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Caractérisation par spectrométrie de masse Maldi-Tof d'un polymére
biodégradable : le polylactide (PLA)
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d'autres domaines (libres lextiles, gobelets |etables,
embailages alimentalres, .1 et de concurrencer ainsi
certaing polymeres de commodité, De plus, 8 PLA &
l'avantage d'étre produil & partic d'un monemere o
source {lacide lactigue -transtormeé en lactide: issue de
fa fermentation de sucres) et non @ partir de matiéres
premikres ssues de ressources fossiles.

En autre, jusqua trés récemment, la polymérisation
du lactide necessitait Putilisation de- catalyseurs
arganometalliques gui pouvaient laisser des résidus
miétalliques dans le polymére s'avérant génants pour
certaines applications, Depuis quelques annges, une
calalyse organique de polymérisation e développe
et permel de réallser la polymérisation contriide du
lactide, conduisant & des PLA débarrassés de toul
residu matalligue,

La spectrométrie de masse Maldl est 'owtil de cholx
pour la caractérisation de polyméres, 'objet de cette
étude esl de proposer une méthode optimisée pour |3
caractérisation de ces polylactides.

En premier liew, le choix de la matrice et des sels
dionisation saverent particuligrement primosdial pour
I'chtenticn de spectres homegénes et reproductibies
{B). Les conditions optimales ayant €te déterminées,
différents polylactides onl &té caraclériséds, nous
étudlerans plus particuliérement un bout de  chaine
de type phényigthanol engendrant une fragmentation
matastabie,

Et enfln, le suivi guantitatit du rapport nombre Impalr
nepmbre pair des unités lactides nous a permis d'étudier
I'influence des conditions de polymérisation sur les
réactions de transestérification pouvant avair lieu kors
de la polymérisation par puverture de cycie du lactide
2x
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Comparative analysis of triacylglycerols from Olea europaea L.
fruits using HPLC and Maldi-Tof
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TAG (Triacylglycerals) sre the main components in
vegetable oils, These bDiomolecules determine the
physical, chemical and nutritional properties of the
pils. The nulritional benelils of TAG are related o DAG
imoderate plasma Npld leveld and esterified FA (fatty
acid), which are intermediate biosynthetic molecules of
TAG. TAG analysis is necessary to discriminate betweern
olis of different origin, since some olls have similar FA
profiles. Ofive products oils and table clives are the main
diel sources of TAG in Lhe Mediterransan countrias. In
this wark, chromategraghic and spectrometric methods
were Used for TAG analysis and characterization of
Tunisian olive varielies,

MALDITOFMS and HPLC are two analytical methods
that were used to characterize briacylglycerols of the
Meski, Sayali, and Picholine Tunislan olive varieties.

The HWPLC chromatograms of the oils showed the
presence of 15 TAG species, among which triclein (00
was the maost abundant (21-48%). The results from
poth HPLC and MALDE technlgwes pradict the fatty
acid compeosition and their percentages for each alive
yariaty,
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Competition between alpha-helical and globular conformations of
transmembrane peptide variants in the gas phase
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Structural characterizalion of blomalecules using
tandem massspectrometry (MS/MS: has  recently
known impaoriant devetopments, leading to an increass
of its potential beyond primary structure determination
These developments . essentlally rely on the use of
new fragmentation technigues believed to be non
ergodic, and therelore mare sensitive Lo the molecular
environment, which includes  higher-onger structural
features. Electron capture/transfer dissorciation (ECD/S
ETD), electron detachment disscciation and electron
photodetachment dissoclation are examples of such
techniques. They generate mare specific and more
reproducible fragmentation patlerns than the previously
developed skow heating methods, such as collision:
induced dissociation, and presumably could be used o
probe the cenfarmation of biomeolecular ions in the gas
phase, In this purpose, the conformational sensltivity of
each technique has to be tested against a3 method which
allows reliable delerminalion of peptide slructures in
vacuo, One of the few availlable ways to do-sois based
on ion mability coupled to mass spectrometry (IM-M5)
This techinigue provides diffusion cross sections of
charged molécules in a buffer gas, from which structural
assignation can eventually be achieved fthrough
comparison o cross seclions oblained from calculated
structures 1).

The general aim af the present work is to correlate ECD
fragmentation patlerns to the gas phase conformaticns
of  biemelecular Jons  obtained from  IM-M5. The
computational approach used for structural assignation
Is Dbased on replica-exthange molecular dynamics
using the AMBERS9 torce field [2], which provides
representative samples of the conformational spaces
explored at finite temperature, further amenable o
comparison with experimental data.

