La spectrométrie de masse appliquée
a I'étude de biomolécules



Spectrométrie de masse

- Identification :

— En comparant le spectre de masse d'une molécule avec des banques

de spectres, il est possible d'identifier la molécule.

— Lors de l'utilisation d'un analyseur haute résolution, la spectrométrie de
masse permet de mesurer avec précision la masse monoisotopigue

d'un ion et d'en déduire sa formule brute.



Spectrométrie de masse

* Analyse structurale :

— Les ions peuvent se fragmenter dans un spectrometre de masse (dans
la source d'ionisation, dans |'analyseur ou dans une cellule de collision)

I'etude de ces fragments permet de déeterminer la structure des ions.

+  Quantification :
— Un spectrometre de masse est un détecteur universel et tres sensible.
Sa gamme linéaire va de 3 a 7 ordres de grandeur, d'ou la possibilité

d'obtenir une auantification fiable sur un domaine larae.



Spectrométrie de masse

©Trés grande sensibilité (fentomole)
© Sélectivité

© Analyse échantillons minéraux, organiques, bio-
organiques quel que soit leur état physique: gazeux,
liquide ou solide.

© Domaine d’application: la médecine, la biologie, la
pharmacologie, [lindustrie chimique, alimentaire, Ia
pétrochimie, I'archéologie, la geologie, 'environnement, le
nucléaire...



Qu'est ce que la
spectrométrie de masse?

C’est une methode de mesure des rapports
masse/charge (m/z) exprimé en Thomson (Th)

de molécules et de leurs produits de fragmentations



Quelles informations peut apporter la spectrométrie de masse ?

1- La valeur m/z du pic moléculaire permet de calculer la masse moléculaire
2- Les pics de fragmentation permetient de reconstituer une partie de la structure
3- L'intensité des pics permet de faire de I'analyse quantitative
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Exemple: spectre en ionisation par impact électronique du cholestane.



Pic moléculaire et masse moléculaire:
Définition

L'existence d’isotopes se traduit par la présence de
plusieurs pics moléculaires

On observe non pas un pic moléculaire, mais un
GROUPE de pics moléculaires (un massif moléculaire
ou cluster moléculaire)

La présence d’isotopes complique donc la définition et la
mesure du « pic moléculaire »



Isotopes naturels

Masse monoisotopique
C'est la masse du premier pic du profil isotopique c'est-a-dire celle

qui ne prend en compte que les masses des isotopes les plus
stables (C12, H1, 016, S32, N14, ).

Masse chimique ou moyenne

C'est le barycentre (centroide) des masses des pics constituant le
profil isotopique c'est-a-dire la masse qui prend en compte la masse
des éléments donnée par le tableau périodique (€=12,011).

Masse moyenne
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Le spectrométre de masse

* |l permet l'identification et la quantification des analytes.

« Tous les procedés de spectromeétrie de masse reposent sur les
déplacements de particules chargées dans les champs
électromagnetiques.

« Un spectrometre de masse se compose de trois parties distinctes:
- une source
- un analyseur

- un détecteur



Le spectrometre de masse

Seépartion des 10ns Conversion dun Représentation des
produits en fonchon courant 10migque en doneéees dans un
du rapport m/z courant electngue gspectre de masse

Production dions
en1 phase gazeuse



Schéma d'un spectrometre de masse
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Schéma d'un spectrometre de masse

« En amont du spectrometre de masse:. Le
systeme d’introduction de I'échantillon dans le
spectrometre de masse.

« En aval du spectrometre de masse: Un
ensemble informatiqgue de traitement des
données qui permet de transformer les
iInformations recues par le détecteur en spectre
de masse.



Structure d'un spectrometre de masse

Un spectrométre de masse se décompose en 3
parties :

La chambre d'ionisation qui permet de produire
des ions en phase gazeuse.

L'analyseur qui permet de separer les differents
composes en fonction du rapport m/z.

Le détecteur qui permet de convertir le courant
lonique en courant électrigue mesurable.



http://www.univ-lille1.fr/master-proteomique/proteowiki/index.php/Source_d%27ionisation_en_spectrom%C3%A9trie_de_masse
http://www.univ-lille1.fr/master-proteomique/proteowiki/index.php/Analyseur_en_spectrom%C3%A9trie_de_masse
http://www.univ-lille1.fr/master-proteomique/proteowiki/index.php/Rapport_m/z
http://www.univ-lille1.fr/master-proteomique/proteowiki/index.php/D%C3%A9tecteur_en_spectrom%C3%A9trie_de_masse

Comment s'ionisent les molécules?

Soit par protonation des sites basiques, détection des
lons positifs

Soit par déprotonation des sites acides, détection des
lons négatifs



Chambre d'introduction
de |'échantillon

« L'échantillon peut étre introduit directement dans la source,
sous forme:

- liquide (infusion directe)
- ou solide (canne d’introduction directe, dépo6t sur
plague MALDI, ...)

- ou par l'association a une méthode separative
(chromatographie en phase liguide, chromatographie
en phase gazeuse, électrophorese capillaire..)



La source d'ionisation

Son rble est de vaporiser les moléecules et de les ioniser. Elle
peut étre utilisée soit en mode positif (étude des ions positifs),
soit en mode négatif (étude des ions negatifs). Il existe de
nombreux types de sources d’'ions



La source d'ionisation

Les criteres de choix :

« lavolatilité et la stabilité thermique du composé a
analyser

sa labilité chimique

les fonctions chimiques présentes et leur aptitude a
Induire une ionisation

la taille des molécules
les quantités de produit disponibles

le type d’introduction souhaitée (directe ou en couplage
chromatographique)



Les difféerentes sources

Production d'ions
en phase gazeuse

Chauffage et

introduction du gaz L'ionisation chimique

Molécules volatiles

Désorption/Ionisation
Impact laser Laser
Assistée par Matrice

Phase solide
(microcristaux)

Molécules

non volatiles
Dispersion en

Phase liquide microgouttelettes Electronébulisation
sous haute tension



Les sources d'ions se classent en sources
« dures » et en sources « douces »

Les « ionisations dures » generent des ions moléculaires a
nombre impair d'électrons, qui se fragmentent parfois
totalement avant d’avoir eu le temps de sortir de la source
(lons métastables).

Les « ionisations douces » génerent des ions moléculaires
a nombre pair d’électrons, qui sont relativement stables et
qui ont des durées de vie suffisantes pour traverser
'analyseur, arriver jusqu’au détecteur, et donc étre
mesureés.



Quelles informations peut apporter
une source a ionisation dure ?

1- La masse moleculaire d'un composé
2- La masse des fragments de ce composé
3- Une mesure de la quantite

Nombre d'ions Pic Moleculaire
F

Framents

M/z



Quelles informations peut apporter
un soure a ionisation douce ?

1- La masse moleculaire d'un composé
2- Pas de fragmentation
3- Une mesure de la quantité

Nombre d'ions Pic Moleculaire
F

M/z



Les sources d’ions les plus courantes sont :

La source a plasma induit couplé (Induced coupled plasmas: ICP-MS)
La source a impact electronique (El)

La source a ionisation chimique (CI)

La source a ionisation chimique par désorption (DCI)

L'ionisation par thermospray (TSP)

La désorption de champs (FD)

L'ionisation par bombardement d’ions ou d'atomes rapides (LSIMS, FAB)
La désorption par plasma (PD)

La désorption laser (LD)

L'ionisation chimique a pression atmosphénque (API ou APCI)

La photoiorisation (APPI1)

L'électronébulisation (electrospray: ES ou ESI)

L'ionisation laser assistée par matrice (MALDI) § Utilisées en
} PROTEOMIQUE

Trés dure

Assez douce
Assez douce
Assez douce
Assez douce
Assez douce
Assez douce
Assez douce
Assez douce
Assez douce

Douce



L'ionisation chimique
s'adresse a des composés volatils,
apolaires et stables a la chaleur

CHy + e —m CHt + Ze CH, (méthane) en large excés

CHy: + CHy — CHsg* + CHy e- électron de haute énergie

CHs* + M —= MH* + CH, M (analyte)

ion moléculaire a M+1

CHs* + M —» MCHyt + H°
ion moléculaire a M+16

Une molécule de méthane qui regoit l'impact d'un électron a haute énergie émis par un filament
chauffé a haute température va subir I'arrachage d'un électron pour donner un ion radicalaire

chargé positivement (CH,*").

