleure résolution grâce à la désolvatation des ions. Ce qui veut dire que 

l’échantillon n’interagit pas avec le solvant, les informations collectées en spectroscopie 

IRMPD représentent l’empreinte digitale de l’ion analysé. 

L’inconvénient avec la spectroscopie IR en phase gazeuse, c’est qu’il faut environ 45 minutes 

pour obtenir un spectre dans la gamme de 2700 à 3700 cm-1. 

- Comparaison avec la spectroscopie infrarouge en phase condensée 

En phase condensée il faut quelques minutes pour obtenir un spectre dans la gamme de 500 à 

4000 cm-1.  Par contre les bandes OH sont mal résolues à cause des interactions extra 

moléculaires. 
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Chapitre 2 : Analyse MS-IR de CS et DS 
 

Une partie des résultats de ce chapitre ont fait l’objet d’un article 

publié dans le Journal of The American Society for Mass 

Spectrometry[1].  

Dans ce chapitre je vais vous présenter les résultats que j’ai 

obtenus en analysant des disaccharides CSA et CSC et des 

tétrasaccharides de chondroïtine et de dermatane sulfate. Ces 

analyses vont permettre d’identifier les différents 

monosaccharides qui forment ces oligosaccharides, en d’autres 

termes être capable de les séquencer. Pour cela je vais avoir 

besoin de références de monosaccharides standards pertinents. 

La première partie consistera à la validation de l’hypothèse 

« empreinte OH » pour les GAGs. 

Dans une deuxième partie je présenterai le choix des systèmes 

d’intérêt. 

Dans une troisième partie je présenterai les résultats que j’ai 

obtenus pour l’analyse de l’empreinte OH sur les tétrasaccharides 

CS et DS. 

Dans une quatrième partie je présenterai les résultats que j’ai 

obtenus pour le séquençage de disaccharides et tétrasaccharides 

de GAGs. 
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I- Validité de l’hypothèse « empreinte OH » pour les GAGs 

Comme je l’ai discuté dans l’introduction, il a été démontré précédemment dans l’équipe que 

la méthode de mesure des empreintes OH était sensible pour les isomères qui diffèrent par 

l’orientation d’un groupement OH. Maintenant, mon objectif dans cette partie est de voir si 

notre méthode me permettrait d’avoir une empreinte OH pour les monosaccharides qui 

constituent les GAGs. Rappelons que les isomères qui nous intéressent sur les GAGs sont : les 

acides hexuroniques et les GalNAcS. Les acides hexuroniques (GlcA et IdoA) diffèrent par 

l’orientation d’un acide carboxylique en position 5 et les GalNAcS (GalNAc4S et GalNAc6S) 

diffèrent par la position du groupement sulfate. Ici la différence sur les isomères ne se fait pas 

sur un groupement OH mais plutôt sur un groupement ne possédant pas de OH.  

Il est à noter également que les groupements carboxyliques et sulfate se déprotonent 

naturellement (COO- et SO3-), il paraît logique de réaliser l’étude des GAGs en mode négatif. 

Pour cela, il était nécessaire de vérifier si la méthode d’identification des isomères par 

l’empreinte OH était sensible à la position d’un groupement sulfate et/ ou l’orientation d’un 

groupement carboxylique. 

Pour valider l’hypothèse de l’empreinte OH pour les GAGs, j’ai étudié les monosaccharides 

pertinents suivants : IdoA, GlcA, GalNAc4S et GalNAc6S. Ce sont des échantillons de 

standards purs. Les monosaccharides standards IdoA, GalNAc4S et GalNAc6S ont été acheté 

chez Carbosynth UK et le monosaccharide de GlcA a été acheté chez Sigma Aldrich.  J’ai 

obtenu les résultats qui suivent pour ces différents monosaccharides par la méthode MS-IR.  

 

 Analyse MS/MS et MS-IR des monosaccharides standards GalNAc4S et GalNAc6S 

Les monosaccharides GalNAc4S et GalNAc6S sont des isomères de position du groupement 

sulfate. Nous avons en Figure 20.a et Figure 20.b les spectres MS/MS des monosaccharides 
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standards GalNAc4S et GalNac6S. Ils présentent les mêmes fragments avec une différence sur 

l’intensité des pics. Le fragment m/z 282 est le GalNAcS déshydraté et le fragment m/z 199 

représente un fragment intra cycle 0,2A (voir figure 9.b chapitre 1). J’ai ensuite réalisé leur 

spectre IRMPD et j’ai obtenu les spectres des Figure 20.c et Figure 20.d. Nous avons en Figure 

20.c, le spectre IRMPD du monosaccharide standard GalNAc4S, ce spectre a été réalisé en 

mode négatif sur l’ion parent (m/z 300). Il présente trois pics mineurs à 2850, 2898 et 2954 cm-

1 et une bande intense centrée autour de 3410 cm-1. En Figure 20.d, nous avons le spectre IRMPD 

du monosaccharide standard GalNAc6S, ce spectre a été réalisé en mode négatif sur l’ion parent 

(m/z 300). Il présente un doublet de bandes intenses partiellement résolues à 2905 cm-1 et 2942 

cm-1, une large région active de 3050 à 3550 cm-1 avec un sommet à 3350 cm-1 et deux bandes 

partiellement résolues à 3429 et 3520 cm-1. Les empreintes OH sont donc bien distinctes. 
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Figure 20: Spectres MS/MS et MS/IR des monosaccharides standards GalNAc4S et GalNAc6S réalisés sur l’ion m/z 300 en 
mode négatif. Spectre MS/MS du GalNAc4S (a) et spectre MS/MS du GalNAc6S (b). Spectre MS-IR du GalNAc4S (c) et spectre 

MS/IR du GalNAc6S (d)[1] 
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 Analyse MS/MS et MS-IR des monosaccharides standards GlcA et IdoA 

GlcA et IdoA sont deux isomères qui se distinguent par l’orientation de leur acide carboxylique. 

J’ai réalisé les spectres MS/MS de ces monosaccharides standards sur l’ion m/z 193 en mode 

négatif et j’ai obtenu les spectres des Figure 21.a et Figure 21.b. Les spectres MS/MS sont très 

similaires. Il est donc impossible de différencier ces monosaccharides en se basant seulement 

sur la spectrométrie de masse. Pour essayer de lever cette ambiguïté, j’ai réalisé leur spectre 

IRMPD en phase gazeuse en mode négatif et j’ai obtenu des signatures différentes pour chacun 

d’eux. Nous avons donc en Figure 21.c le spectre IRMPD du GlcA, ce spectre montre une large 

bande non résolue dans la gamme de 3250 à 3550 cm-1 et une bande étroite à 2881 cm-1. Par 

contre le spectre IRMPD de l’IdoA Figure 21.d montre une bande fine bien résolue à 3595 cm-

1, une large bande centrée à 3260 cm-1, un doublet entre 2850 et 2950 cm-1 et une bande 

minoritaire à 2800 cm-1. 
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Figure 21: : Spectres MS/MS et MS/IR des monosaccharides standards GlcA et IdoA réalisés sur l’on m/z 193 en mode 
négatif. Spectre MS/MS du GlcA (a) et spectre MS/MS du IdoA (b). Spectre MS-IR  du  GlcA (c) et spectre MS-IR du IdoA (d)[2] 
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 Discussion 

On constate que notre méthode de mesure de l’empreinte OH nous permet bien de distinguer 

des isomères de monosaccharides qui ne se différencient pas par des groupements OH. 

Considérons d’abord les monosaccharides GalNAc4S et GalNac6S, ce sont des isomères de 

position du groupement sulfate, ils présentent des spectres IR de signature différente. Pourquoi 

cela est-il possible ? On remarquera que les groupements OH (C1, C3, C6) qui forment le motif 

de OH du GalNAc4S ne sont pas les mêmes que ceux qui forment le motif de OH du GalNAc6S 

(C1, C3, C4). Cela est donc compréhensible qu’ils présentent deux empreintes OH différentes. 

Les monosaccharides IdoA et GlcA qui sont des épimères du groupement COO- présentent des 

spectres IR de signatures différentes. Pour les N-acétyl galactosamine sulfatés nous avions des 

groupements OH différents maintenant pour les acides hexuroniques nous avons exactement 

les mêmes groupements OH (C1, C2, C3, C4) mais ils présentent des signatures distinctes. Ce 

résultat laisse penser que l’empreinte OH est sensible à l’orientation du groupement COO- 

voisin.  

Les résultats obtenus sur les monosaccharides, m’ont permis d’une part de valider l’empreinte 

OH pour les GAGs, où les différences intéressantes de structures ne sont pas dû à un 

groupement OH. Comme les isomères de position sulfate et les épimères d’acides hexuroniques 

ont des signatures individuelles différentes, la méthode de la signature OH semble donc 

prometteuse pour étudier des fragments de GAGs par la mesure directe de leur empreinte 

(Chapitre 2.III) ou pour le séquençage (Chapitre 2.IV). 
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II- Choix des systèmes d’intérêt 

Maintenant que j’ai validé notre méthode pour l’analyse de monosaccharides pertinents qui sont 

présents dans les GAGs, dans la suite de ce chapitre je vais analyser des fragments de GAGs : 

disaccharide (dp2) et tétrasaccharide (dp4). Les disaccharides sont des standards purs (CSA et 

CSC) achetés chez Iduron. Les deux fragments de tétrasaccharides eux, ont été fournis par notre 

collaborateur Régis Daniel du laboratoire Lambe de l’Université Evry Val-d’Essonne. Ils sont 

obtenus par dépolymerisation enzymatique de chondroïtine sulfate (Sigma-Aldrich) et de 

dermatane sulfate (IFREMER) par la chondroitinase ABC (CSase ABC, Sigma-Aldrich). 