Experiments were performed on a model system.
which is hefical in solutiore M2TMP, a 25 amino acids
amphipathic peptide from the transmembrane domaln
of the M2 protein from influenza virus A, lis wild type
form and & shructurally relevant single painl wariants
have been analyzed using both IM-MS performed on a
custom built ESHMS-gTEF M3 (Lyon) and ECD tandem
mazs spectrometry performed on a 12 T ESILTQ FT-ICR
W5 (Lausanne),
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From our IM-MS/REMD results, bwa main structural
families have been identified for the triply charged
MEZTMF variants: the first is ©-helical with a less-ordered
domain at the N-terminal region {cross-section of about
520 AZ) and the second ls essentlally globular-like
{cross section of around 470 A2}, The corresponding
ECD preducl lan abundance (P1A) demonslrales stable
pericdic distributions whose modulations can be related
to the physical properties of the substituted amino acid
131 thydrophilic, hydrophabic, charged site) and further
correlabed with one of the two structural familles
depending on the extent of structural perturbation
induced by the substitution.
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Mass Spectrometry (ESI-IT-MS) Screening of Non-Competitive,
Acetylcholinesterases Inhibitors-Type Huprines
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The new group of drugs, tacring and (=) huperzine
A hybrigs, known-as Hupoines, have previcusly been
described  as  highly potent  acefylchelinesterases
inhibitors [1]. Cholinesterase inhibitors works by delaying
the break downof acetylcholing in the braln by Inhibiting
the action of acetyichalinesterase. Huprines have been
lested in order Lo palentialy lind & new drug [2-4], They
are the mast promising drugs to date demanstrating
highly efficient activity in the treatment of Alzheimer's
Disease (AD),

The-alm of this study Is to test novel Huprine derlvatives
for pharmaceutical evaluation. New Hupring derivatives
have been analysed by electrospray  ionization
wn trap mass spectrometry (ESFIT-MS5F and their
inhibition activities towards recombinant human and
Electrophorus  Electricus  Acetyicholineslerases are
reported. The advantage of the monltoring. using MS
is the use of natural substrake, The inhibition effect
of Huprine X and ils derivatives have been measured
and they were classitied by order -of potency for
pharmaceutical use. Analyses were performed by
aulomated injeclion, by monitoring the canversion ratlo
of acetylcholing to chollne, ACHE kinetic parametiors (KM
and Vmax) were derived as well as inhibitory constants
(ki) of the selected campounds. The oblained values
were found (o be In agreement with those reported in
fiterature, which were obtained via the classical Ellman -
UV speclrometric method. Qur results demonstrate that
soma of these drugs are very potent ACHE inhibitors.
Fikpmolar activities (Ki and IC50) have been obtained
lar the most active huprines which are of polential
interest in the treatment of Alzheimer's disease.
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Etude de polysaccharides et de polysaccharides greffes par FTICRMS

et FTICRMS/MS
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Létude structurale des saccharides el polysaccharides
notamment par spectrométrle de masse frouve &
I'neure actuelle un nouvel esson. En eifet, aux cétés des
champs d'applications classigues de ce lype compose,
lewr  utilisation comme vecteur de médicaments
icyciodestrineg) ou feur emploi en science des matériaux
ouvrent de nowveaus horizons.  Bien souvent, paur
augmenter leurs propriétés de blocompatibllibé ou
ameliorer leurs proprietes d'usage, il est nécessaire
de greflfer sur la struclure poly-osidigue de nouvelies
fonctions ou groupements chimigues.

Par exempie dans le domaing des polyméres, I'empigi
de la hiomasse (amidon, cellelose) apparait une bonne
altermative & 'emplal de palyméres de synthise dérivés
du pétrole. Cependant, les proprigtés mécaniques de
ceus-ci ne sonl pas suffizantes, || convient donc soit
de les modifier soit de les assocler & des polyméres
synthétiques tels que le polysiyréne ou le palyéthyléns
par exemple au sein d'un materiau composite, Dans
ce cadre, les différences de propriétés physlco-
chimique ne permettent pas d'obtenir un produit final
homogéns, ii s'agit plutdt d'un maldriau mésostructure,
afin d'améliorer la dispersion de polystyrene dans |a
celluiose (et Inversementy, il est nécessaire d'avoir
recours & un compatibiliseur présentant des proprietés
intermiddialres entre polymére synthétiqgue ot naturel.
La synthése d'un copolyméere & polysaccharide -
polystyréne » semble ume approche intéressante. ||
s'agit en fail de polysaccharides de taille de chaine plus
oy mains impartante sur laguelle des greffons sonk
insérés de maniére & permetire ensuite l'induction de
la polymérisation radicalalre de chaines polystyréne ou
pelyéthylene,

A ce tibre, i est particulisrement imipartant de définir
le nombre et la position des différents greffons sur
la chafne pely-oside. Lemplei de. la spectromeétrie de
mazse el de |la spectrometrie de masse en landem
apparait dans ce contexte dtre une technigue de cholx.
Afin. d"évaluer les performances de ce type d'approche,
nous avons étudié de petits polysaccharides modeles
présentant de 3 & ¥ oses, qu'lls scient cycligues ou
liméaires, natifs ou greffés. Lionisation est réalizée
par ESI etfou MALD| associde a un analyseur de type
FTICAMS. Lanalyse structurale en made MS/MS a été
réalizes en mode SCRI-CIE en emplovant 'azole comme