Il s'ensuit une réaction qui donne naissance a des ions CHg* pouvant réagir avec les molécules
d'analyte (M) arrivant dans la source.

Ce type de réactions ions-molécules produit principalement des ions [MH]* et [MCH,4]*" .

D'autres gaz d'ionisation chimique peuvent €tre utilisés, tels que I'isobutane et |'ammoniac.



Spectrométrie de masse:
Analyse de biomolécules

« Sources utilisées pour I'analyse de biomolécules:
- L’ESI (ionisation par electrospray)

- Le MALDI (ionisation désorption laser assistee par matrice)



SPECTROMETRIE DE MASSE
a source électrospray

- Mode d’ionisation adapté a I'analyse de composeés polaires et
thermosensibles

- Mode d’ionisation a la pression atmosphériqgue et a
température ambiante

- L’'ESI est également applicable a des molécules ne possédant
aucun site ionisable grace a la formation d’adduits sodique,
potassique, ammonium...



SPECTROMETRIE DE MASSE
a source électrospray

L'échantillon en solution est introduit (au moyen d’'un

pousse-seringue ou d’'une pompe chromatographique) dans
I'appareil par l'intermédiaire d’'un capillaire dont I'extrémité
traverse une aiguille métallique portée a un potentiel de
plusieurs kilovolts (typiquement 3 a 5 kV).

oy

Détail d'une source dionisation par €lectrospray




Interface électrospray

Capillaire contenant Contre-électrode
I'échantillon en solution

/ Enr:lttalgttaa N,

s YA Orifice
{v —_— \ ? o) ¢ :.T lons /<I* Analyseur
N ; 3abkVv \I"'I

3, 4
Pression atmosphérique 0 410 Pa




SPECTROMETRIE DE MASSE
a source électrospray
A quelgues millimetres de [laiguille est placée une

contre-electrode permet de diriger le faisceau ionique
vers linterface. (

d'une source d'ionisation par €lectrospray

« Un flux d’azote, dirigé le plus souvent a contre-courant
du trajet des ions, joue un rble préponderant dans le
processus de deésolvatation puisqu’il permet de secher
les solvants résiduels.



Mécanisme d'ionisation en électrospray

« La formation d’ions, sous l'action d'un champ
électrique est appelé nébulisation électrostatique.

; W

+ L t - : - 4+ ¥ ;"_ -~
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- + = . 4 \\ +
'-._____- +
Gouttalettes contenant Reduction de la taille Dasorption d'ions
une espece chargée des gouttelettes par de la surface du
majoritaire évaporation du solvant  liquide sous I'effet
et explosions du champ électrique

coulombiennes



Mécanisme d'ionisation en électrospray

 Au fur et a mesure de I'évaporation du solvant, la taille
des gouttelettes diminue jusqu’a ce que les répulsions
électrostatiques entre charges de méme signe a leur
surface soient telles qu’il y a explosion coulombienne.

« Une succession d'explosions coulombiennes provoguent
une diminution de la taille des gouttelettes. On obtient
ainsi des ions pouvant contenir plusieurs charges.



Mécanisme d'ionisation en électrospray

La formule globale d’ion ion est [M+nH] "*

Le nombre de proton porté par chaque ion est tres variable,
n pouvant aller jusqu'a plusieurs dizaines.

En pratique, on observe sur un spectre de masse la
présence de nombreux ions de charges différentes (par
exemple [M+3H] 3* [M+4H] 4* [M+5H] °>* [M+6H] ¢* [M+7H]
* ...)) donnant une distribution d’ions multichargés (au
masse m/z = (M+3)/3, (M+4)/4, (M+5)/5, (M+6)/6, (M+7)/7 ,

)


http://www.univ-lille1.fr/master-proteomique/proteowiki/index.php/Rapport_m/z
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Chaque pic du spectre représente la méme molécule posséedant
des états de charge différents, deux ions adjacents se différenciant
toujours par une seule charge. Il est tres facile de calculer le
nombre de charges d'un pic, pour enfin calculer la moyenne
statistique de la masse moléculaire a partir de chacun des états
multichargés. Notons que tous les appareils sont équipés
d’algorithmes qui effectuent ces calculs automatiquement.



Exemple: Spectre de déconvolution

757 7566

Mz

Specme de masse elactrospray dune protemze (en rougs: nombre de charge :. en blew: valeur de »z, en inser,
deconvelution du spacire).



Spectre ES-MS de la myoglobine
de coeur de cheval

M = 16950.5 Da

Abondance Relative %
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Calcul de la masse moléculaire de la
myoglobine a partir de la série d'ions
multichargés du spectre ESI

m/z
679,12
707,31
737,99
7215
808,28
848,53
893 24
942 67
998,18
1060,41
1130,95
1211,81

Moyenne :

Masse

16953.00
16951.44
16950, 77
15851.,00
16952 88
1695060
16952 56
16950,06
16952 .06
16950 .56
16949 25
16951,34

16951,65 +/- 0,17 Da

Une fois que les valeurs de z
sont déterminées (en résolvant le
systéme d'équation a Fi
inconnues M et z), la masse
moléculaire de la protéine est
recalculée a partir de chaque
pics.

La moyenne des wvaleurs
trouvées pour la  masse
moléculaire est calculée avec

Plus il y a d’ions multichargés,
plus la masse pourra é&tre
mesurée avec précision




Transformation d'un spectre ESI
d'ions multichargés

D— ]
12000 13000 14000 15000 16000 17000 18000 12000 Masse (Da

Les intensités absolues de tous les ions multichargés (en miz) de la
myoglobine sont additionnées pour donner le pic de masse moléculaire
chimique




100+

Calcul de la masse du peptide

153838 M+ z; my M+zymy
X=—- Hyg=—"——
X, X 21 Z3
2:_=I|_-1
1764 104
miz M~+z, ny M+ z,
1154.'ﬂ'4=$ 1533.33=ﬁ
Z] Zn
1538358 -1
A =
' 1538.38— 1154.04
£, =4
34z ZE:E'
M=(1154.04 X 4)-4=461216
M=(1538.38 X 3)- 3 =4612 14
73S
"am | sD0 | B g 100 1400 'L;sx':lu T



Le couplage LC/MS ou LC/MS/MS

« Le couplage chromatographie liquide/spectrométrie de
masse (CL/SM) est particulierement utile pour I'analyse de
composés polaires, peu volatils ou thermiquement
Instables.

|l permet de déterminer en ligne la masse moléculaire des
constituants d’'un mélange et d’avoir des informations quant
a leur structure (technigues SM/SM).



Difficulté majeure du couplage LC/MS:

« L'obtention d’'ions en phase gazeuse a partir des solutés
en phase liquide, nécessite des interfaces tres
specifiques.