Les disaccharides CSA et CSC ont une structure parfaitement connue. Les tétrasaccharides 

quant à eux, ont des éléments de structure connus et d’autres inconnus, comme indiqué dans le 

Tableau 2 ci-dessous. 

Pourquoi j’ai choisi ces molécules ? Pour les disaccharides étant donné qu’il s’agit de structure 

parfaitement connue, cela va me permettre de valider notre méthode d’analyse pour le 

séquençage de petits oligosaccharides en identifiant la position du sulfate. Le fragment CS-dp4 

quant à lui me permettra de valider notre méthode en identifiant l’acide hexuronique, car on 

sait que le chondroïtine sulfate ne peut contenir que de l’acide glucuronique. Une fois notre 

méthode validée sur des structures connues on pourra l’appliquer à l’analyse de  détails de 

structures non connues.  
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Tableau 2: Caractéristiques structurelles des fragments de GAGs utilisés dans ce chapitre 

Molécules Acide hexuronique GalNAcS 

CSA-dp2 Identification impossible* GalNAc4S 

CSC-dp2 Identification impossible* GalNAc6S 

CS-dp4 

M= 918g/mol 

GlcA Non connu 

GalNAc4S ou GalNAc6S 

DS-dp4 

M= 918g/mol 

Non connu 

IdoA ou GlcA 

Non connu 

GalNAc4S ou GalNAc6S 

* Il est impossible d’identifier l’acide hexuronique sur les disaccharides obtenus par 

dépolymérisation enzymatique, car l’acide hexuronique est modifié lors de la 

dépolymérisation enzymatique et présente une insaturation entre C4 et C5 et a perdu son 

hydroxyle en position C4 
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III- Empreinte OH de fragments de tétrasaccharides (CS et DS) 

 

Dans cette troisième partie je vais étudier les empreintes OH des fragments de tétrasaccharides 

chondroïtine sulfate et dermatane sulfate et évaluer s’ils ont des signatures intéressantes.  

Pour commencer j’ai réalisé leur spectre MS en mode négatif et j’ai obtenu le résultat de la 

Figure 22. Nous pouvons remarquer que les deux molécules présentent la même signature MS. 

On remarque également que les spectres CS (Figure 22.a) et DS( Figure 22.b) présentent 

plusieurs états de charge. Le pic à m/z 305 correspond au tétrasaccharide triplement déprotoné, 

celui à m/z 458 correspond au tétrasaccharide doublement déprotoné et enfin celui à m/z 917 

correspond au tétrasaccharide déprotoné. 

 

 

Figure 22: Spectres MS des fragments de tétrasaccharides chondroïtine sulfate (a) et dermatane sulfate (b) réalisés en mode 
négatif. 
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Les informations provenant de la détermination de la masse ne permettent pas de bien 

comprendre les caractéristiques structurelles des isomères présents dans les GAGs, à savoir les 

épimères de l'acide hexuronique et la position des groupes sulfate. L’analyse MS en tandem 

(MS / MS) fournit toutefois des informations supplémentaires sous la forme de spectres MS de 

fragments résultant de la dissociation induite par collision (CID), qui peuvent être utilisés en 

association avec une bibliothèque de données MS/MS de référence pour l’identification de la 

structure. 

J’ai donc réalisé les spectres MS/MS ainsi que les spectres MS-IR des tétrasaccharides CS et 

DS. J’ai obtenu les spectres de la Figure 23. Les spectres de fragmentation MS/MS ont été réalisé 

en mode négatif et on a considéré l’ion précurseur triplement déprotoné (m/z 305). Les 

différents fragments majoritaires produits sont décrits dans le Tableau 3. Nous remarquons que 

les spectres se ressemblent à une différence près, le spectre MS/MS de chondroïtine sulfate 

(Figure 23.a) présente un pic à m/z 414 très intense qui représente un fragment intra cycle avec 

une perte de m/z 88, et sur celui du dermatane sulfate (Figure 23.b) ce pic est très faible. Malgré 

cette différence de signatures sur les spectres MS/MS, l’approche MS/MS présente deux 

principales limitations :  

a) Le nombre réduit de standards de GAGs disponibles pour remplir les bases de données 

MS/MS : Pour les dp2 obtenus par digestion enzymatique la communauté dispose 

maintenant de l’essentiel des standards et de bases de données MS/MS. C’est la raison 

pour laquelle je ne me suis pas intéressée aux signatures IR de dp2. Mais quand on 

considère de plus longue chaîne dpn (avec n>2), peu de références sont disponibles. 

b) La reproductibilité des données MS/MS, dépend des instruments et des conditions 

expérimentales [3–5]. Il est donc difficile de se fier aux rapports d’intensité des pics de 

fragments. 
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Maintenant considérons les spectres MS-IR réalisés sur l’ion précurseur triplement déprotoné 

(m/z 305) (Figure 23.c et Figure 23.d) nous pouvons remarquer en Figure 23.c que le spectre MS-

IR du CS-dp4 a une large bande centrée autour de 3300 cm-1, ce qui correspond à un ensemble 

de modes d'étirement OH et NH, et dans la région des CH nous avons deux maxima à 2900 et 

2930 cm-1. Tout comme le spectre IRMPD du tétrasaccharide de chondroïtine sulfate, le spectre 

IRMPD du dermatane sulfate (Figure 23.d) présente une vaste région d'activité vibratoire dans 

la gamme de 3200 à 3500 cm-1, ce qui correspond à un ensemble de modes d'étirement OH et 

NH. Nous avons également dans la région CH une bande à 2843 cm-1 et un doublet avec un 

maximum à 2887 cm-1 et un autre à 2944 cm-1. 

 

Tableau 3: Les fragments majoritaires produits par l'ion parent triplement déprotoné (m/z 305) des tétrasaccharides CS et 
DS.  

 

Fragments Séquence 

2372- ∆UA – GalNAcS – UA – GalNAcS  

282- GalNAcS-H2O 

300- GalNAcS 

3792- ∆UA – GalNAcS – UA – GalNAcS  

4002- C2H2OH-GalNAcS – UA – GalNAcS  

(fragment intra cycle) 

4142- Fragment intra cycle avec une perte de 88 

440- ∆UA – GalNAcS-H2O  

458- (-18)-UA – GalNAcS  

476- UA – GalNAcS  
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Figure 23: Spectres  MS/MS et MS-IR  des fragments de tétrasaccharides CS et DS réalisés sur l’ion m/z 305 en mode négatif . 
Spectre MS/MS du fragment CS-dp4 (a) et spectre MS/MS du fragment DS-dp4 (b). Spectres MS-IR du fragment CS-dp4 (c) et 

spectre MS-IR du fragment DS-dp4 (d) 
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 Discussion  

Les deux tétrasaccharides présentent des empreintes OH différentes. La méthode MS/IR a 

amené des informations supplémentaires par rapport à l’analyse MS/MS pour distinguer ces 

dp4. Cependant, elle ne révèle pas la séquence de la molécule et nécessite donc des standards. 

Elle s’avère donc être très intéressante mais probablement peu applicable pour des chaînes plus 

longues. Il faudrait, de même que la MS/MS, des standards de références purs de même m/z 

qui permettront d’identifier la molécule.  

Une question importante qui pourrait être intéressante à se poser, étant donné que ces spectres 

présentent des signatures différentes, ne pourraient-ils pas servir de références pour identifier 

des tétrasaccharides inconnus de même masse sur charge ? 

Les spectres MS-IR des précurseurs ne nous donnent pas suffisamment d’informations pour les 

interpréter. Pour y arriver il faut la séquence de chaque monosaccharide constituant la molécule. 

Dans la partie suivante je vais m’intéresser au détail de la séquence des tétrasaccharides CS et 

DS. 
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IV- Séquençage de disaccharides et de tétrasaccharides de GAGs 

 Rappelons le principe du séquençage MSn-IR (avec n≥1). 

a) Faire de la MSn afin d’isoler le monosaccharide d’intérêt, dans notre cas ici l’acide 

hexuronique ou l’un des 2 GalNAc sulfatés) 

b) Une fois le monosaccharide d’intérêt isolé, effectuer la mesure IR de l’ion fragment 

monosaccharide. 

c) Puis faire une comparaison avec les spectres IR de références de monosaccharides 

standards purs. 

J’ai rappelé dans l’introduction que la méthode MSn-IR était validée sur d’autres classes de 

carbohydrates pour l’analyse de la composition en monosaccharides. Maintenant, je vais 

vérifier sa validité pour les GAGs. 

 Choix des références : elles doivent correspondre aux fragments attendus en MSn. 