Wy, i

gaz de collision,

Aprés avelr définl les conditions eptimales d'analyse de
tels composeés en mode M5 pour les modes d'ianisation
ESl el MALDI en mode de détection posilifl eljou négatil
pour l'ensembbe des composés retenus dans cette dtude,
neus avens examing e comportement de ces composes
enmade M5/M5. Lesions observes correspondent a ceux
reportés gans |a littérature pour ce type de composés,
il s'agit d'espéces protonés ou cationisés par des ions
godium ou polassium en mode de détection posilif el &
des espéces déprotondes ou anionisées par un chlorure
en mode de détection négatif. Le comportement en
mode MS/MS est dépendant du type dlion parent
retems, 5 les espéces potassées ne condulsent qu'a des
détachements de charge, les espaces sodées, protonées
U deprotonges assurent Fablention d'informations
structurales par I'observation de ruptures Intracycliques
et exocyeliques. Ainsi, il est possible d'observer sl an
s rélere & la nomenclature de Domon et Costelio les
fragments &l, Ci, Xiet 24,
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Rdle des cations divalents dans la fragmentation de Poly(Oxyde
d'éthyléne) terminés SG1
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sur le piggeage réversible de radicaux polyméres par
I'espéce radicalalre stable guest le nitroxyde. Parmi
tes radicaux les plus utilises, le nitrovyde. SG1 permet
la synthése de copolyméres a blocs amphiphiies
polyioxyde d'éthylenel/palystyréne (POE-B-PS), ubllisés
netamment dans les hatteries au lithium, ()

Cependant, 'homolyze réversible de fa Haison C-ON
(entre fa dermiére unité du Dloc en crolssance et
te groupement terminal nitroxyde) qui est la base
du processus WMP devient un inconvénlent majeur
lorsgull s'agit de caractériser ces macromaolécules par
spectrométrie de masse aprés lonisation MALEI. Ces
polymeres & groupement terminal fragile ne sont pas
désorbés scus la forme d'adduits cationigues intacts
en phase gazeuse, Une precedente etude a montre
gue lorsgue le processus dionlsation lavorisall |z
protonation spécifigue dé lazobe du nitroxyds, (23 la
ligizon €-OM fant 531 au polymére était renforcée et
Panaiyee: MALDEMS permettail une analyse fiable des
groupements terminauy {3) Toutefols, fes polyméres
synthetiques presentant wne affinite  protonigue
dautant plus falble gue leur tallle auvgments, cetbe
midéthode reste lrritée 3 'élude de petits aligoméres,
Dans le but de promouvoir une ionisation dowce de ces
polymbres par MALDI, 'utilisation de cations divalents a
été explorés, La méthodologle mise en @uvre consiste
a etudier la rupture dela liaison C-ON en soumettant 2
dissociation indulte par collislon les adduits cationlques
falcating-terreus ef métaus de transition) du palymére
formeés par lonisation electrospray. Cette approche
permet de dislinguer I'étaps d'ionisation de ['étape
de dissoclation, deux €tapes Indissociables dans 1a
spurce MALDI. et d'etudier Foccurrence de la rupture
homalytique gui libére le radical nitroxyde en fanctlon
du métal adduit. Des mdcanismes dé fragmentations
ont pu Btre preposss pour rendre compte des différents
comportements MS/MS observés et sonl etayés par des
calculs theorigues.
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Etude du peptide transmembranaire SNARE Vamp2TM22 au sein de
vésicules lipidiques par échange Hydrogéne/Deutérium analysé par
spectrométrie de masse (HXMS)
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Les profeines SMARE (Soluble M-ethyimaleimede- (CID) a rendu difficile voire impossible la localisation,
sensitive-Factor Attachment Protein Receptor) jouent  avec uneg résolution a lacide aminé prés, des sites
un rile prépondérant fors de ta fusion membranaire  dincorporation de  deutérium. MNous avons donc
intracellufaire chez les eukaryoles en formant des  envisagé une expérience de type électrospray combinde
complexes reliant les deux membranes, Toutefols, lerdle 3 ume dissociaticn par transfert d'électron (ETD)
du domaine transmembranaire des protéines durant ce car ce procéde est repute limiter 2 phénoméne de
processus reste encore mal determing. scrambling. Les résultats seront présentés pour |e
Afin de caractériser & réchelle moléculaire les  peptide possédant |a séquence native Vamp2TMz2, et
interactions  protéine-lipide  impliguées dans e des variants ciblés susceptibies d'affecter la sécrétion
processus de fusion membranaire, nous avors ulilisé  de la protéine VampZ et 'exocytese.

Péchange Isotopigue  Hydrogéne/Deutérium:  amalyse

par speciromefrie de masse (HEXMS) pour etudier le

comporlement d'un peplide de =synthese de 22 acides

aminés correspondant au domaine transmemoranaire

de la protéine SMARE VampZ. L'échange H/D a £té

sulvl d'une parl larsque e peptide e:1 seuf en solution

Esatrape et d'autre part lorsgu'll esk placé en presence

de lipides mimant une bicouche lipidique membranaire,

Lobjectif est de prouver l'insertlon du peptide au seln

des vésicules lpldigues, Cette insertion peut ére mise gn

&yidence par une diminution du taux dincorporation de

deutérium qui traduirail ure réduction de Haccessibilité

au  solvant deubérd - des atomes  d'hydrogéne

eéchangeables. Des etudes prealables par ATR-FTIR

(Atlenuated  Total Rellectlon  Fourier  Transfarm

Infrared) ont monfré que la composition lipldlaue

inature des lipides, ratio peptideiipide) influence de

lacon Importante ta sbructure secondaire du domaine

transmembranalre de |la protéine SMARE Vamp?2 dans

fes membranes lipidiques modéles. Nous avons donc

choisi d'évalugr différentes conditions (notamment 12

mature des lipldes et le ratio peptidefipides) dans des

expériences de cinétique d'échange H/DL

Cependant, le caractéra trés hydrophobe et a tras faible

splubilité du peptide membranaire YampZTM22 ainsi

que le phenomene de compétitien & lionisation entre

lipldes et peptide ont été des polnts clés a résoudre paur

be succhs de Fapproche HiMS.