« Aussi I'électrospray, processus d’'ionisation qui se produit
a la fois en phase liquide, a la pression atmospherique et
a température ambiante est a I'heure actuelle Ia
technique la mieux adaptee.



Le choix de I'éluant

Les éluants gui vont constituer la phase mobile qui va permettre
'élution des composés doivent rester compatibles avec la

spectrométrie de masse et de ce fait ne pas interférer lors de
l'lonisation des composes au niveau de l'interface.

Les eluants doivent remplir 3 conditions :
1. Elués l'ensemble des composés fixés sur la colonne
2. Volatils

3. Contenir peu de sels ou d'électrolytes qui perturberaient l'onisation



Importance du débit pour la sensibilité

Debit de la pompe —— —_—
Debit du spray

Le debit a une importance capitale sur la sensibilité

L'électrospray est concentration dependant: en effet, l'intensité
du courant d’ions produit depend de la concentration de la
solution et non pas du debit auquel la solution est injectée.

Il vaut donc mieux injecter une solution concentrée au débit la
plus faible possible. Ceci permet notamment d’utiliser moins de
gaz



Conditions a réunir

Compatibilité de debit : généralement les deébits doivent
étre compris entre quelques microlitres et quelques
centaines de microlitres par minute. L'utilisation de
microcolonnes est donc particulierement adaptee. Au-dela
de 200-300 pL/min, la sensibilité diminue.

On installe en sortie de colonne un diviseur de débit.



Réduction du débit:
utilisation d'un Split

Spectrométre de masse

1_ Source electrospray =
.
>

Capillaire de couplage

Collecteur =
de fractions

)ébit colonne
250 pl/min

Débit4 a 10 yUmin  Spiit
vers le spectr ometre de masse



Source électrospray en Z de Micromass

._- -

rajet des ions

ZSPRAY™

De I2 geronxque 2 1a proteomique : I"apport dz Ia spactromeame de masse
Jean-Marc Strub (3-10 decembre — Roscof)




Schéma de |la source électrospray en £ de Micromass

Capillaire (LT) Trajet des ions Solvants et sels

3500 W

Pré-cone

£ Trajet des ions vers le
avec gaz Cone

spectroméetre de masse

D la peooméque 2 la protesorigqae - apport de la specirometrie da nasse
Tear-Mfare St (5-10 decembrs — FosoodE)




Les sources Z-spray
et orthogonal

Les sources Z-spray (Micromass) et orthogonal (Bruker) ont
'avantage d’obliger les ions formés en sortie du capillaire
provenant de la LC de faire un angle sur leur trajet avant de
rentrer dans le spectrometre de masse.

Cette géométrie de source a angle droit ou en Z permet une
certaine tolérance aux sels et évite a la source de se salir
trop rapidement et donc de perdre en sensibilité.



Choix du contre-ion pour le couplage LC-MS

Le couplage LC-MS =n mode électrospray necessite Mutilisation d'un
acide organigque pour protoner 'analyte afin de pouvoir 'observer
(M+H*),

Des acides mineraux tels que HCI ou H,50O, ne sont pas ulilisés car les
contre-ions peuvent former des pairs dions tres stables avec les
groupements positifs (NH3+...) de l'analyie entrainant une perie de
sensibilité.

Trois acides sont plus communement ufilises :
- acide triflucrocacétique (TFA) _ pkKa - 0,20
- acide formigue (HCOOH) _ pKa - 3,75
- acide acetique (CH3COOH) _ pKa - 475

Ce [ peromeque 2 la protesomicqae - 1apport de la spariromeirie d= nas:ze
Jeam-Mlarc Stmad (3-10 decembrs — Fosoodd)




= [IIEEY

sl

Influence du contre-ion sur la qualité de |la
separation chromatographique

Melange Test Feptides

0.05 % TFA

Meilleur separation avec le TFA
14.0 §maEn

Ce [a peronvque 2 1a protepmicue - appart de la spactrometrie da nasse
Tean-Marc Strub (3-10 decembra — Roscoff)




Influence du contre-ion sur la sensibilité
en LC-MS electrospray (acides)

WC Qarca & al. J Chremabegr. & 7T 2000 =797

Myoglobine Cytochrome C
| F.A[0.2%) |

B o o P R i 3 WP, T e 3 i . L

| TFA [0.025%)

| |
:\.-\.. e mmfbﬂlmll-ﬂ'hl\wml .l"u. wEn

I Acide acetique | |
T (0,025%)

. I""' = S G et Ha—.:n.w‘r-l:c'-eﬂ'ﬁle:-.-ﬂnL._u_._Lv_- =

Déplacement de I'état de charge

Ce [a geroncque 2 la profeomigue © 1'appaort de la spacirometrie de masse
Jean-Marc Stma (3-10 decembre — Foscoff)




Caractéristique de I'électrospray

- génére des ions multicharges
- introduction des echantillons en solution

Couplage a des analyseurs quadripolaires (Q-TOF, IT):
- sensibilité : 10°1* moles

- résolution : 5000 en routine, précision : 50 ppm

- MS/MS : information de sequence

Couplage a la chromatographie liquide (nanoLC) :

- separation des composeés en melange : pas de suppression
de signal




Les colonnes

Colonnes classiques, micro colonne, colonne capillaire
et nano colonne

De 2 genonzque 2 Ja proteomigue - 1"apport de la spaciromeatrie de masse
Jean-Marc Stubd (5-10 decembrs — Roscof)




Couplage nanoLC-MS (source Micromass)

1 ﬂ is
Téte nano spray |
Jonction liquide |

Colonne 75 um

- -

- K ,
——4 : 0
- L=vn

%

Mise sous tension du solvant 3500 V |

De l2 gepomequs 2 la proteomique - 1 appmtdela spactrometie de masse
Jean-Marc Stub (5-10 decembre - Roscof)




Source nanoelectrospray

Avantage permet dinjecter de faibles volumes
d'échantillon.

Permet de travailler avec des débits

Rendement d’ionisation / désorption ameéliorés car plus
petites gouttelettes, pas d’assistance pneumatique
permettant de réduire la taille des gouttelettes.

Augmente la sensibilité



Applications de I’ES pour I’étude des
biomoléecules dans le monde industriel

- Vénfication des protéines recombinantes
(ESMS sur proieine intacie etfou LC-MS sur digeste enzymatique)

- Vénfication des sondes oligonucléotidiques
(ESMS sur oligonuciéotide intact)

- Dosage des médicaments en pharmacocinétique
(LC-MS et jou LC-MS/MS)

- Analyse protéomigue
(nanoLC-MS/MS sur les pepfides exirails des pgels aprés digestion de la
protéine)




Le MALDI

lonisation-désorption laser assistée par
matrice

On cocristalise le composé a analyser avec une
matrice solide.

Les molécules de matrice absorbent [|'énergie
transmise par le laser sous forme de photons UV,
s'excitent et s'ionisent. Les molécules de matrice
lonisées transferent leur charge a I'échantilion.



Désorption/Ionisation Laser Assistée
par Matrice (MALDT)

Méthode qui s'adresse aux molécules polaires, peu volatiles comme peptides/protéines

analy.e/matnx spot

Matrices: ac. a-
cyanocinnamique,
sinapinique, 2,5-
dihydroxybenzoique, etc. —_—

Désorption

\

~ation

e Geme e eeee s dees seees  eees e ees ees sess

garrpla plata axtraction
L'analyte M est dispersé dans une solution saturée de petites molécules aromatiques
(matrice) et I'ensemble est co-cristallisé par évaporation du solvant. Le dépdt solide
obtenu est irradié par un laser de longueur d'onde ol les molécules de matrice ont une
forte absorption. Il en résulte la désorption des ions formés par transfert de proton
(H+) entre la matrice photoexcitée et 'analyte M: [MH]+ .
*Matrix Assisted Laser Desorption Ionization



Le MALDI

La matrice sert donc de vecteur d'énergie entre le
faisceau laser et la molecule.