- Monosaccharides de type acide hexuronique : GlcA et IdoA (Les signatures des 

références ont été présentées au chapitre 2.I) 

- Monosaccharides de type N-acétyl hexosamine sulfaté : GalNAc4S et GalNAc6S 

(Les signatures des références ont été présentées au chapitre 2.I) 

Comme le montre la Figure 24, deux types de fragmentation pour les GalNAcS sont observés : 

le fragment GalNAcS réducteur [Y1] qui correspond au monosaccharide intact et le fragment 

GalNAcS non réducteur [Y3B2] qui correspond au monosaccharide déshydraté.  
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Figure 24: Tétrasaccharides de dermatane sulfate et chondroïtine sulfate avec les différents fragments les plus abondants 
(particulièrement en CID)[6]. 

 

Donc afin de compléter ma base de données de références standards, il va me falloir une paire 

de références supplémentaires : GalNAc4S-18 et GalNAc6S-18. 

Je les ai obtenus à partir des standards purs de GalNAcS en MS/MS-IR (par le protocole décrit 

au chapitre I). La Figure 25 nous présente les spectres IRMPD du GalNAc4S-H2O et du 

GalNAc6S-H2O en mode négatif. Nous avons en Figure 25.a, le spectre IRMPD en mode négatif 

du fragment GalNAc4S déshydraté (m/z 282) il présente dans la région des CH deux bandes 

dont une intense à 2950 cm-1 et dans la région des NH et OH liés, il présente une large bande 

comprise entre 3050 cm-1 et 3500 cm-1 avec un sommet à 3385 cm-1 et une bande minoritaire à 

3574 cm-1. En Figure 25.b, nous avons le spectre IRMPD en mode négatif du fragment 

GalNAc6S déshydraté (m/z 282), il présente deux bandes bien résolues, une à 2885 cm-1, et 

l’autre à 2942 cm-1 dans la région des CH et une large bande entre 3100 et 3450 cm-1 centrée à 

3300 cm-1 dans la région des NH et OH liés. 
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Figure 25: Spectres MS-IR des monosaccharides standards déshydratés réalisés sur l’ion m/z 282 en mode négatif. Spectre 
MS-IR du GalNAc4S-H2O (a.) et spectre MS-IR du  GalNAc6S-H2O(b.)[1] 

  

IV-A- Séquençage du fragment CS-dp4 

 Détermination de la nature de l’acide hexuronique présent dans le tétrasaccharide 

de chondroïtine sulfate 

Pour les chondroïtines sulfates la nature de l’acide hexuronique est connue : il s’agit du GlcA. 

Le CS-dp4 est donc un bon modèle pour valider notre méthode pour l’analyse des acides 

hexuroniques dans les fragments de GAGs. 
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Pour pouvoir isoler le fragment acide hexuronique du tétrasaccharide de chondroïtine sulfate 

(∆UA-GalNAcS-GlcA-GalNAcS), j’ai procédé comme suit (Figure 26) :  

- Fragmentation de l’ion parent triplement déprotoné (m/z 305) Figure 26.a) 

- Isolation du pic à m/z 237 deux fois chargé, il correspond au disaccharide dans lequel se trouve 

le fragment acide hexuronique. Ensuite on le fragmente afin d’obtenir le fragment acide 

hexuronique (Figure 26.b) 

- Et pour finir j’ai isolé le pic à m/z 193 qui correspond au fragment acide hexuronique, afin de 

réaliser son spectre IRMPD.  

Le Tableau 4 résume les fragments d’intérêts qui sont nécessaires à la caractérisation du 

fragment de l’acide hexuronique présent dans le tétrasaccharide de chondroïtine sulfate. 

Tableau 4: Récapitulatif des fragments d'intérêts nécessaires à la caractérisation de l’acide hexuronique 

Etape de fragmentation 

MS 

m/z Charge Séquence 

MS² 305 3- ∆UA-GalNAcS-GlcA-GalNAcS 

MS3 237 2- GalNAcS-GlcA 

Isolation de l’ion d’intérêt 193 1- GlcA 

 

Une fois le fragment acide hexuronique isolé dans le piège, j’ai réalisé son spectre IRMPD en 

phase gazeuse et j’ai obtenu le spectre de la Figure 26.c. Nous pouvons remarquer que le spectre 

de l’ion fragment acide hexuronique présente une bande étroite dans la région des CH à 2880 

cm-1 et une large bande non résolue dans la région des OH liés entre 3150 à 3550 cm-1. En 

comparant le spectre de l’ion fragment avec les spectres des références standards, en 

l’occurrence le GlcA et l’IdoA (Figure 26.d et Figure 26.e), nous pouvons constater que le spectre 

de l’ion fragment a le même profil que le spectre de la référence GlcA. Si nous comparons le 
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spectre de l’ion fragment avec le spectre de la référence IdoA, nous pouvons voir que dans la 

région des OH, le spectre IdoA présente une bande fine bien définie à 3600 cm-1, ce que nous 

ne retrouvons pas sur le spectre de l’ion fragment acide hexuronique. Autre remarque, le spectre 

de l’IdoA présente une bande CH intense au-dessus de 2900 cm-1, tandis que le spectre du GlcA 

présente une bande CH en dessous de 2900 cm-1. Je peux donc valider que le fragment 

monosaccharide d’acide hexuronique est un GlcA, ce qui est attendu pour CS. 
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Figure 26: Séquence MSn réalisée sur l’ion parent triplement déprotoné (m/z 305) du fragment de GAGs CS-dp4 afin d'isoler 
l'ion fragment acide hexuronique (m/z 193). Spectre MS/MS de l’ion parent triplement déprotoné (a.); spectre MS3 de l’ion 
doublement protoné m/z 237.7 qui représente le fragment disaccharidique qui contient le fragment d’intérêt (b.) et spectre 

MS-IR de l'ion fragment acide hexuronique (c.) comparé aux spectres standards GlcA (d.) et IdoA (e.) Nomenclature des 
symboles de monosaccharides[7] 
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 Discussion 

Comme attendu, l’ion fragment d’acide hexuronique présent dans les chondroïtines sulfates est 

bien du GlcA. Notre méthode est donc validée pour les acides hexuroniques. Ce résultat est très 

intéressant, car à l’heure actuelle les approches MS donnent de bons résultats pour l’analyse du 

motif sulfate mais très peu de résultats sont connus pour l’analyse des acides hexuroniques [8–

11]. La caractérisation de l’acide hexuronique reste donc un défi. 

 

 Validation de notre méthode pour l’identification des groupements sulfate dans les 

GAGs 

Maintenant qu’on a identifié la nature de l’acide hexuronique présent dans le chondroïtine 

sulfate, on va s’intéresser à l’identification du groupement sulfate. Rappelons que le 

chondroïtine sulfate peut-être sulfaté en 4 ou en 6. Pour un tétrasaccharide il existe 

théoriquement quatre possibilités de sulfatation pour les deux GalNAc de la molécule, soit 

4S4S, 4S6S, 6S4S et 6S6S. Notre échantillon de CS-dp4 n’est donc pas un bon modèle pour 

valider notre méthode.  

Pour valider notre méthode pour l’identification du groupement sulfate, on va la tester dans un 

premier temps sur des disaccharides standards purs de chondroïtine (CSA et CSC) dont les 

structures sont parfaitement connues. Le chondroïtine sulfate A (CSA) a un groupement sulfate 

en position 4, tandis que le chondroïtine sulfate C (CSC) a un groupement sulfate en position 6 

(voir Tableau 1). 

J’ai commencé par étudier le disaccharide standard CSA et j’ai obtenu les résultats de la Figure 

27. En Figure 27.a nous avons le spectre MS/MS du disaccharide. L’ion parent est observé à m/z 

458 et nous avons un pic intense à m/z 300 qui correspond au fragment GalNAcS. J’ai ensuite 

réalisé le spectre MS-IR de l’ion fragment d’intérêt GalNAcS et j’ai obtenu le spectre de la 
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Figure 27.b. Il présente dans la région des CH trois bandes fines bien définies à 2847, 2897 et 

2950 cm-1. Dans la région des NH et OH liés nous avons une bande intense bien définie centrée 

à 3406 cm-1. J’ai ensuite comparé ce spectre avec les spectres standards GalNAc4S et 

GalNAc6S (Figure 27.c et Figure 27.d), nous pouvons constater que le spectre de l’ion fragment 

correspond parfaitement au profil du spectre GalNAc4S standard. 
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Figure 27: Spectre MS/MS réalisé sur l’ion m/z 458 du disaccharide de chondroïtine A (CSA) en mode négatif  (a) et spectre 
MS-IR du fragment GalNAcS m/z 300 (b)[1] comparé avec les spectres standards GalNAc4S (c) et GalNAc6S (d). 
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J’ai ensuite réalisé le spectre MS/MS et MS-IR du disaccharide de chondroïtine sulfate CSC et 

j’ai obtenu les résultats de la Figure 28. 

Nous avons en Figure 28.a le spectre MS/MS du disaccharide standard. L’ion parent est observé 

à m/z 458 et il présente deux ions fragments d’intérêt à m/z 282 et m/z 300. À remarquer que 

l’ion à m/z 300 est très faible. Il coïncide avec le fragment principal du précurseur CSA. Nous 

pourrions nous interroger sur l'origine de ce fragment : une fragmentation mineure du CSC, ou 

une contamination de l'échantillon de CSC par une petite quantité de CSA ?  