Plusieurs poputations datomes d'hydrogéne, échangées

avec des constantes de vitesse différentss, ont pu

étre mises en dvidence. Cependant, e phénoméne de

migration intrameoléculaire des atomes de deutérium

{scrambling) observé lors de la fragmentation du

peptide deutéré par dissociation Indulle par collision
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Identification and quantification of phosphatidylcholines containing
very long chain polyunsaturated fatty acid (VLC-PUFA) in bovine and
human retina by liquid chromatography/tandem mass spectrometry
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The retina |= one ol the vertebrate tkssues wilh the
highest content of polyunsaturated fatty acids (PUFA),
A large proportion of the retinal glycerophosphofipids,
especially those lound in phatoreceptor membranes,
are dipolyunsaturated malecular species.  Among
them, dipplyunsaturabed phosphatidylcholine
molecular spacies are known to contain very long chain
polyunsaturated fatty aclds VLC-PUFA) from the n-3
and n-& series and having 24 to 36 carbon atoms (C24
to 36y and four 16 six double bonds. Recent interest
in the rote of VLC-PUFA came with the finding of the
involvement of a protein named ELOngation of Very
Long chain falty acids 4 (ELOVL4) In their biosynthesls
and the known mutatlons in the ELOVLE gene In
Stargardi-like macufar dystrophy (3TD3), a dominantly
inherited Junevile macular degeneration leading to
vislon foss.

Using 3 triple guadrupole M5 instrument, we developed
an  HPLC-ESI-MS/MS  method for the  struclural
characterizatlon and the quantification of |ntact
dipolyunsaturated phosphatidyicholine (PC) moiecular
species  containing VLC-PUFA  and  walidated  this
methodalegy on retinas from bovines and human donors.
Successful separation of phosphatidylethanolamine
{PE}, phosphatidylinositel (Pi), phosphatidylserine (P5),
phosphatidylcholine  (PC),  Iyso-phosphatidylcholine
{LPC) and sphingomyeling (SM) was achieved by using a
sifica gel column and a gradient of heranefisopropanal/
water containing ammonium  fermate -as a mobile
phase. A complete structural characterization of intact
phosphatidylchalines species was ohlained by callision-
induced dissoclation {CID) In the negative mode.
Fatty acld composition and distribution can be clearly
assigned -based on the intensity of sn-2/sn-1 lragment
tons. The characterizatlon of PC species was done on
bovine retina. Among them. 28 were dipolyunsaturated
PC species containing one VLC-PUFA (C24 ko C36) with
three to six double bonds, YLC-PUFA was always in
the sn-1 position whilst PUFA at the sn-2 position was
exclusively docosaherzencic acid (DHA, C22:6n-3).
Mest of these YLC-PUFA-contalning dipolyunsaturated
PC were detected and guantified in human retinas.The
guantitative analysis of the different PC maolecular
specles. was performed in the positlve mode using

i e e U Adnmmsanen DAMEGI RS CNES, MR TRIF INKA, Do oe Bowegogme, dgry

precurser ion scanning of m/z 184 and 14:0/14:20-PC and
28:0/24:0-PC a5 Internal standards, The relationship
betwesn the MS peak intensities of different FC
species and their carbon chain length was included for
callbratlon, The main represented compounds were
thase having VLC-PUFA of 32 carbon atoms {0323,
C32:4, C32:5 and C32:6) and 34 carban aloms (C34:3,
Ca4, C34:5 and L3460, Dipolyunsaturated PC with
365 and 366 were detected but at lower guantities.
In conclusion, this new HPLC-ESKHMS/MS method =
sensitive and speciflc encugh to structurally characterize
and guantify all molecular specles of PC, including thoss
esterified with VLC-PUFA. This technique |s wvaluable
for a precise characterization of PC miplecular species
confaining VLC-PUFA in retina and may be useful for
betler understanding the pathogenesis of STO3.
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Isolation de sphingophosphonolipides issus de mollusques par SPE
et CCM-2D et caractérisation par spectrométrie de masse ESI/MS
et ESI/MS/MS
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Les phosphonalipides sonl particuliairement exprimés
chez ies protozoalres, les onidalres, les mollusques et les
éponges, Peu d'études font mention de feur présence
dans les tissus de mammiféres. Les phasphonalipides
différent des: phospholipides par la présence d'une
ligizon directe C-P 3 !a place d'un fien ester phosporigue.
les rendanl particulibrement fésistants & la coupure
par la phospholipase D. Chez les mollusques, les
phosphenalipides principaux sent habitueilement des
céramides  aminoéthylphosphonates  (CAERY  Leur
metabollsme et fonctlon physlologlgue sent frés
pew comprises. Dans le but d'en sawaoir plus sur ces
aspects, il a éte pacessaire de metlre au paint des
procédures qul permettent ['lsolation et |a séparation
des CAEP des autres phospholipids,  Dans le cas des
phospholipides 55us de mollusgues comestibles (Mytilus
gallopravincialls and Pinna nobiiisy que nous étudiens, |
ne nous a pas eteé possible d'utiliser fes méthodes déja
décrites. Mous avons done développd une méthods par
extraction en phase solide ainsi qu'une séparation par
chromatographie sur couche mince bidimensionnelle
qui permet de séparer les sphingophosphonolipides des
autres phospholipides.  La complexité des mélanges
abtenus n'a pas rendu possible une caracterisation de
lewr structure par RMM. Mous avons denc éludié les
fractions chromatographiques par spectrometrie de
masse ESIMS et ESIMS/MS, Cette dernigre technigue
nols 4 permis de caractériser sans ambiguite la
nature phesphoncliphdique de certains  composants
des fractions isolées. Nous avoms ainsi pu efablir des
schémas de fragmentation en relation avec la structure
des lons Sludids par MS/MS (mode positil et négatif).
Les ions fils observés sont caracteristigues de ces
phosphenolipides.
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Analyse de polyméres et de