L'ionisation conduit a la formation d'ions monocharges et
multichargés de type [M+nH]n+, avec une nette
prépondérance pour les monocharges.



Une cible MALDI

Cible Maldi permettant le dépot de 384 échantillons



Preparation MALDI-MS
(goutte sechee)

solution d "échantillon (106 M) solution de matrice saturée:
eau 0,1 % TFA/acétonitrile (50/50) acide o-cyano-4-hydroxycinnamigque

dans eau 0,1 % TFA/acétonitrile (50/50)

mélange 1/1 (v/v)

Matrice :

Cible

absorbe a 337 nm

donne des protons

cristallise facilement

petit poids moléculaire

soluble dans les mémes solvants gue les biomolécules




Preparation MALDI-MS
(couche mince)

1 pl solution de matrice saturée:
acide oc-cyano-4-hydroxycinnamique
dans acétone

0,5 ul d ’échantillon (106 M)

lavage de la préparation par une
solution acide (eau avec 0,1% TFA)




Principe de l'ionisation MALDI
K. Tanaka et F. Hillenkamp (1988)

dépot = plasma en expansion
4. Séparation des ions en fonction m/z

Zone d "accélération des ions Zone libre de champ

cible lentille TOF détecteur
1. Dépot échantillon mélangé a la matrice
3. Accélération des ions 5. Détection des ions




Le MALDI

La matrice:

C'est une petite molécule, capable de former des cristaux
contenant l'analyte. Elle a pour propriété de fortement absorber
a la longueur d'onde du laser.

Elle assure ainsi la stabilité de I'échantillon, le préservant d'une
degradation trop importante par les photons.

Les matrices utilisées, sont pour beaucoup dérivéees de l'‘acide
cinnamique.



Matrices utilisees en Maldi

- = ] OH
HH ' (8] ""M O
O O

Picofinic acid 3-Hydrosypicolinie acid . Catieic acid

Pyridine-2-carboxylic acid I-Hydroxy -2-pyridine Carboxyhc ackl 3.4- DitydroocyGinnamic. acid
on o COOH

o e oo
HO OH
2.4,6-Trinydroxyacetophenone 2-{4-hydroxyphenylazojbenzoic acid

Elles absorbent a 337nm et cristallisent facilement



Spectre MALDI-MS de |la myoglobine de cceur de cheval
(2 pmol/ul dans CH;CN/H,0 50:50 1% HCOOH)

—_ 1.4

—  J0.213
== 1.8
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Caracteristiques du MALDI

- genére des ions monocharges : analyse de meélanges
complexes

- tolérance aux sels et detergents

Couplage au TOF:
- sensibilité : 1015 - 10718 moles

- résolution : 5000 - 10 000 en routine, précision : 20 ppm




Le MALDI

Cependant aucune regle genérale ne régit vraiment le choix
de la matrice pour une application, méme si l'acide a-
cyano-4-hydroxycinnamique est souvent utilisé pour
I'analyse de peptides, tandis que le Sinapinic Acid convient
bien a I'étude des protéines.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptide

L'ionisation dans la source:

Les ions produits

L'ionisation chimique

Le MALDI

Molécules monochargées, essentiellement sous la forme

[M+H]*  donne le rapport m/z: [M+H]
1

L'électronébulisation

Molécules le plus souvent multichargées :
[M+2H]%*, [M+3HT3* ... [M+nH]™
Ce qui donne des rapports m/z:

[M+2H]  [M+3H] ~ [M+nH]
2 3 n




L'analyseur

Source d'ions ==l A;:ll::: l::\';“

Production d'ions  Séparation des ions
En phase gazeuse  produits en fonction
du rapport m/z



L'analyseur

Un analyseur permet de mesurer le rapport m/z.

Les analyseurs basse résolution:

- Quadripole (Q)
-Trappe ionique (IT)

Les analyseurs haute résolution:
- Magnetique (EB)
- Temps de vol (TOF)
- La résonance cyclotronique ionigue
a transformee de Fourier (FT-ICR)
- L'orbitrap




Les caractéristiques principales
d'un analyseur

- la résolution R

- la gamme m/z qu’il peut analyser
- la rapidité de balayage en m/z

- la sensibilite

- |a vitesse avec laquelle les ions le traversent



Intensite
A

M1

.'."

AM

La résolution Rs

» La résolution est la capacité d'un instrument a
distinguer entre eux deux sighaux voisins.

M2

> m/z

Par exemple, pour un pourvoir
résolutif de 5000, on pourra
distinguer des peptides de
masses 5000 Da et 5001 Da
(AM de 1 Da), des masses de
500 Da et 500,1 Da (AM de 0,1
Da)... Résolution= 5000/1

Autre exemple: un appareil
permettant de distinguer les
ijons 100 et 100,1 posséde une
résolution de 100/0,1=1000



La résolution Rs

Intensité
A

I

« Reésolution:

Fax

1
/2 3

* Plus la résolution est
élevee, plus le pic sera fin et
plus il sera possible de
distinguer des pics proches




Les ions formés dans la source sont dirigés (extraction et
focalisation) vers I'analyseur par des champs électrostatiques
gui peuvent étre de quelques volts (Q, IT, FT-ICR) ou de
plusieurs dizaines de kilovolts (TOF, EB).

La vitesse de déplacement des ions dans I'analyseur dépend
de l'intensité du champ d’extraction



Caractéristiques des analyseurs

Analyseurs Reasolution Gamme m/z
Quadnpdale () 2 000 8 0040
Magnetique (EB) 20 000 20 000
Temps de vol (TOF) 20 000 =200 000
Trappe onique = 000 & 000
Cyclotron a résonance

des ions (FT-ICR) 1 000 000 4 000




Le spectrométre de masse

L’analyseur:

L'analyseur sépare les ions produits par la source en

fonction de leur rapport m/z.



Spectrometres de masse commerciaux

De nombreux couples source/analyseur sont possibles

BE
FAB

TOF
MALDVLD

T
ES/APCH

™ FT-ICR




Le spectrométre de masse

Le quadripole:

|l est constitué de quatre électrodes (de 12 a 20 cm de
longueur) metalliques paralleles raccordees
électriguement deux a deux. Dans la pratique, un
guadripole fonctionne comme un filtre a ions : a un
Instant donné ne sortent de l'analyseur que les ions
ayant un rapport m /z donné. Les autres ions heurtent
les électrodes, se déechargent et sont entrainés par le
systeme de pompage..

« L'analyseur quadripolaire est I'analyseur le plus employé



Le spectromeétre de masse

U+Vcosmt -U-Veosat
45"!

e
I |

Source  Grilles constituant Quadripole Detecteur
une lentille electrostatique

Figure 6. Representation simplifiee dun quadripole



Le spectrométre de masse

 Latrappe ionique:

Elle fonctionne selon un autre principe qui consiste
a stocker les ions et a les éjecter au cours du
temps selon la valeur de leur rapport m /z.

Elle ne nécessite pas une source extérieure pour
produire les ions.

La trappe ionique offre la possibilité de réaliser des
analyses MS/MS.