Note : Les expériences réalisées sur les échantillons d’un premier fournisseur ont révélé une 

contamination de 40% du CSA dans le standard de CSC. Nous avons donc changé de 

fournisseur mais la question de la contamination restait légitime. 

J’ai commencé par réaliser le spectre MS-IR de l’ion fragment m/z 282 qui correspond au 

GalNAcS déshydraté et j’ai obtenu le spectre de la Figure 28.b. Il présente dans la région des 

CH deux bandes minoritaires à 2887 et 2935 cm-1 et dans la région des NH et OH liés il présente 

une bande intense centrée à 3295 cm-1. Je l’ai ensuite comparé avec les spectres MS-IR des 

standards déshydratés (Figure 28.c et Figure 28.d) et nous constatons comme attendu qu’il a le 

même profil que le spectre standard GalNAc6S déshydraté. 

Ensuite, j’ai réalisé le spectre MS-IR de l’ion fragment minoritaire m/z 300 qui correspond au 

GalNAcS et j’ai obtenu le spectre de la Figure 28.e. Il présente dans la région des CH deux 

bandes minoritaires centrées à 2901 et 2937 cm-1. Dans la région des NH et OH liés, nous avons 

une bande large et mal définie qui à son sommet à 3350 cm-1. Par comparaison avec les spectres 

des standards GalNAc4S et GalNAc6S (Figure 28.f et Figure 28.g) nous pouvons constater 

malgré la faible intensité de l’ion fragment, que son spectre MS-IR a le même profil que le 

spectre du GalNAc6S. L’ambiguïté sur la contamination de l’échantillon par du CSA est levée, 

car le disaccharide de chondroïtine sulfate CSC contient uniquement du GalNAc6S.  
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Figure 28: Spectre MS/MS réalisé sur l’ion m/z 458 du disaccharide de chondroïtine C (CSC) en mode négatif (a). Spectre MS-
IR du fragment GalNAcS déshydraté m/z 282 (b)[1] comparé avec les spectres des standards GalNAc4S déshydraté (c) et 

GalNAc6S déshydraté (d). Spectre MS-IR du fragment GalNAcS m/z 300 (e) comparé avec les spectres des standards 
GalNAc4S (f) et GalNAc6S (g) 
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 Conclusion 

J’ai validé notre méthode pour l’identification de la position des groupements sulfate grâce aux 

disaccharides standards de chondroïtine sulfate (CSA et CSC). J’ai obtenu les résultats qui 

étaient attendus, cela me permet de conclure que notre méthode est pertinente pour l’élucidation 

de la position des groupements sulfate dans les GAGs. 

 

  Analyse des motifs de sulfate présents dans le tétrasaccharide de chondroïtine 

sulfate 

Maintenant que la méthode a été validé pour l’identification des groupements sulfate 

présents dans les GAGs, je vais l’appliquer pour identifier les groupements sulfate présents 

dans le tétrasaccharide de chondroïtine sulfate.  

Reprenons la Figure 23, nous avons remarqué que le spectre MS/MS du tétrasaccharide de 

chondroïtine sulfate présente les deux pics d’intérêts m/z 282 et m/z 300 d’intensités 

sensiblement égales. Tandis que sur les spectres MS/MS des disaccharides (Figure 27.a et 

Figure 28.a) ils sont différents. Pour le disaccharide CSA qui est 4-O-sulfaté le pic à m/z 300 

est très majoritaire et pour le disaccharide CSC qui est 6-O-sulfaté le pic à m/z 282 est très 

majoritaire. Doit-on penser que dans le tétrasaccharide de chondroïtine sulfate les deux 

formes 4-O et 6-O sulfatés soient présentes ? Le séquençage va permettre de répondre à 

cette question.  

Maintenant appliquons notre méthode MS-IR pour identifier la position du groupement 

sulfate sur le GalNAcS en position réductrice du tétrasaccharide de chondroïtine sulfate 

(∆UA-GalNAcS-GlcA-GalNAcS). 
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Afin d’identifier la position du groupement sulfate sur le GalNAcS en position réductrice 

du tétrasaccharide de chondroïtine sulfate, j’ai fragmenté l’ion parent triplement déprotoné 

(Figure 29.a) et j’ai isolé l’ion fragment à m/z 300 qui correspond au GalNAcS. 

Le Tableau 5 résume les fragments d’intérêts qui sont nécessaires à la caractérisation du 

fragment de l’acide hexuronique présent dans le tétrasaccharide de chondroïtine sulfate 

Tableau 5: Récapitulatif des fragments d'intérêts nécessaires à la caractérisation du GalNAcS en position réductrice 

Etape de fragmentation MS m/z Charge Séquence 

MS² 305 3- ∆UA-GalNAcS-GlcA-GalNAcS 

Isolation de l’ion d’intérêt 300 1- GalNAcS 

 

 Ensuite j’ai réalisé son spectre MS-IR et j’ai obtenu le spectre de la Figure 29.b. Il présente 

dans la région des CH deux bandes minoritaires, partiellement résolues à 2905 cm-1 et 2942 

cm-1, une large région active de 3200 à 3550 cm-1 avec deux bandes partiellement résolues 

à 3350 et 3413 cm-1. Je l’ai ensuite comparé avec les spectres de références standards 

GalNAc4S et GalNAc6S (Figure 29.c et Figure 29.d) et nous pouvons constater que le spectre 

de l’ion fragment a un profil similaire à celui de la référence GalNAc6S. En particulier la 

large bande principale correspond bien à la référence GalNAc6S. 
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Figure 29: Séquence MS/MS réalisée sur l’ion parent triplement déprotoné (m/z 305) du fragment de GAGs CS-dp4 afin 
d'isoler l'ion fragment GalNAcS (m/z 300) en position réductrice (a.) ; spectre MS-IR de l'ion fragment GalNAcS en position 

réductrice (b.) comparé aux spectres des standards GalNAc4S (c.) et GalNAc6S (d.)  
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Je vais maintenant m’intéresser au GalNAc sulfaté non réducteur (∆UA-GalNAcS-GlcA-

GalNAcS). Afin d’isoler l’ion fragment d’intérêt (ici m/z 282), j’ai fait de la MS3 sur l’ion 

précurseur triplement déprotoné m/z 305 (Figure 30.a et Figure 30.b).  

Le Tableau 6 résume les fragments d’intérêts qui sont nécessaires à la caractérisation du GalNAc 

sulfaté non réducteur présent dans le tétrasaccharide de chondroïtine sulfate. 

Tableau 6: Récapitulatif des fragments d'intérêts pour la caractérisation du GalNAcS en positon non réductrice 

Etape de fragmentation MS m/z Charge Séquence 

MS² 305 3- ∆UA-GalNAcS-GlcA-GalNAcS 

MS3 440 1- ∆UA-GalNAcS 

Isolation de l’ion d’intérêt 282 1- GalNAcS-H2O 

 

Une fois l’ion fragment d’intérêt isolé, j’ai réalisé son spectre MS-IR (Figure 30.c). Le 

spectre IR est très bruité car l’intensité du fragment d’intérêt est très faible. Cependant, je 

constate dans la région des CH deux bandes minoritaires à 2889 et 2936 cm-1 et dans la 

gamme des NH et OH liés nous avons une bande large et centrée à 3300 cm-1. Nous 

remarquons également quelques points dans la gamme des OH libres, mais vu le très faible 

signal/bruit du spectre je ne peux pas dire s’il s’agit de bande. Je l’ai ensuite comparé avec 

les spectres des standards (Figure 30.d et Figure 30.e), nous pouvons constater que la bande 

large de la région des NH et OH liés a le même maximum que le spectre du standard 

GalNAc6S déshydraté.  

Je peux donc conclure que le GalNAcS non réducteur du tétrasaccharide de chondroïtine 

sulfate correspond au GalNAc6S déshydraté. 
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Figure 30: Spectre MS² réalisé sur l’ion parent triplement déprotoné (m/z 305) du fragment de GAGs CS-dp4 (a) ; spectre MS3 
réalisé sur  l'ion fragment disaccharidique(m/z 440) (b.)afin de récupérer le fragment d’intérêt GalNAcS déshydraté (m/z 

282) en position non réductrice. Spectre MS-IR de l'ion fragment GalNAcS déshydraté en position non réductrice (c.) comparé 
aux spectres des standards GalNAc4S déshydraté (d.) et GalNAc6S déshydraté (e.) 
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Conclusion  

Avec la méthode MSn-IR, j’ai pu déterminer la nature de l’acide hexuronique, mais en ce qui 

concerne la nature du GalNAcS je ne peux pas conclure, car des travaux en cours sur la même 

molécule et avec une autre méthode a montré que le CS-dp4 contenait un mélange de 4S et de 

6S. Afin de pouvoir conclure il faudrait essayer d’étudier la molécule sur ces autres états de 

charge. D’autre en plus quand on regarde le spectre de fragmentation de l’ion parent triplement 

déprotoné Figure 30.a on voit bien deux pics qui correspondent au GalNAcS. J’ai étudié le pic à 

m/z 300 et j’ai obtenu un GalNAc6S, une analyse de l’ion à m/z 282 serait donc intéressant afin 

de vérifier si avec notre méthode on obtient les mêmes résultats qu’avec la RMN. 