copolymeéres synthétiques par

spectrométrie de masse DESI-Orbitrap
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Une des édvalulions rdcentes de la specliométrie de
masse consisbe 3 réaliser 4 pression atmasphérigue,
des analyses rapides avec un minimum de préparation
d'échantiltan voire plus du toul. Ces derniéres annees,
de nouvelles methodes dionisation ont ainst éte
décrites sous le terme d'wipnisation ambiante », Dans ce
travail, nows fious proposons d'évaluer leg performancas
de l'une de ces nouvelles méthodes dionisation: |a
techinique DES| {Desorphion Electrospray lenizationd
pour 'étude de polymeres synihetiques. La méthode
DESI a été Introdulte en 2004 par le groupe de RG.
Cocks (Purdue University). 5a mise en ceuvre consiste
& diriger des goutlelettes électrondbulizsées avec
assistance pneumatigue vers une surface a analyser a
pression atmosphérique. Des ions sont produits & partir
de 'echantilion dépose (ou nitialement présent) sur la
surface. Les spectres de masse qul en résultent sont
trés similaires des spectres electrospray classigues.
Palentiellement, les avantages de |a tachhique DES| sonl
importanis: i-5'agit d'une méthoda d'ionisation directe
{peu ou pas de préparation d'€chantilion necessairel.
le gain de temps est considérable, de plus, 1a technigue
DES| epére a l'alr likre, la manipulation des échantilfons
est plus aisée, la surface peut &tre de diverse nature ;
verre, plastigue, métal, papier..Les limites de celte
nouvelle méthode dlonisation DESl pour famalyse
des polymenes, en termes de sensibilité, de gamme de
masse, ou encore simplement de gamme de polymeres
accesslble a I'analyse. ne sont pas encore blen connues
puisque seul un petit nombre d'articles rapporte 'emploi
de la lechnigue DES| pour 'analyse de polymeres.

Le but de ce fravail a été dans un premier bemps,
d'evatuer fes performances de cette nouvelle méthode
diomsation, en termes de sensibilile et de gamme
de masse en fonctlon du type de polyméres et des
conditions opératoires. Les . polymeres  interroges
avecr ce nouveau mode d'ionisation ont été de natures
diverses : des polymiéres ou des copolyméres industriels
gui présentent une grands  wariété  d'application.
polyéthyiene glycol de masses moyennes 620, 1080,
1470, 4120, 700 gfmel ; polyméthylmethacrylates
855, 1970, 2710, 3790 g/mol ; palydiméthylsiioxanes
770, 1200, 2000, 3780 g/mal et copolyméres d'oxydes
d'éthylene et de propyléne de séquences variables 2000
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gumol, Les polyméres ont élé d'abord &budiés seils, puls
directement au seln de matrices complexes (détergents,
cosmétiques, médicaments..). Au cours de ce travail,
la source DES| a éte associee & un analyseur Orbitrap
gui permet d'atteindre wne résolutlon de. 100000
La caractérisation de ces polymeres synthetiques
s'gsl malgré leul révélée deélicate en raison du grand
nombre d'états de charges produits en DESI, & titre
d'exempte, un polyéthylene glycol de masse moyenng
4120 présente 8 distributions d'elats de charge allant
de 2+ 3 9+, Les lons sont essentlellement des addults
de type (M#nMNain+. Pour le calcul des masses molaires
mayennes (en nombre Mn, en poids Mp), et des indices
de potymatécularité - (lpy traduisant 'étroliesse de la
distribution des masses moléculaires, il & &té nécessaires
dang un premier temps, d'utiliser un logiciel appragprié
pour déconvatuer les spectres DES|, puls a'utiliser um
pragramme complémentaire’ permettant d'identifier
e manigre automatique chaque oligomére, Pour les
homepolymires, les résultats obtenus en DES| sont en
bon accord avec les donnges MALDETOF ef SEC. Dans
fe cas des copalymeras synthétiques, le nombre &'ions
devient considérable parce gue le polymére contlent
plusieurs motifs de répetition différents, L'interprétation
tes specires DESEdevien! alors trés délicate et conslitue
un ride| diédi,