Le spectrométre de masse

e Les trappes ioniques:

e

Filament

Porte a électrons

4———  Electrode chapeau

Isolant

4« Electrode annulaire

Isolant

< Electrode chapeau

Détecteur de type
« chaneltron »




Les analyseurs a temps de vol
(TOF, Time of Flight)

Energie cinétique d'un ion de charge z
soumis a une tension accélératrice Vo

Ec=% mv2= 3 m(I3/12)=2Vo
m/z = 2Vo t2/I12  (Vo, | sont connus)

rapport m/z = fonction du temps de vol t ‘



Le spectrométre de masse

« RbOle du détecteur:

- Detecter les ions proportionnellement a leur nombre.

- Amplifier le courant correspondant pour le rendre détectable

- par I'électronique du systeme.

- L’intérieur du deétecteur est enduit d’'un alliage plomb/oxyde de
plomb qui a la propriété d’émettre des électrons sous l'effet
d'un choc.



Le spectrométre de masse

10118

electrons

electrons ¢

Lorsqu’un ion vient heurter la paroi, il y a émission d’électrons qui, acceéleres
par une difference de potentiel rebondissent de part et d’autre de la paroi.
Chague choc déecroche de nouveaux électrons qui sont eux méme accéléres
(cascade électronique). L’arrivée d’un ion se traduit par un courant de 105
électrons.



Le spectrométre de masse

Les principaux modes d’analyse:
Analyse en balayage ou « fullscan »

On enregistre tous les ions produits dans la source a un
iInstant donne.

Lidentification des ions en GC se fait grace a des bases
de données qui réepertorient des dizaines de milliers de
spectre de masse.

Lorsque ces molécules n'ont pas éte repertoriées dans
ces bases de données, l'identification doit se faire par
déduction a partir des ions observés par MS/MS



Le spectrométre de masse

Les principaux modes d’analyse:

Analyse en « SIM, single ion monitoring» et « SIS, single ion storage »

Dans le mode SIM, le spectrometre de masse fonctionne comme un filtre.
on ne deétecte qu'un ou quelques ions. Le mode SIS (Single ion storage )
designe le méme mode, mais avec une trappe d'ions comme analyseur.

Ce mode permet un gain de sensibilité tres important, le temps dévolu a la
détection de chaque ion est beaucoup plus grand que dans le mode
« fullscan ».

De plus ce mode de deéetection permet de réduire fortement le bruit de
fond dO aux ions parasites (provenant par exemple de la phase
stationnaire ou de pollutions...), il est donc préconisé pour la mise en
évidence de composes presents a I'état de traces (analyse
environnementales et toxicologiques).



Analyse MS/MS
(spectrométrie de masse en tandem)

Principe:

Sélectionner puis fragmenter un ion en augmentant son énergie interne
par collisions avec des atomes ou des molécules de gaz




Le spectrométre de masse

* Les principaux modes d’analyse:

* Analyse MS/MS (spectrométrie de masse en tandem)

Les modes SIM et SIS fournissent des spectres de masse peu intéressants
pour caractériser les analytes car pauvres en ions.

La technique MS/MS est sélective, sensible et fournit suffisamment d’ions
pour caractériser un analyte sans ambiguité.



Le spectrométre de masse

Les principaux modes d’analyse:

Analyse MS/MS (spectrométrie de masse en tandem)

Elle nécessite soit un triple quadripdle ou une trappe ionigue

Un protocole de MS/MS comporte trois étapes:

- isolation d’un ion caractéristique de I'analyte (ion précurseur),
correspondant a un m/z donne.

- fragmentation de cet ion par collisions dans un gaz inerte (argon)

- balayage et détection des ions fragments obtenus.



Spectrometre de masse
Triple Quadripole

1Injccuon d'un gaz merte de collision
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La spectromeétrie de masse a plusieurs dimensions:
Il v a plusieurs analyseurs qui se suivent

Les analyseurs peuvent étre couplés et agir de fagon sequentielle.
On parie alors de spectrométrie de masse a plusieurs dimensions

Un premier analyseur sélectionne les ions avec un certain m/z

On purifie donc un ion présent dans un mélange dion qui peut é&tre trés
complexe

Lion « purifié » est alors fragmenté dans une chambre de collision.

Un deuxieme analyseur mesure alors les m/z des fragments.
C’est de la MS-MS (spectrométrie de masse en tandem)

Si on réepéte 'opération, on fait de la MS-MS-MS ou MS2
Certain appareils permettent de faire de la MS10

La MS-MS est un puissant outil de détermination de structure



La spectrométrie de masse MS-MS

Principe de la MS/MS:

ctude d’ions fils

Source MS GEHL,”‘?’ MS2 Détecteur
de collision
: ;-= - C-‘\‘L . - =
- i
> - -
lon _ . lons Specire
lons parent Fragmentation fils MS/MS

(CID)

Le premier
analyseur
ne balaye pas



Les analyseurs MS"

La MS-MS peut étre réalisée par :

Deux quadrupdles Q-Q

Un quadrupdle et un analyseur a temps de vol Q-TOF
Deux analyseurs a temps de vol TOF-TOF
Un piége a ions (lon Trapp) T

Une résonnance cyclotronique d’ion a transformeée de Fourrier FTICR

La MS” peut étre réalisée par :
Un piége a ions (lon Trapp) IT
Une résonnance cyclotronique d'ions a transformée de Fourrier FT ICR



« Dans les analyseurs magnétiques, la collision de l'ion parent
se fait a haute énergie (plusieurs keV) alors que dans les
autres analyseurs (quadripolaire ou ion trap), la collision se
fait a basse énergie (au maximum 100 eV).

« Cette difference influe le processus de fragmentation.

« Les spectres de fragmentation pris a haute énergie
présentent une plus grande varieté de fragmentations (plus
d'informations, mais complexité des spectres, interprétation
difficile)



La spectrométrie de masse en tanden
(MS/MS)

L'analyse MS/MS peut étre menée selon quatre modes
differents (triple quadripole):

- le mode descendant (le plus utilisé)

- mode ascendant (usage plus restreint)

- mode perte de neutre (usage plus restreint)
- mode MRM (quantification)



La spectrométrie de masse en tanden
(MS/MS)

Mode descendant:

L'ion a étudier est sélectionné en focalisant le premier
analyseur sur son rapport m/z. Les fragments formés
dans la cellule de collision sont séparés par le deuxieme
analyseur et analysés. Le spectre obtenu presente l'ion
préecurseur (ou ion parent) et ses ions fragments.



La spectrométrie de masse en tanden
(MS/MS)

Mode ascendant:

Le premier analyseur balaie une gamme de masse
tandis que le deuxieme est focalisé sur un seul rapport
m/z. Tous les ions generés en source et capables de
donner un fragment de méme rapport m/z seront donc
ainsi détectes.



La spectrométrie de masse en tanden
(MS/MS)

Mode perte de neutre:

les deux analyseurs balaient une gamme de masse
simultanément et avec un décalage de masse constant.
Le spectre établi présentera alors tous les ions parents
capables de se fragmenter en générant un neutre de
masse égale au décalage impose.



La spectrométrie de masse en tanden
(MS/MS)

- Mode MRM

I'ion parent a étudier est sélectionné par le premier
analyseur et fragmenté dans la cellule de collision,
comme en mode descendant. En revanche, le second
analyseur est focalisé sur l'ion produit. Ce mode de
fonctionnement présente une double sélectivité, au
niveau des sélections de l'ion parent et de I'ion produit.

La sensibilité de détection est amélioree par rapport a
d'autres modes de balayage, faisant de la MRM un
mode de choix pour la guantification.



Couplage LC/MS/MS
Applications

Analyses structurales et quantitative

Chimie organique et Inorganique:
applications en chimie analytique (industrie des
parfums, peétrochimie, chimie des polymeres,

)

Applications biomédicales : pharmacologie,
toxicologie ...