IV-B- Séquençage du fragment DS-dp4 

 Analyse des motifs de sulfate présents dans le tétrasaccharide de dermatane sulfate 

Je vais maintenant analyser le motif de sulfate présent dans le tétrasaccharide de dermatane 

sulfate. 

Commençons par regarder les résultats que j’ai obtenu pour le GalNAc sulfaté en position 

réductrice (∆UA-GalNAcS-UA-GalNAcS). J’ai fragmenté l’ion précurseur triplement 

déprotoné (m/z 305) Figure 31.a) par CID, ensuite j’ai isolé l’ion fragment m/z 300 qui 

correspond au GalNAcS réducteur, afin de réaliser son spectre IRMPD en phase gazeuse.  

Le Tableau 7 résume les fragments d’intérêts qui sont nécessaires à la caractérisation du GalNAc 

sulfaté non réducteur présent dans le tétrasaccharide de dermatane sulfate. 
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Tableau 7: Récapitulatif des fragments d'intérêts pour la caractérisation du GalNAcS en positon réductrice 

Etape de fragmentation 

MS 

m/z Charge Séquence 

MS² 305 3- ∆UA-GalNAcS-UA-GalNAcS 

Isolation de l’ion d’intérêt 300 1- GalNAcS 

 

Une fois isolé j’ai réalisé son spectre MS-IR et j’ai obtenu le spectre de la Figure 31.b. Quoique 

très faible, on peut remarquer dans la région des CH le profil de trois bandes minoritaires à 

2850, 2898 et 2954 cm-1. Et dans la région des NH et OH liés nous avons une bande bien résolue 

centrée vers les 3410 cm-1. J’ai ensuite comparé le spectre de l’ion fragment m/z 300 avec les 

spectres des standards GalNAc4S et GalNAc6S afin de pourvoir l’identifier (Figure 31.c et Figure 

31.d). Nous pouvons constater que le spectre du fragment a le même profil que le spectre du 

GalNAc4S. 

Le GalNAc sulfaté en position réductrice du tétrasaccharide de dermatane sulfate est donc du 

GalNAc4S. 
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Figure 31: Séquence MS/MS réalisée sur l’ion parent triplement déprotoné (m/z 305) du fragment de GAGs DS-dp4 afin 
d'isoler l'ion fragment GalNAcS (m/z 300) en position réductrice (a.) ; spectre MS-IR de l'ion fragment GalNAcS en position 

réductrice (b.) comparé aux spectres de références standards GalNAc4S (c.) et GalNAc6S (d.) 
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Maintenant regardons le GalNAc sulfaté en position non réductrice (∆UA-GalNAcS-UA-

GalNAcS). Afin d’isoler l’ion fragment d’intérêt (ici m/z 282), j’ai commencé par faire de la 

MS² sur  l’ion parent doublement déprotoné (m/z 458) reporté sur la Figure 32.a, ensuite j’ai 

fragmenté le trisaccharide (m/z 616) et son spectre est représenté sur la Figure 32.b. Cela m’a 

permis d’obtenir le fragment du disaccharide (m/z 458) qui lui contient le fragment d’intérêt 

(m/z 282). J’ai donc fragmenté le disaccharide afin d’isoler l’ion d’intérêt (Figure 32.c).  

Le Tableau 8 résume les fragments d’intérêts qui sont nécessaires à la caractérisation du GalNAc 

sulfaté non réducteur présent dans le tétrasaccharide de dermatane sulfate. 

Tableau 8: Récapitulatif des fragments d'intérêts nécessaires à la caractérisation du GalNAc sulfaté non réducteur 

Etape de fragmentation MS m/z Charge Séquence 

MS² 458 2- ∆UA-GalNAcS-UA-GalNAcS 

MS3 616 1- ∆UA-GalNAcS-UA 

MS4 458 1- ∆UA- GalNAcS 

Isolation de l’ion d’intérêt 282 1- GalNAcS 

 

Une fois le fragment d’intérêt obtenu, je l’ai isolé afin d’effectuer son spectre MS-IR, j’ai 

obtenu le spectre de la Figure 32.d. Nous constatons que nous avons un spectre assez bruité avec 

une forte activité dans la région des NH et OH liés. Dans cette gamme nous avons une bande 

large centrée à 3385 cm-1. Maintenant en comparant ce spectre avec les spectres des standards 

GalNAc4S et GalNAc6S déshydratés (Figure 32.e et Figure 32.f). Nous pouvons constater que le 

spectre de l’ion fragment m/z 282 a un profil similaire au spectre du GalNAc4S déshydraté. 

Avec un maximum à 3385 cm-1 dans la gamme des NH et OH liés qui est le même que le 

GalNAc4S déshydraté. 
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Figure 32: Spectre MS² réalisé sur l’ion parent doublement déprotoné (m/z 458) du fragment de GAGs DS-dp4 (a) ; spectre 
MS3 réalisé sur  l'ion fragment trisaccharidique (m/z 616) (b.), spectre MS4  réalisé sur  l'ion fragment disaccharidique (m/z 

458) afin de récupérer le fragment d’intérêt GalNAcS déshydraté (m/z 282) en position non réductrice (c.). Spectre MS-IR de 
l'ion fragment GalNAcS déshydraté en position non réductrice (d.) comparé aux spectres des standards GalNAc4S déshydraté 

(e.) et GalNAc6S déshydraté (f.) 
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 Conclusion 

Le motif de sulfatation contenu dans le tétrasaccharide de dermatane sulfate est donc vérifié : 

il est 4-O-sulfaté sur les deux résidus GalNAc. 

 

 Détermination de la nature de l’acide hexuronique présent dans le tétrasaccharide 

de dermatane sulfate 

Nous savons que le dermatane sulfate peut contenir de l’acide iduronique ainsi que de l’acide 

glucuronique. Afin de déterminer la nature de l’acide hexuronique présent dans le 

tétrasaccharide de dermatane sulfate ∆UA-GalNAcS-UA-GalNAcS, j’ai fragmenté l’ion 

précurseur triplement déprotoné (m/z 305) dont le spectre est représenté sur la Figure 33.a, 

ensuite est fragmenté l’ion m/z 237, il est alors possible d’isoler l’ion fragment de l’acide 

hexuronique m/z 193 (Figure 33.b). 

Le Tableau 9 résume les fragments d’intérêts qui sont nécessaires à la caractérisation du GalNAc 

sulfaté non réducteur présent dans le tétrasaccharide de dermatane sulfate. 

Tableau 9: Récapitulatif des fragments d'intérêts nécessaires à la caractérisation du fragment acide hexuronique 

Etape de fragmentation 

MS 

m/z Charge Séquence 

MS² 305 3- ∆UA-GalNAcS-UA-GalNAcS 

MS3 237 2- GalNAcS-UA 

Isolation de l’ion d’intérêt 193 1- UA 

 

Une fois l’ion fragment d’intérêt isolé, j’ai réalisé son spectre MS-IR (Figure 33.c). Nous 

pouvons voir que dans la région des CH, il y a des activités entre 2750 et 2975 cm-1. Nous avons 
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une bande minoritaire à 2825 cm-1 et un doublet entre 2850 et 2975 cm-1. Dans la région des 

OH liés, nous avons une bande large non résolue entre 3050 et 3550 cm-1 et dans la gamme des 

OH libres nous avons une bande de faible intensité à 3580 cm-1. Je l’ai ensuite comparé avec 

les deux spectres de références standards GlcA et IdoA (Figure 33.d et Figure 33.e), nous pouvons 

voir que le spectre de l’ion fragment a des similitudes avec le spectre de l’IdoA dans la gamme 

des CH et dans la gamme des OH libres (bande à 3580 cm-1). Par contre dans la gamme des OH 

liés entre 3100 et 3300 cm-1 le maximum d’absorption coïncide avec le spectre du GlcA. Nous 

pouvons conclure que dans l’échantillon du tétrasaccharide de dermatane sulfate il y a un 

mélange d’acide iduronique et d’acide glucuronique.  
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Figure 33: Séquence MSn réalisée sur l’ion parent triplement déprotoné du fragment de GAGs DS-dp4 afin d'isoler l'ion 
fragment acide hexuronique (m/z 193). Spectre MS/MS de l’ion parent triplement déprotoné (a.); spectre MS3 de l’ion 

doublement protoné m/z 237.7 qui représente le fragment disaccharidique qui contient le fragment d’intérêt (b.) et spectre 
MS-IR de l'ion fragment acide hexuronique (c.) comparé aux spectres des standards GlcA (d.) et IdoA (e.)  



108 
 

 Conclusion 

Après séquençage du tétrasaccharide de dermatane sulfate avec notre méthode d’analyse MS-

IR, je peux donc conclure que l’échantillon est constitué d’un mélange d’acide hexuronique et 

des résidus de GalNAc 4-O-sulfaté. La séquence de notre tétrasaccharide de dermatane sulfate 

est donc ∆UA-GalNAc4S-IdoA/GlcA-GalNAc4S. 