P2-01

Identification de déviations structurales dans des dendriméres
biodégradables par electrospray-MS/MS
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Les  dendrimeres de type  polylamidolamine
(PAMAM) savirent particullérement efficaces dans
la wectorisation de M'ADN oo de I'ARM, Toutefois, les
poly(aminaiesters presentent lavantage supplémentaire
d'etre blodégradables, wia le civage enzymatique
de leurs neombreuses llaisons esters, Lapproche
divergente usuellement mise en euvre lors de lewr
synthbse permet la production de dendriméres de
haute generation mais peut également occasionner des
réactions secondaires qui donnent liew a des molécules
deéfectueuses, La caractérisation des céfauts présents
dans un echantillon de dendrimeres permet d'identifier
la nature de ces réactions parasites &l, de la, modilier
ies conditions expérimentales paur les minimiser,

Les stratégies analytigues basées sur [a specirométrie
de masse  impliguent dans un premier  temps
I'"etabilssement du comportement dissoclatil  des
molécules parfaites, qui sert ensuite de référence dans
Fétude WSS des malécules délectususes. Cetle Sude
décrit fos rdgles de disseciation d'upe nouvelie famille
de cendriméres biodégradables, des polylaminolesters
portant des groupements terminauy lert-bulyl esters.
Apres activation par collision, les malecules protondes
produlies aprés ionlsation electrospray subissent une
réaction de fragmentalion principale qul consisle &
dliminer une makécule de Z-misthyl--propéne, aéndrant
ainsi une terminaison acide carboxyiigue. Cette réaction
se produit a partir de terminaisons de Branche du
dendrimére et permettra donc de caractériser le nembre
determinzisons intactes dans une molécule defectueuse,
A parlir des lerminalson: acides, I"8limination d'une
moécule d'éthéne et d'une molicule de dioxyde de
carbone {72 Dal au cours du méme mecanisme est
parfois observés, Alternativement, des &liminations
successives d'un bras entler du dendrimére (301 Da)
sont egalement chaervées, Combinées aux pertes de
neutres de 56 Da, ces pertes de 301 Da permattiront de
Iocaliser les déviatlons structurakes. Sur ia base de ces
régies simples de fragmentation, la structure de défauts
présents dans un échantillon de dendrimare polylaming
ester a pu dkre facilement caractérisde,
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Development of an HXMS Workflow and its Application to Epitope

Mapping
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Introduction:

Hydrogen/deuterium  exchange mass spectrometry
{HEMS) is a useful analytical method for the study
of protein conformational changes, To increase the
adoption of HXMS in the blopharmaceutical industry,
standard practices need to be developed o ensure
system performance is consistent. In this study, we
describe a comprenensive HXMS workflow which
is capabie of chromatographic separations ranging
from 300 pm e 1.8 mm Ld columns, Cylechrome ©
was chosen to assess system reproducibllity as well
as validate ail aspects of system perfermance. Qncs
system performance 15 validated, the systern can be
utllized to determine epitopes of protein and antibody
interactions.

Method:

Protein samples were exposed to deuterium for various
amounts aof time and subjected to online pepsin
digestion coupled to separation at low temperature
in a newly developed chiller modulte, The eluent was
directed into & Q-Tof with standard ESI interface for
mass analysis. Peplides were lragmented by a simple
scheme of alternating scans with low and high collision
enargy, Chromatographic time-alignment was used fo
associate precursors and fragments prior to a database
search, Accurabe mass precursers and fragment lons,
physiochemical properties, and peptide replication were
used bo minimize faize positives,

Breliminary Data:

All aspects. of system performance were assessed
with the standardized workflow. This covered aspects
of protein digestion, peptide recovery post digestion,
peptide separation, and peptide detectionfidentification.
in general, up 1o 100% linear seguence coverage was
consistently observed for the Cytochrome ¢ proteln
sampie, In addition, there was a high degres of peptids
overlap, enhancing the
incorporation, The unigue nature of alternating scans
of low and high coliision erergy allows both precursor
and Iragment ions to be defined by a minimum of 10
points across each peak. This permits the determination
of peak parameters (area miensity, and widthy for al
observed lons. In addition to reproducible identification,
these metrics wane used to assess systermn variabllity.

locafization of deuterium

Typital responses were less than 10%R5D during the
validation study.