Controle de I’environnement : analyse
élémentaire et bactériologique de l'air et
de I'eau ; suivi de la pollution par des
pesticides ou des processus industriels



http://www.dshperfumes.com/images/scent_images/LeExtracts22.jpg
http://www.dshperfumes.com/images/scent_images/LeExtracts22.jpg

Couplage LC/MS/MS
Applications

« En agroalimentaire, controle
de fraudes alimentaires...

« Caractérisation des drogues,

controle  anti-dopage, La
détection des [ bloquants
dans le sang, le screening
des benzodiazéepines dans
I'urine et le sang,...




Domaine d'application:
Protéomique



Définitions

- 1- Définitions

* Le protéome: les protéines exprimées par le génome

* La protéomique: étude du protéome, I'étude des
protéines et plus particulierement, I'étude:

- de leurs niveaux d'expression
- de leurs modifications
- de leurs interactions




: Etude du Protéome :

Caractérisation et quantification des protéines exprimées par :
une cellule

un micro-organisme

un tissu

"N NN

un prélévement biologique

@ un instant donné, dans un état donné, et dans un
environnement donné.

Contrairement au génome, le protéome est une image dynamique
qui refléete |'état fonctionnel d'un organisme.



Protéomique

* Le protéome est une entité dynamique et complexe.
Au sein de chaque cellule, le contenu des protéines se
modifie en permanence en fonction des conditions
intra et extracellulaires.

» Un méme géne peut donner naissance a plusieurs
protéines.

+ Le protéomes contient donc un nombre beaucoup plus
important de protéines que le génome ne contient de

genes.



Objectifs de la protéomique

- Identifier et quantifier des protéines présentes dans
un échantillon biologique a un instant T.

- Mieux comprendre les mécanismes moléculaires
impliqués dans les grandes fonctions cellulaires.

- En comparant les échantillons de personnes en bonne
santé et de personnes malades, la protéomique permet
de découvrir de valider I'utilisation de biomarqueurs
protéiques utiles au dépistage des maladies, au suivi de
leur évolution et a I'évaluation de I'efficacité d'un
traitement.



Pourquoi |'étude du protéome ?

Proteines
fonctionnelles

L] |

Génome Transcriptome Proteome

DNA | —— mRMNA | —— | Protéines |————

Transcription Traduction Modifications
post-traductionnelles

Humain :
~30.000 génes — =~ 300.000 transcripts — =~ 3.000.000 protéines



La complexité du protéome

Same genome...

Different proteomes !!!



La chenille et le papillon

» Ces deux organismes apparemment si différents ont
exactement le méme génome. Ce qui les différencie,
ce sont les produits finaux d'expression de leur genes,
c'est-a-dire les protéines.



Les protéines sont les acteurs
des différentes fonctions cellulaires

PR FELELY
NN
S,

Patterson, S.D. & Aebersold, R.H (2003) Nature Genetics 33 (suppl.), 311-323



Applications de la protéomique

Comprendre les processus cellulaires normaux ou
responsables de maladies (cancers, maladies
neurodégeéneratives, ....)

Identifier de nouvelles protéines

identifier des protéines indicatrices de maladies
(biomarqueurs)



[ a structure des protéines

Chaque protéeine est elaboree a partir de 20 “briques elementaires” : les
acides amines.

Une protéine est une combinaison, sous la forme d'une chaine plus au
moins longue et orientee, de ces 20 acides amines (100 a 200 acides
amineés).On représente chacun des acides aminés par une lettre.

La sequence des acides aminés d'une protéine constitue la structure
primaire de la proteine.




Protéines et peptides

+ Les protéines et peptides sont des polymeres
constitués de 20 aa liés entre eux par des
liaisons peptidiques.

rlu R
H.N—C—F~ —'-c —C—0H
H || )H I
o x\ O / Q v
Extrémité l\;-terminale T Extrémité C-terminale

Liaison peptidique amide



La structure des protéines

Des regions de la protéeines peuvent adopter 2 formes particulieres
helices ou feuillets. On parle de structure secondaire. La structure

tridimensionnelle finale qu'adopte la chaine d'acides amines, constitue la
structure tertiaire de la protéine.

Une hélice a (alpha) @&ceugsDais

el | 1T

Un feuillet plissé p (béta) & -9 &
- v CAsr
-
et sa représentation schématique :
= Georges Dalis L. \ .
Structure tertiaire d’'une proteine

Structures secondaires




La structure des protéines

Plusieurs protéines peuvent s’'associer pour former des ensembles
complexes. On parle de structure quaternaire.

Y 0Si




2- Les grandes étapes de |'analyse protéomique

Cellules, Mesures
tissus, Fractionnement MS Analyse des
organisme Purification, Protéines  Peptides MS-MS données

o
P

i%ﬁji@ Lokl @ EE

1- Extraction des protéines (cellules, tissus, organisme)

2- Séparation des protéines (I'électrophorése bidimensionnelle 2D ou
chromatographie)

3- Dénaturation de la protéine. En milieu acide, la protéine est « déroulée », les liaisons
intramoléculaires ( ponts disulfure S-S) sont coupées.

4- A laide d'enzyme (trypsine) la gr'o‘réine est fragmentée en des points précis et
donne des peptides (M voisins de 1000 Da)

5- Identification des séquences des peptides par SM.

6- A l'aide des banques de données, la protéine est identifiée a partir de ses peptides



2.1- Extraction des protéines et préparation des échantillons

+ L'extraction de protéines a partir de tissus, de
cellules isolées ou de liquides physiologiques est
réalisée a |'aide de tampons appropriés, choisis en
considérant la nature des protéines a étudier
(protéines cytosoliques, membranaires, nucléaires...).

+ Les tampons d'extraction a pH bien déterminé, sont
constitués dans des proportions variables, de
mélanges d'agents réducteurs, de détergents, voire
de solvants organiques. Ils sont généralement
supplémentés d'inhibiteurs de protéases.



bidimensionnelle (2D)

+ L'électrophorese 2D est la

méthode de choix pour
séparer les protéines
puisqu'elle  permet  de
séparer  des mélanges

complexes en fonction de
deux propriétés différentes
. la charge électrique et le
poids moléculaire.

DIMENSION 1: IEF

- S
N | i1 1 u
Pl Basique Pl Acide

DIMENSION 2: SDS-PAGE

-
-
-
-
\. |
-

s
Spot (Pl. PM)

Separation des proteines par électrophorese

PM
éleveé

PM
faible

ELECTROPHORESE EN DOUBLE DIMENSION



Séparation des protéines par
électrophorése bidimensionnelle (2D)

Dans la premiere dimension, les protéines sont
soumises a une électrophorese dans un gel présentant
un gradient de pH continu. Au cours de cette étape,
appelée isoélectrofocalisation (IEF), elles migrent
dans le gel jusqu'a une position ot la valeur du pH est
égale a celle de leur point isoélectrique (pI) ou leur
charge globale devient nulle.

+ Cette premiere séparation est délicate et dépend
beaucoup de la préparation des échantillons
biologiques qui doit permettre une solubilisation
maximale des protéines et empécher leur agrégation
et leur dégradation.



Séparation des protéines par
électrophoreése bidimensionnelle (2D)

On utilise des gradients de pH immobilisés (IPG), formés avec
des immobilines.

Acrylamide
A
I ,
HZCZCH_(FI -NH—R

R = groupement tampon
acide faible ou base faible

E. Jamard (20020

Les immobilines sont des dérivés de |'acrylamide, R correspond
a un groupement carboxyle (acide) ou a une amine tertiaire
(base) qui forment une série de molécules tampon avec
différentes valeurs de pKa d'ionisation (exemples : 3,6 - 4,4 -
46-62-70-85-9,3).