La présence de mélange d’acide glucuronique et d’acide iduronique dans le tétrasaccharide de 

dermatane sulfate constitue un résultat intéressant pour le domaine, car en MS/MS il existe très 

peu de résultat prometteur pour l’analyse de l’acide hexuronique dans les GAGs, toutefois, il 

reste un inconnu : le ratio du GlcA et d’IdoA. Il serait donc intéressant de développer une 

méthode basée sur la MS-IR qui permettrait de déterminer le pourcentage de chaque acide 

hexuronique. 
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Conclusion  

Dans ce chapitre j’ai démontré la pertinence de la méthode MS-IR développée dans l’équipe 

pour l’analyse de fragments de GAGs. J’ai également démontré la pertinence du séquençage 

pour l'élucidation de profils de sulfate et la nature de l’acide hexuronique dans les 

oligosaccharides de glycosaminoglycanes. 

Les deux tétrasaccharides analysés ont présenté des spectres MS et MS/MS avec de fortes 

similitudes, mais leurs spectres MS-IR sont bien différents. La signature MS-IR permet d’avoir 

en plus de l’empreinte de fragmentation, une empreinte OH sur les tétrasaccharides de GAGs.  

Un autre point important de ce travail est l'approche de séquençage MSn-IR qui améliore 

considérablement la résolution structurelle par rapport à la simple analyse spectroscopique de 

l'ion précurseur. Cette approche nous a permis : 

a) De réduire le nombre de standards. Contrairement à l’analyse MS qui nécessite une 

large librairie de références pour l’analyse des GAGs, l’analyse MSn-IR a uniquement 

besoin d’un ensemble réduit de références de monosaccharides pertinente. Dans notre 

cas : IdoA, GlcA, GalNAc4S, GalNAc6S et les fragments déshydratés GalNAc4S et 

GalNAc6S. Les références des oligosaccharides ne sont pas nécessaires. 

b) L’élucidation des différents monosaccharides présents dans les oligosaccharides 

analysés et les monosaccharides qui présentent le cas échéant un mélange à deux 

composants.  

La méthode de séquençage que j’ai utilisée durant ma thèse m’a permis de conclure que le 

dermatane sulfate contient un mélange d’acide glucuronique et d’acide iduronique, mais les 

ratios de ces différents éléments ne sont pas connus. Il serait intéressant en perspectives à ce 

travail d’élaborer une méthode permettant de déterminer le ratio du GlcA et d’IdoA qui 

constituent le mélange.  
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Dans le chapitre suivant, je propose une première tentative d’analyse de ratio d’isomères. La 

méthode a été testée sur un autre type de molécule, l’amidon, qui peut présenter des 

modifications rares du glucose phosphaté en position 3 ou en position 6. Ici il ne sera pas 

question de groupement carboxylique mais de groupement phosphate (Glc3P et Glc6P). Cette 

méthode permettra par la suite de déterminer le ratio de GlcA et d’IdoA dans le dermatane 

sulfate, ou encore le ratio du taux de sulfate dans le chondroïtine sulfate et le dermatane sulfate 

s’il y a lieu. 
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Chapitre 3 : Elaboration d’une méthode de dosage pour les 

carbohydrates 

 

Les résultats obtenus dans ce chapitre font l’objet d’un article en 

cours de soumission. Dans ce chapitre je présenterai les premiers 

résultats que j’ai obtenu sur un résidu de glucose phosphaté après 

hydrolyse complète de l’amidon. 

Je présenterai également des résultats obtenus sur des mélanges 

que j’ai préparés avec les standards Glc3P et Glc6P afin de 

pouvoir par la suite déterminer le taux de Glc3P et Glc6P contenu 

dans le résidu de glucose phosphaté de l’amidon. 
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Introduction 

Dans le chapitre précédent nous avons remarqué que dans le cas de mélanges de deux isomères 

ou plus l’identification de la molécule est difficile, il est alors intéressant de déterminer la 

proportion des isomères présents dans le mélange. Pour essayer de lever ce problème, je vais 

m’intéresser dans ce chapitre  à la molécule d’amidon qui est un polymère de glucose qui peut 

contenir les modifications rares suivantes : glucose 3 phosphate (Glc3P) et/ou glucose 6 

phosphate (Glc6P)[1–3]. Je souhaite donc utiliser la molécule d’amidon afin de déterminer les 

proportions de Glc3P et de Glc6P probablement présents dans cette molécule. 

L'amidon s'accumule sous forme de granulés semi-cristallins insolubles dans les cellules de 

plantes à la suite de la combinaison de deux polymères, l'amylopectine et l'amylose. Dans les 

deux polymères, les résidus de glucose sont liés ensemble par des liaisons glycosidiques α(1 4) 

et α(1 6) [4]. À ce jour, la seule modification covalente connue de l'amidon dans les plantes est 

la phosphorylation des résidus de glucose [5]. Il est intéressant de noter que la majorité des 

phosphates se trouve dans la partie d’amylopectine[6]. Au niveau des unités de glucose, la 

phosphorylation a lieu en position C6 ou C3 et des traces de d-glucose-2-phosphate (Glc2P) ont 

également été rapportées dans de l'amidon de pomme de terre [7]. La teneur en phosphate dans 

les amidons dépend remarquablement de l'origine botanique. Parmi les amidons les plus 

courants, l’amidon de pomme de terre présente l’un des plus hauts taux de phosphates (jusqu’à 

0,09%), deuxième après l’amidon Shoti (Curcumazedoaria) qui contient 0,18% de 

phosphate[8]. 

Le but de ce chapitre est d’explorer une variante de notre méthode d’analyse pour déterminer 

le pourcentage de chaque élément phosphaté contenu dans le résidu de glucose phosphaté de 

l’amidon hydrolysé. 
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Pour commencer je vais établir, comme pour l’étude des GAGs, ma librairie de références de 

spectres IRMPD en phase gazeuse, soit le Glc3P et le Glc6P. je réaliserai également le spectre 

IRMPD du résidu d’amidon obtenu par hydrolyse complète. 
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I-  Les spectres de références IRMPD en phase gazeuse (Glc3P et Glc6P) 

 

J’ai réalisé les spectres MS/MS et les spectres MS-IR des monosaccharides standards Glc3P et 

Glc6P en mode négatif afin de promouvoir le signal du glucose phosphaté qui va être déprotoné. 

À noter que, comme on peut le voir sur la Figure 34.a et Figure 34.b,  les monosaccharides Glc3P 

et Glc6P sont des isomères qui se différencient par la position du groupement phosphate. J’ai 

obtenu les résultats de la Figure 34 pour les spectres MS/MS et MS-IR. 

 Nous avons en Figure 34.a et Figure 34.b les spectres MS/MS des monosaccharides Glc3P et 

Glc6P respectivement. Nous remarquons que tous les fragments du monosaccharides Glc3P 

sont présents sur le spectre MS/MS du monosaccharide Glc6P. J’ai réalisé leur spectre MS-IR 

et j’ai obtenu en Figure 34.c le spectre MS-IR du monosaccharide standard Glc3P. Il présente 

dans la région des CH cinq bandes minoritaires mal définies à 2725, 2752, 2783, 2792 et 2812 

cm-1 et un triplet de bandes intenses ayant leur sommet à 2874, 2896 et 2914 cm-1. La région 

des OH liés présente une bande large intense entre 3011 et 3424 cm-1 et une bande de plus faible 

intensité entre 3424 et 3523 cm-1. Dans la région des OH libres nous avons 3 bandes fines 

intenses bien définies à 3559, 3572 et 3672 cm-1 et 3 bandes minoritaires à 3608, 3622 et 3633 

cm-1.  

Nous avons en Figure 34.d le spectre MS-IR du monosaccharide standard Glc6P. Contrairement 

au spectre du Glc3P il présente dans la région des CH six bandes minoritaires à 2721, 2743, 

2781, 2783, 2806 et 2854 cm-1 et un doublet de bandes intenses entre 2857 et 2977 cm-1 avec 

leurs sommets respectifs à 2881 et 2931 cm-1. La région des OH liés présente une bande large 

allant de 3025 à 3558 cm-1. Dans la région des OH libres, nous avons deux bandes fines à 3578 

et 3671 cm-1 et deux bandes minoritaires à 3621 et 3632 cm-1. 
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Figure 34: Spectres MS/MS et MS-IR des monosaccharides standards  Glc3P et Glc6P, réalisés en mode négatif sur l’ion m/z 

259. Spectre MS/MS du Glc3P (a), spectre MS/MS du Glc6P (b), spectre MS-IR du Glc3P (c) et spectre MS-IR du Glc6P (d) 
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Discussion 

 

De même que pour les glycosaminoglycanes, on notera que la méthode MS-IR nous permet 

également de distinguer des isomères de monosaccharides contenant un groupement phosphate. 

Les spectres Glc3P et Glc6P présentent des signatures différentes. Les résultats obtenus sur les 

monosaccharides sont différents. Cela nous ouvre des possibilités de perspectives afin de 

déterminer le ratio Glc3P et Glc6P. 
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II- Analyse de l’amidon 

 

II-A L’hydrolyse complète de l’amidon avec de l’acide trifluoroacétique (TFA) 

 

Cette stratégie consiste à dépolymériser l’amidon en monosaccharides de glucose. Pour 

effectuer l’hydrolyse complète de l’amidon avec le TFA, j’ai acheté de l’amidon de pomme de 

terre et du TFA à sigma Aldrich. 