Combining baoth peptide identification and observed
peak parameters all aspects ol ke workflow were
validated. The HXMS workfow will be applied to mapging
epitopes of proteins and their corresponding antibodies.
Mowel Aspect:

HXMS workilow using alternating scans of low and high
coliision energy applied to epitope mapping.
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Changement de conformation spectaculaire lors de la désolvatation
du complex non covalent sBBI/trypsine
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LESEMS est deveriu un oulll important pour Félude
de systémes non-covalents: protélne-protéine ou
encorg protéine-ligand. Dans des conditions douces.
de désolvatation ces complexes amends intactes en
phase gazeuse donnent ainsl accés facllement 3 lewr
stoechiométrie. Des cations métalligues sont souvent
impligués dans la slabilisation de fa structure de |a
protéine ainsi que dams son-activité biclogique. La
Incalisation de ces metaux par spectroméirie de masse
est ndanmoins rarement Studidea, Au cours de ce travall
nous nous sommes intéressés au complexe trypsine/
B3l (soybean Bowman-Birk inhibitor) et en particufier
au changemenl de conformation de ce complexe en
phase gazeuse mise en dvidence par la position de ion
Cadt,

Dans des conditions non denaturantes, le spectre de
masse de fa trypsine présente des ions multichargés: de
trypsine conservant 'ion CaZ+ de fagon analogue a oe
qui ezt connu en solution. Inversement, pour inhibiteur
sB8l, méme en présence de CaCl2 principalement
les especes multi-protonses sont detectees; Dans
le cas du mélange &1 trypsinefinhibiteur, en mode
ESI positit ‘et négatil, les spectres enregistrés sous
desplvatation douce  affichent  principatemant e
complexe  trypsing/inhibiteur  ((TA1F cationisé  avec
un lon Cad+. La dissockation "inesource” du. compleie
solvate @ ete effectuee afin d'obtenir des informations
sur emplacement du Ca2+ relativerment au site de
lalson inhibdteurtrypsine, Alnsl avec une tension de
l'orifice-skimmer relativement éleve, les spectres de
masse présente la disparition des ions du complexe. La
dissociation du complexe ternaire [(T+nH+Cajine2)+
conduit spécifiquement aux ions trypsine catinnisés (T/
Ca2+) ainsi qu's ceux de l'inhibiteur pratonés {1} (avec
une trés falble abondance des espbces cationisdes par
le calcium), Ce comportement est cohérent avec les
données connues de cristallographie. Probablement gue
dans ces conditions, les partenalres se séparent avant
la désodvatation tolale. Inversemenit, les spectres d'ions
produits (mode MS/MS) du complexe [(T/HSHI+Call+
condult & T protond el a 1/Ca2+, On peul supposer
qu'une migration formeile de Iien Ca2+ de g trypsine
vers Ilinhibiteur se produll au sein du complexe. Compte
tenu de la structure aux rayvons X, cecl impligue un

Ly Framce

important changemenl conformationnel du complexe
en phase gazeuse pour permetire le transfert Caz2+
observe.

Enlin, & partir de complexes cationizes (partiellement)
soivatés, || pewt Btre considéréd gue le calcium est
toupours conservée par 13 trypsine loin de l'inhibiteur
Un - changement important de la conformation doil
avoir leu au cours de |a désolvatation, permettant &
inhibiteur d'atteindre une géometrie particulizrement
tavorable & la fixation du calcium,
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Identification des métabolites générés in vitro d'analogues chlorés

du bisphénol A
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Le bisphénol-A (BPA) est produll industrisllernent & plus
de 3 millions tonnesfan essentiellement pour entrer
dans la composition de nombreus materiauy plastigues.
On le retrouve également dans le revetement Interne
des canettes ou des boites de conserve, dans les
ciments denfaires ou encore |es papiers & impressian
thermigue. Les analogues chiorés du BPA {mono-
di=, trl- ef tétrachioro-BPA) représentent un groupe
emergent de contaminants epvironnementaws gui sont
elroiternent ligs au BPA, Leur présence a été délectée
dans l'ervironnement et netamment dans les rejets des
stations d'épuration (13, et des résultats récents ont mis
ef évidence une exposition humaing en démantrant
lewr prosence dans des tissuws humains (21 Etant donnée
fa faible production industrielle du tétrachioro-BPA
(TCBPA} en tant gue retardateur de Namme (¢ 10000
tonnesfan), Il semble gue 'arigine des anaicgues chlorés
du BPA dans l'environnement soit majoritairement
causéde par la chloralion in sltu du BPA, plutdl que par =
dégradation du TCBPA industrial, En effet, le BPA peut
tacilement &tre chloreé par reaction avec I'hypochlarite
de sodium (3) qui esl communément utilisé pour |e
Blanchiment du papier ou le retraitement des caux
usees, dewx matrices contenant du BPA, Contrairement
au BPA ou au tétrabromao-BPA (TBEPA), le métabalisme
in witro ou In viva des analogues chicrés du BPA n'est
pas connw,

Les processus de bioactivation du monocchioro-BPA
(MCBPAY, du dichloro-BPA (DCPBEAY du trichloro-BPA
(HCBPAY et du TCBPA ont donc éié étudiés in vitro sur
des fractions subcellulaires de {oie de rat ot de foie
humain, en wtilisant des analogues chlorés du BPA
radic-margues au carbone 14, Les meétabolites ainsi
géneérés ant ensulle été sépares par chromatographile
llauide (Thermo Spectra MS30, Therme Sclentifics en
utitisant une celonne Mucieodur CB gravity (Macherey-
MWagel} et un gradient de phases mobiles composées
d'acétonitrive, deau et d'acide acétique. Les metabodites
ont éte selectivement gétectes avec une détecteur de
radioactivité en ligne et Identifies par spectrometrie
de massé aved un analyseur de type plbge a lons (LOO,
Thermo Scientificy équipé d'une source d'ionisation par
Electrospray opérant en mode négatif. La caractérisation
structurale des métabalites 525t appuyée sur les voies

de fragmentation connues des analogues bromés du
BPA (4), les massifs sotopigues des lons observés
sur les spectres full M5, les spectres MS/M5 obtenus
a partir d'lons précurseurs de composition sotoplgue
différente, des spectres M3 el d'analyses RMN lorsgue
les quantités de metabolite le permettaient,