Séparation des protéines par
électrophoreése bidimensionnelle (2D)

+ Les immobilines co-polymérisent avec les molécules
d'acrylamide dans le gel d'IEF.

+ Cette technique permet d'obtenir des gradients de
pH reproductibles et trés étroits : On peut séparer

un melange de protéines avec une différence de pI de
0.001 unité pH |



Séparation des protéines par
électrophoreése bidimensionnelle (2D)

Dans la deuxieme dimension, les protéines sont
séparées par la technique SDS-Page (sodium-dodécyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). La
résolution s'effectue sur un gel réticulé constitué de
polyacrylamide en présence d'un agent dénaturant, le
sodium-dodécyl sulfate (SDS).

www.takween.com

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate, anionic detergent)



Séparation des protéines par
électrophoreése bidimensionnelle (2D)

Grace a la réticulation plus ou moins importante du
gel de polyacrylamide, les protéines sont séparées
par tamisage moléculaire, leur vitesse de migration
dans le gel étant inversement corrélée a leur taille.
Comme pour |'IEF, plus le gel de deuxieme dimension
est grand, plus la résolution (et donc le nombre de
spots séparés) augmente.



Détection et quantification
des protéines

Apres électrophorese bidimensionnelle, les protéines
séparées sont détectées par coloration des gels.

le bleu de coomassie permet de détecter un minimum
de 100 ng de protéine par spot et présente |'avantage
de donner une intensité de coloration proportionnelle a
la quantité de protéines.

la coloration au nitrate d argent (mille fois plus
sensible que le bleu de coomassie), permet de détecter
des spots contenant 0,1 ng de protéines. Elle présente
néanmoins certains inconvénients : la steechiométrie de
la coloration n'est pas totalement linéaire, la
reproductibilité est difficile a obtenir et certaines
protéines sont peu ou pas colorées par cette méthode.



Détection et quantification
des protéines

* Plus récemment, la détection des spots par
fluorescence (Sypro Orange, Sypro Red, Sypro Ruby)
a été développée, avec une sensibilité et une linéarité
d'intensité de coloration équivalente a celle de
I"argent, mais avec une reproductibilité, une facilité
et une rapidité meilleures que celles de la coloration

au hitrate d'argent.

Depuis les années 1970, les méthodes d'analyse des
gels ont évolué grdce aux progrés combinés de
I'informatique et de ['analyse d'images. La
digitalisation des gels consiste en une transformation
de |'image expérimentale en une information
numérique utilisable par I'ordinateur.



Protéines totales séparées par gel 2D

Carte theorique de levure

_ kDa
Froteines pouvant
etre separees par

gel 2D 100

~ __ 110
1
pH 2 4.0 G.0 8.0 10,0 120 140
p! et masse calculés a partir des données de séquence des ORF du génome
Wildburger er al. Electrophoresis 2000, 21, 2610-2616
—> La grande majorité de= protéines peuvent étre analysées par gel 2D

Perte la plus impertante pour les protéines basiques (pI > 10) et
de hauts poids meléculaires (PM > 100 kDa)

|




Electrophorese bidimensionnelle

Le gel de polyacrylamide est incube dans une solution qui colore les
protéines.

Chaque « tache » sur le gel
représente une protéine.

Plus la « tache » est grosse
et foncee, plus la proteine
est abondante.




Electrophoréese bidimensionnelle

Application : comparer les gels dans differentes conditions (cellules
normales vs cellules cancéereuses par exemple) pour trouver des
differences de quantité de proteine et/ou des absences de protéines.

cellules normales cellules cancéreuses



Logiciel d’analyse d’images

Outils de visualisation 3D pour mieux voir les « taches »
Aide pour verifier la detection faite par le logiciel
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L'hydrolyse des protéines par la trypsine

* La ou les protéines contenue(s) dans un spots de
I"électrophorése  bi-dimensionnelles est  (sont)
hydrolysée(s) en fragments peptidiques par une
protéase a sérine (essentiellement endopeptidase).

mﬁ jﬁ@ ——
4 7’“ """""""" ahl
%E“Wf

En général, on utilise la trypsine

» La trypsine hydrolyse la liaison peptidique apres (coté
C-terminal) les acides aminés lysine et arginine sauf si
ces acides aminés sont suivis par une proline.
Cependant elle peut avoir une spécificité plus
complexe.



L'hydrolyse des protéines par la trypsine

+ Ces peptides ont des masses différentes car leur
séquence en acides aminés sont différentes .

Lys Arg Arg

protéine w % Qﬂﬂm qIIp
l hydrolyse 1 par la trypsine l

perrie: @@ =0 an
ditterentes ™ o m3

ma E. Jospord (FEOE)



Détection et quantification des protéines

(- 3. digestion

GEL 2D I;I e
extraction { |

1 excigsion ————»

é 2. lavage Peptides

&

: / \

=

g

= Mesure des masses Deétermination de séquences

£ partielles

o MALDI-MS

g ES-MS/MS

=

protéines révelées T ) -
aprés coloration Banques de données issues du génome

-"‘\lb.‘ kf
Identification

I
Augmenter le recouvrement de séquences

A4

Caractérisation




Méthodes d'ionisation
pour l'analyse des peptides

Les meéthodes d’ionisation le plus souvent
rencontréees pour l'étude des protéines et des
peptides sont:

- L'électrospray (ESI)

- La désorption ionisation laser assistée par matrice
(MALDI)



Protéines et peptides

* La spectrométrie de masse va permettre de déeterminer le
poids moléculaire des peptides ou des protéines mais

également leurs séquences.

« Détection de mutations au sein des proteines
* Mise en évidence de modifications post-traductionnelles

« Vérification de la structure et de la purete des peptides
synthetiqgues ou des proteines produites par géenie génétigue



Identification des protéines

Identifier une protéine, connaissant son origine,
revient a lui attribuer une séquence en acides aminés

Expérimentation Banques de données

Mesure de la masse
d'une protéine a identifier

Comparaison

900000080080 000000)

< OCOCO00COC0C000000 -

Calculs « in silico»

0000000000000 00000, ‘

. vy

Résultat : masses identiques mais 8y 9008 | 0800 )
o > , m/z _
séquences différentes : o
identiques| 9@ 0000000000 0000
0 OB0es - 8000 ¢

e —

@ 08008 U . 5000 O
m/z

s

m/z de protéine peu précis

Identification de protéine impossible



Identification des protéines

Lys Arg Arg
provéine  @SEH) i amg (I
l hydrolyse l par la trypsine l
perrites @19 =0 m
differenses ™1 LEa m3

m2 E. Jospord {760E)

Hydrolyse des protéines par la trypsine (protéase)

La trypsine hydrolyse la liaison peptidigue apres (coté C-
terminal) les acides aminés lysine et arginine sauf si ces
acides aminés sont suivis par une proline. Cependant elle
peut avoir une spécificité plus complexe.