1. Description de la méthode 

Etape 1 : 

Dans un ballon j’ai ajouté : 100 mg de poudre d’amidon, 8,5 ml d’H2O pur et 1,5 ml de TFA. 

Le TFA a une concentration finale de 2 molaires. Je passe le mélange au vortex, je rajoute un 

barreau aimanté au mélange, ensuite je mets cette solution sous agitation à 95°C en gardant un 

conduit circulaire. L’évaporation circule dans une colonne réfrigérante. 

Etape 2 : 

Au bout de 3h j’ai arrêté l’hydrolyse, j’ai rajouté du toluène à la solution et je l’ai passé au bain 

marie afin d’évaporer le liquide. Ce processus a été répété 3 fois en rajoutant 30 ml d’eau pure 

et 10 ml de toluène à chaque évaporation. Au bout de la 3ième fois j’ai rajouté de l’eau pure et 

j’ai prélevé plusieurs aliquots de 20 ml que j’ai mis dans des tubes à essai.  

Etape 3 :  

J’ai ensuite rajouté 20 ml d’eau dans les tubes contenant les aliquots et je les ai passés à l’azote 

liquide, une fois la solution congelée je les ai lyophilisés pendant 48 heures. Après 48h j’ai 

obtenu un résidu visqueux, c’est l’amidon hydrolysé. 
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II-B Analyse MS-IR du résidu de glucose phosphaté 

 

1. Analyse du résidu de glucose phosphaté par spectrométrie de masse 

Une fois l’amidon hydrolysé, j’ai procédé à son analyse par spectrométrie de masse. Mon 

objectif était de pouvoir réaliser le spectre MS-IR du résidu de glucose phosphaté afin de le 

comparer avec les spectres MS-IR des monosaccharides de références Glc3P et Glc6P. 

Pour ce faire, j’ai préparé une solution mère à 5 mM, puis une solution fille à 250 μM. À l’aide 

d’une seringue j’ai injecté la solution fille dans le spectromètre à un débit de 3μl/min. L’analyse 

a été réalisée en mode négatif afin de promouvoir le signal du glucose phosphaté. J’ai obtenu 

le spectre de masse de la Figure 35. Le pic à m/z 179 représente le glucose déprotoné, le pic à 

m/z 259 représente le glucose phosphaté, c’est le pic qui va m’intéresser pour la suite et le pic 

à 359 représente le dimère non covalent du glucose. On constate également des impuretés, ce 

qui est normal vu que l’analyse a été faite sur un échantillon naturel. 

 

 

Figure 35: Spectre MS en mode négatif du résidu d'amidon obtenu après l'hydrolyse complète.  

 

J’ai ensuite réalisé le spectre MS / MS du pic à m / z = 259 du résidu de glucose phosphaté en 

mode négatif (Figure 36.a) et je l’ai comparé aux spectres MS / MS Glc3P (Figure 36.b) et Glc6P 

(Figure 36.c). Tous les fragments des spectres MS / MS Glc3P et Glc6P sont présents sur le 
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spectre MS / MS du résidu de glucose phosphaté. (Figure 36.c). Mais on peut remarquer que les 

spectres MS / MS de Glc6P et du résidu de glucose phosphaté sont identiques. À première vue 

je pourrais penser que le résidu de glucose phosphaté contient que du Glc6P. Mais l’expérience 

que j’ai eue sur les spectres de fragmentation des chondroïtines sulfate dans le chapitre 2 me 

pousse à ne pas tirer de conclusion avant de réaliser le spectre MS-IR. 

 

 

Figure 36: Spectre MS/MS du résidu de glucose phosphaté (m/z 259) en mode négatif (a) comparé avec les spectres MS/MS 

des références Glc3P (b) et Glc6P (c) 
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2. Analyse spectroscopique du résidu de glucose phosphaté 

Maintenant je vais réaliser le spectre MS-IR du résidu de glucose phosphaté issu de l’hydrolyse 

complète de l’amidon. J’ai isolé le pic à m/z = 259, malgré la faible intensité du pic, comme on 

peut le voir sur la Figure 35, j’ai obtenu le spectre MS-IR de la Figure 37. 

Nous observons une forte activité dans la région des CH, nous avons dans cette gamme deux 

petites bandes à 2722 et 2807 cm -1 et un doublet de bande ayant leur sommet à 2883 et 2925 

cm-1. Dans la région OH liée, nous avons une bande large allant de 3020 à 3450 cm-1. Dans la 

région OH libre de 3500 à 3700 cm-1, nous avons trois bandes minoritaires à 3513 cm-1, 3578 

cm-1 et 3669 cm-1. 

 

Figure 37: Spectre MS- IR du pic m/z = 259 qui représente le glucose phosphaté en mode négatif. 

 

3. Comparaison du spectre IRMPD du résidu de glucose phosphaté avec les 

références Glc3P et Glc6P 

Après avoir réalisé le spectre du résidu de glucose phosphaté, je l’ai comparé avec les spectres 

MS-IR des références Glc3P et Glc6P (Figure 38). Nous pouvons voir que le spectre MS-IR du 

résidu de glucose phosphaté (Figure 38.a) a le même profil que le spectre de Glc6P (Figure 38.c). 

Mais dans la région des OH liés, autour de 3200 cm-1, on pourrait penser qu’il existe une 

empreinte digitale de Glc3P( Figure 38.b). 
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Figure 38: Spectre MS-IR du résidu de glucose phosphaté réalisé en mode négatif (a). Comparé avec le spectre MS-IR du 

monosaccharide de référence Glc3P (b), et le spectre MS-IR du monosaccharide Glc6P (c)  
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III- Proposition de protocole d’analyse d’un mélange dans un échantillon. 

 

Afin de résoudre le problème du mélange et essayer d’identifier le résidu de glucose phosphaté, 

je vais essayer de développer une méthode de dosage par IRMPD. 

Le dosage  

Préparation des échantillons pour le dosage 

Cette méthode consiste à déterminer le pourcentage de chaque élément qui constitue le mélange, 

pour ce faire j’ai préparé onze échantillons de mélange modèles Glc6P et Glc3P avec une 

concentration de 5mM chacun. J’ai ensuite analysé ces onze échantillons avec la méthode MS-

IR en mode négatif et j’ai obtenu les spectres de la Figure 39.  
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Figure 39: Spectres MS-IR  des différents mélanges de Glc6P et Glc3Préalisés en mode négatif et comparés avec les spectres 

MS-IR de références Glc3P et Glc6P. 

Spectre MS-IR de la référence Glc3P (a), spectre MS-IR de la référence Glc6P (a.1). 

Spectre MS-IR du mélange 1% de Glc6P et 99% de Glc3P (b), spectre du mélange 99% de Glc6P et 1% de Glc3P (b.1). 

Spectre du mélange 5% de Glc6P et 95% de Glc3P (c), spectre du mélange 95% de Glc6P et 5% de Glc3P (c.1). 

Spectre du mélange 10% de Glc6P et 90% de Glc3P (d), spectre du mélange 90% de Glc6P et 10% de Glc3P (d.1). 

Spectre du mélange 20% de Glc6P et 80% de Glc3P (e), spectre du mélange 80% de Glc6P et 20% de Glc3P (e.1). 

Spectre du mélange 30% de Glc6P et 70% de Glc3P (f), spectre du mélange 70% de Glc6P et 30% de Glc3P (f.1). 

Spectre du mélange 50% de Glc6P et 50% de Glc3P (g) et spectre du résidu de glucose phosphaté (g.1). 
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Discussion 

Les spectres de la colonne de gauche représentent les spectres de mélange avec un taux de 

Glc3P majoritaire. Le résultat attendu pourrait laisser penser que le profil des spectres de 

mélange se ressemblerait beaucoup plus au spectre de Glc3P. Mais nous constatons que dans la 

gamme des CH (2700 cm-1 et 3000 cm-1), le doublet de bandes des mélanges ressemble plus au 

doublet de bande du monosaccharide de Glc6P, par contre dans la région des OH libres le profil 

des spectres de mélanges ressemble bien au Glc3P. 

Maintenant si je considère la colonne de droite où les spectres de mélange présentent un taux 

de Glc6P majoritaire. Nous constatons que tous les spectres ont le même profil que le spectre 

du Glc6P dans la gamme des CH et dans la gamme des OH libres. 

En comparant le spectre du résidu de glucose phosphaté avec tous les spectres de mélange, il 

m’est difficile de l’identifier à un spectre particulier. Mais ce que je peux déjà dire, c’est que le 

spectre du résidu de glucose phosphaté ressemble beaucoup plus au spectre du Glc6P. 

J’ai essayé de déterminer le pourcentage de Glc3P et Glc6P contenu dans nos mélanges à l’aide 

de calculs théoriques. Pour ce faire j’ai appliqué la formule d’écart type, qui permet de calculer 

l’erreur en faisant varier alpha (α) qui représente le pourcentage. J’ai réalisé deux essais, en 

normalisant de deux manières différentes. 

    => fi fréquence de l’expérience (1) 

Avec   Ical(fi) = [α*I3Pexp(fi) + (1-α) I6Pexp(fi)] *λ => λ = 1/f   α= [0-1]  

Le premier essai consistait à normaliser sur la bande la plus intense du spectre, afin de 

déterminer le pourcentage de Glc3P contenu dans les spectres de mélange. J’ai obtenu les scores 

du Tableau 10 colonne A. On peut voir que la méthode n’a pas très bien fonctionnée, on obtient 

des écarts de pourcentage qui sont sur certains spectres incohérents à ce qui était attendu. Le 

deuxième essai consistait à normaliser sur l’aire totale du spectre, toujours dans le but de 

déterminer le pourcentage de Glc3P que contient le mélange. Ici j’ai obtenu le score du Tableau 
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10 colonne B. Là aussi cela ne marche pas. En comparant la moyenne des écarts réalisées sur 

les deux méthodes de normalisation, je constate que la moyenne des différences sur le score 

normalisé sur la bande la plus intense est sensiblement supérieure à celle du score normalisé 

sur l’aire du spectre. On ne peut donc pas conclure avec ces deux méthodes. 
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Tableau 10: Scores obtenus pour le Glc3P sur nos différents mélanges avec deux méthodes 

 

 

A  B  

Score normalisé sur la bande la plus intense Score normalisé sur l’aire du spectre 

Mélange Taux de 

Glc3P 

détecté 

Différenc

e de 

pourcenta

ge 

Mélange Taux de 

Glc3P 

détecté 

Différence 

de 

pourcenta

ge 

99%Glc6P-1%Glc3P 0% 1% 99%Glc6P-1%Glc3P 14% 13% 

95%Glc6P-5%Glc3P 9% 4% 95%Glc6P-5%Glc3P 8% 3% 

90%Glc6P-10%Glc3P 0% 10% 90%Glc6P-10%Glc3P 11% 1% 

80%Glc6P-20%Glc3P 5% 15% 80%Glc6P-20%Glc3P 16% 4% 

70%Glc6P-30%Glc3P 24% 6% 70%Glc6P-30%Glc3P 35% 5% 

50%Glc6P-50%Glc3P 28% 22% 50%Glc6P-50%Glc3P 38% 12% 

30%Glc6P-70%Glc3P 49% 21% 30%Glc6P-70%Glc3P 49% 21% 

20%Glc6P-80%Glc3P 56% 24% 20%Glc6P-80%Glc3P 48% 32% 

10%Glc6P-90%Glc3P 70 20% 10%Glc6P-90%Glc3P 65% 25% 

5%Glc6P-95%Glc3P 85% 10% 5%Glc6P-95%Glc3P 79% 16% 

1%Glc6P-99%Glc3P 62% 37% 1%Glc6P-99%Glc3P 62% 37% 

Moyenne de la différence =  somme des 

écarts / le nombre d’expérience 

15.45% Moyenne de la différence =  

somme des écarts / le nombre 

d’expérience 

 15.36% 
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 Conclusion 

Pour améliorer le protocole, il va me falloir trouver un autre moyen de calcul qui me permettra 

de déterminer le ratio de Glc3P et Glc6P avec une marge d’erreur raisonnable. En parallèle 

plusieurs facteurs peuvent être la cause de cet échec : la manière de préparer les mélanges, la 

méthode de calcul utilisée ou encore l’étalonnage des pipettes utilisées, pour ne citer que cela. 

Pour résoudre ce problème il serait intéressant d’avoir un standard de mélange qui nous servirait 

de référence. 
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Conclusion et perspectives 

 

Les carbohydrates sont très importants dans la nature, ils jouent un rôle crucial en biologie et 

en santé. Vu la complexité de leur structure et du nombre important d’isomères, leur analyse 

s’avère être compliquée par les méthodes traditionnelles. L’équipe Dynamique Multi échelles 

des édifices Moléculaires (DYNAMO) a développé une méthode de couplage MS-IR pour leur 

analyse et leur séquençage[1]. La résolution structurelle de la spectroscopie ionique a été établie 

pour la distinction des isomères de position de monosaccharides et disaccharides. La distinction 

des isomères de monosaccharides et disaccharides sulfatés principalement, a ouvert la voie à de 

nouvelles stratégies pour l’analyse de glycosaminoglycanes qui ont des structures complexes 

avec une répétition d’une unité de disaccharide presque toujours sulfatés. D’autre part les 

glycosaminoglycanes sont très importants en santé, vu leur large éventail d’interactions avec 

les protéines. Une raison de plus pour les comprendre et savoir les séquencer. 

Dans ce manuscrit j’ai validé la méthode OH développé dans l’équipe pour l’analyse d’isomères 

qui ne se différencient pas par un groupement OH mais plutôt par un groupement carboxylique 

ou un groupement sulfate. J’ai également validé la méthode empreinte OH pour l’analyse de 

deux tétrasaccharides de glycosaminoglycanes (dermatane sulfate et chondroïtine sulfate). Les 

deux tétrasaccharides analysés ont présenté des spectres MS et MS/MS similaires avec une 

différence d’intensité sur le pic m/z 414. La différence d’intensité sur le pic m/z 414 n’est pas 

suffisante à la caractérisation des deux molécules car comme on l’a montré, selon le matériel 

utilisé le spectre de masse peut être varié. Mais leurs spectres MS-IR sont bien différents. Notre 

méthode d’analyse m’a permis d’avoir, en plus de l’empreinte de fragmentation, une empreinte 

OH qui nous permet d’avoir une information supplémentaire sur les tétrasaccharides de GAGS. 

J’ai ensuite montré la pertinence du séquençage avec notre méthode, pour l'élucidation de 

profils de sulfate et la nature d’hexuronique dans les oligosaccharides de glycosaminoglycanes. 
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L’étude séquentielle des deux tétrasaccharides n’a nécessité que des références d’analyse 

spectroscopique de monosaccharides standards pour l’identification de chaque séquence. Cette 

approche m’a aussi permis de détecter un mélange sur l’une des séquences du tétrasaccharide 

de dermatane sulfate. Ce dernier résultat m’a permis d’aller essayer de connaître la proportion 

de deux monosaccharides ou plus présents dans un mélange. Pour ce faire j’ai étudié un résidu 

de glucose phosphaté obtenu par hydrolyse complète d’amidon de pomme de terre et j’ai essayé 

de développer une méthode de dosage par IRMPD pour l’analyse de mélange dans un 

échantillon. La faible résolution du spectre du résidu de glucose phosphaté ne m’a pas permis 

de valider complètement le protocole. Mais les premiers résultats obtenus m’ont permis de 

constituer une librairie de références de mélanges Glc3P et Glc6P nécessaires à l’analyse d’un 

résidu de glucose phosphaté obtenu par hydrolyse complète d’amidon de pomme de terre. 

 

En perspectives à cette thèse, il faudrait premièrement finaliser le protocole de dosage, pour ce 

faire il va falloir trouver un autre moyen de calcul qui permettra de déterminer le ratio de Glc3P 

et Glc6P avec une marge d’erreur raisonnable. En parallèle plusieurs facteurs peuvent être la 

cause de cet échec : la manière de préparer les mélanges, la méthode de calcul utilisée ou encore 

l’étalonnage des pipettes utilisées, pour ne citer que cela. Pour résoudre ces problèmes il serait 

intéressant d’avoir un standard de mélange qui servirait de référence. Une fois le protocole de 

dosage validé, il faudrait l’appliquer aux mélanges de glycosaminoglycanes.  

D’autres perspectives à se travail serait d’aller séquencer des glycosaminoglycanes inconnus 

de plus grande taille. Il serait également intéressant d’aller analyser l’empreinte de l’acide 

hexuronique dans des disaccharides obtenus par clivage chimique.  

Un autre point important à ce travail, c’est d’aller analyser le motif de sulfatation en position 3 

de l’héparane sulfate. Bien que la sulfatation en position 3 de l’héparane soit une modification 

relativement rare[2–6], les enzymes 3OST (3-O sulfotransférase) constituent la plus grande 
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famille de sulfotransférases chez les HS[7]. Il existe 7 types de 3OST chez la plupart des 

vertébrés, chacun ayant une sélectivité de substrat différente, fournissant ainsi des domaines 

biologiques spécialisés. Les enzymes 3OST ont été regroupées en deux classes[8]. Le type AT 

3OST1 produit une sulfatation du 3- O sur le GlcN avec de l'acide uronique non sulfaté du côté 

non réducteur (HexA-GlcNS3S ± 6S), formant ainsi le domaine anticoagulant bien connu de 

l'héparine[9]. En revanche, le type gD produit des 3- O -sulfation sur GlcN avec un IdoA2S sur 

le côté non-réducteur (IdoA2S-GlcNS3S ± 6S), générant des sites de liaison pour la 

glycoprotéine gD du virus de l’herpès simplex de type I[10,11]. Ces exemples montrent 

l’importance de l’analyse du 3-O sulfate de l’héparane. 

Un dernier point important à ce travail, est la réalisation d’une base de données de toutes les 

empreintes spectroscopiques des monosaccharides pertinents à l’identification d’un 

disaccharide de glycosaminoglycane. Cette base de données permettrait de réaliser un logiciel 

intelligent qui serait capable d’identifier n’importe quelle séquence d’un disaccharide de 

glycosaminoglycane. 
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