Ces peptides ont des masses différentes car leur


http://biochimej.univ-angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/3Structure/1StructPrimQuat/1Introduction.htm
http://web.expasy.org/peptide_cutter/peptidecutter_enzymes.html

Identification des protéines

Protéase Expérimentation
)&DQ Coupure endoprotéolytique
cC Mesure de la masse
CO® CO des peptides obtenus

Banques de données

Calculs « in sifico »

Comparaison

S

oo Ce0e @
G_e0Ce COCO®

Plusieurs m/z
« Fingerprint = empreinte»

Résultat : peptides : m/z précis

empreinte de clivage
spécifique

Identification de la Protéine fiable

« Fingerprint » différents

0000 IO,

O

OOe  OCCOCOe

900

OCOCOOCe OCO0Ce

« Fingerprint » identiques

ce ceCe @

COe00e

QOO0e

O® CeO® @

eLec0e

Coo0e




Modifications post-traductionnelles

Type Am (Daﬂ
Phosphorylation
pTyr +80
pSer, pThr +80
Acetylation +42
Methylation +14
Acylation, fatty acid modificat : 4
eyt odticaton 204 Tout incrément de masse Am
istoyl 210 ificati imi
) e (modlf_rca’n?n chimique ou
ete. mutation d'AA) peut etre
Glycosylati 5 otri
yeosylation_ 800 mesuré par spectrométrie de
O-linked 203, >800 masse.
GPI anchor >1,000 ’ . P
Cette détection Am dépend de
| la Résolution de I'appareil.
Hydroxyproline +16
- - !
Sulfation (sTyr) +80 Sera d'autant plus notable sur
Disulfide bond formation -2 des pep‘l'ides ou les m/z sont
Deamidation +1 bien r'éSOIUS.
Pyroglutamic acid =17
Ubiguitination >1,000

Mitration of tyrosine +45



Nomenclature des fragments peptidiques

g
NH —%

bn_

_CO_

Rn+1

CH —
it
R,

dll’ Vﬂ’ Wn

—2z_

—CH %—COOH
_|_

— dn+1. Vnetr Wnet

Fragments observes en haute el basse energie

Fragments observes seulement en haute énergie



Nomenclature des fragments peptidiques

® ® H
MNH:(EH %—NH—Cli—COOH
a.n Rn O Rn+1 Xn
® ® H
A NH—CH—C HsN—C—COOH
b L | Y
n Rn O Rn+l n
® ®
~vN cle Cl‘i—NHg, HCll—COOH

Cn Rn O Rn+1 Zn



Nomenclature des fragments peptidiques

La différence de masse entre des ions consécutifs d'une méme série permet de
déeterminer les acides aminés consécutifs et donc de déduire la séquence du peptide.

Tableau 7.2 © Incréments de masses des différents aodes aminés

" Acides aminés code cu-:h: Masse | Masse ]
3 lettres 1 lettre monoisotopigue chimigque
() ()
Glycine |  Gly G 57,021 47 57052 |
[ Alanine T Als A 71,037 12 71,079 |
Sérine Set s 87,032 03 87,078
" Proline Pro P T 9705277 o717 |
Valine Val v 99,068 42 99,133
Theéonine Thr T 101,047 68 101,105
Cystéine Cys C 103,009 19 103,144
Isoleucine le 1 113,08 407 113,160
" Leucine Leu L 11308407 | 113,160
[ Asparagine | Asn N 114,04293 14104 |
Aspartate Asp D | 11502695 115089 |
Glutamine Gln Q l?E,Uigﬁﬂ- 128131 T
Lysine Lys X 12809497 | 128174
Glutamate Glu E 129,042.60 129116 |
Méthionine Met M 131,04049 | 131,198
" Histidine His H 137,05891 137.142
" Phénylalanine Phe F 147,068 42 147,177
Arginine A R 15610112 | 156,188
| Tyrosine Tye Y 163,063 33 163,17 |
Tryptophane Ty | W Tixe01932 | 186215 |




Nomenclature des fragments peptidiques

« Autres fragments pouvant étre observés: les
lons immoniums, notes P, V, L ...

[ Acides aminés | Masse caractéristique
Proline (P) 70
R Valine (V) 72
@ | Leucine (L) 86
— Isoleucine (1) "6
H 2 N CH Méthionine (M) 104
Histidine (H) 110
Phénylalanine (F) 120
Tyrosine (Y) 136
Tryptophane (W) 159
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Exploitation de la fragmentation MS-MS

La MS/MS donne une information structurale
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Spectre de |'angiogénine

iMa0H
masss théoriqus = 10792 2 a0 &7
rhases massurds = (107908
Hom 2 d'ol 'exdastence probable d'un pont disulfurs
eritre l=a deux oystéines d= la efquencs
i 11Hy '
a01a8a (MLaH™
116 95
i
iy
1245 &3
{E} spaotre dlectrospray de I'angiogenine J
Forrme dirndrs
— M=215808
ﬁ"f T+
] (M TH]
g2 40
A Matary | My 1hszAd
127827 142700 1474 69

1000 1200 1400 1600



Spectrometrie de masse

Résultat : spectre de masse des fragments de la protéine

A Ot F i {S™MC . Co OO dat) JE
= Locle Jock Sppicatorn Wedos e — if) x|
[ty (#1883 e 4= Ste BEHB WICIRRIIICT B e |
Voyager Spec #1 MC[BP = 2212 1, 35140) I
212 103
w 1.5E
»
0
70
sag uny
“@ 1802 9P
f 5 |
i w
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e A s 24702 s

Mass b o)
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For Mot goon F1
BS1at| @ ot b drrcat P [[ O s Crpones 15 )00 Mk W N6 2o

Liste de masses
-2716.23
- 2284.16
-2212.10
- 1882.97




Spectrometrie de masse

Analyse des donnees : la liste de masses de |a protéine est comparee aux
listes de masses theoriques obtenues a partir des sequences protéiques

derivées du genome. U
< Actine >
271603 |
- 2284.16
- 2212.10 \
Génﬂme - 1882.97
connu - 1312.25 Protéine X
- 2716.23
Cytokeratine - 2284 16
- 2621.23 “ -2212.10
- 1985.36 - 1882.97
- 1524 .59

' -1212.36
Cytochrome C
Proteome - 3002.28
) i 5
- 1124.53
- 969.12




Outils informatigues pour i’'étude des protéines

Prediction de structure

A partir de la sequence, des programmes tentent de determiner la
structure tridimensionnelle de la protéine.

Necessite beaucoup de calculs (tres grand nombre de combinaisons
possibles) : realisés sur des supercalculateurs.

Souvent les programmes se basent sur des modeles de structures de
protéines connues (détermination de la structure par homologie).




Outils informatiques pour
I'étude des protéines

* Plusieurs algorithmes ont été développés pour
interpréter les spectres de fragmentations
des peptides a haute et basse énergie.
Exemple: algorithme nommé SEQUEST

- Les différentes informations récoltées sur

les protéines (masse apparente, point
isoélectrique, taille des fragments apres
digestion enzymatique..) sont comparées aux
bases de  données  génomiques  ou
protéomiques. Les logiciels fournissent une
liste de brotéines et leurs orobabilités



Principe de |'analyse protéomique par
spectrométrie de masse

Protéolyse de 1a protéine par la trypsine -->melnge de peptides

Empreinte peptidicque massique ("pegiiide musr fmpearprint' ) - MALDI-TOF
I
Y

Comparaison a un profil d' hydrolyse théorigque (bases de données)

Y

 a MO Sequencage par spectrometrie
Proteine wlentifice par . (A - de masse en tandem
carte peptidiue massique : (ESI-MS/MS ou Q-TOF-MS/MS)
\ our |
Suite de 1a caractérisation our Protéine identifiee par fragmentation en ionsou
| de ka protéine I ] recherche d'étiquettes de séquences peptidiques
("ppride sequence g ?
y NON

E. Jarpoed { 5008) Nowreau traitement de 1'échantillon de départ




Conclusions

+ Protéomique: Domaine d'avenir

» Domaine pluridisciplinaire faisant intervenir des

biologistes, des chimistes, des physiciens, des
bioinformaticiens