LU'étude par Radio-HPLC des anatogues chlorés du BPA
a montreé la formation de plusieurs métabolites par
les microsomes de foie, identigues chez 'homme et |e
rat. De maniere originale, plusieurs metabotites mains
polaires gue la molécube mgre ont 60 abservés dans les
incubations impliquant fe tCBPA et l= TCBPA. Lanalyse
struclurale par spectromeétrie de masse a guant A
elle permis. didentifier les métabolites polaires gui
correspondent soit a ces métabolites: issus du clivage
de la molecule mére, sait & des métabolites hydroxyls.
Concernant les métabolites apofaires, des composés
possedant jusqu'a 7 atomes de chlore oni pu &tre
identifiés par spectromélrie de masse et conlifmés par
RMN.
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Etude métabolique par CPL-5M2 d'un nouvel agent anticancéreux, le
WS 27, associant le chlorambucil au fluorodésoxyglucose
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Dans objectil d'une chimiothéraple ciblée des lumeurs
solbdes via e flucrodésoxyglucese (FDG), de nouvelles
molécules - anticancéreuses. ont  eieé  synthétisees
assoclant un agent cylotaxlgue, e chlorambucil, au FDG,
les deus entités étant relides par divers espaceurs {1).
Des dtudes in vivo sur deus de ces malécules ont montré
urie inhibiticn de la croissance tumorale de ordre de
T590%, Inhibition hautement significative. Celbe-ch se
maintient au-dela de 10 jours apres larrét du traitement
atdministre par vole Intra-péritondale,

L profil métaboligue de la molécule la plus active, le
WS 27, est évalug par CPL-ESISM-SM et par RMN du 19F
Une méthode analytigue CPLESIFSM-SM & éké
développée afin de mettre en évidance les matabolites
du ‘WS 27, La phase stationnaire utilisée est une colanne
chromatographigue Phenomenes Synergl polar-RE (150
% 3,00 mm ;4 microns). La phase mobile, composdée d'un
meélange de solution A {formiate d'ammonium 10 mM,
pH3) et de solution B (acétonitrile) est délivrée avec un
débit de 0.5mLfmin en mode gradient. La détection est
realisee par ESl en mode MRM

La recherche des métabolites a &t effectuda sur divers
prélbvements blologlgues tumeur, fole, cervead, rain,
poumon, plasma, uring} de souris C5TBIE porteuses de
{umeurs BI6F0 traitdes en [P & la dose de 0,05mmalf
Ky de WS 27 et qui ont été sacriflées aux temps 2h,
ah et 24h. La detection par SM-5M en mode MRM a
permis de mettre en évidence t4 métabolites ainsi
dgue le prodult inchangd au nivead bislogigue. Les
différentes reactions de meétabalisation retrouvees sont
Phydroxylation du noyau phényie, la désacétylation,
la M-géchloroéthylation, 'nydrolyse au niveau de
l'espaceur en liberant le chlorambucl qui subit wne
beta-oxydation pour danner l'acide acélyle phényle
moutardé,
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Détermination des parameétres de distribution de copolymeéres
acryligues statistiques par MALDI-MS
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Les copolyméres amphiphiles, & blocs ou statistiques,
présentent des propriétés macroscopigues esploitées
dans de nombreux domaines: indusiriels, Les
performances de tels malériaux sont étroitement
associées  aux  paramétres  structuraux des
macremalécuies et leur caracterisation, notamment en
termes de taille, est primordiale. Traditlonnellement,
la tallle des polyméres synthétigues ost détorminde
par chromatographie desclusion stérique mais la mise
en cauvre de cetle technigue pour fes copolymeres
est assez fastidieuse. La RMN & gradients de champ
pulses (RMM PGSE) permet diatteindre e paraméetre
Mw avec une bonne précision mais la validité des
modiies de diffusion permettant de reller le coefficlent
dauto-diffusion des macromolecules a 13 masse
miovenne en masse st limitée aux homopolymeéres, La
spectrométrie de masse apris onisation MALD est une
technigue analytigue de choix powr la détermination
dez paramétres de distribution, ad molns dans le cas
dio pofyméres de faibie polydispersité. Pourtant, dans e
cas particulier de I'éfude de copolymeres amphiphiles.
la recherche des conditions expérimantales MALDI est
extrémement Complese.

Une stratégie consiste a transformer les molécules
de copolyméres . en  mobécules  d'homopolyméres
pour lesquelles les conditiens MALDE sont validées.
Dans e cas de copolymeres statistiques constitues
d'unités acide méthacryligue (AMAY el d'unités méthyl
mdthacrylate (MMAY deux méthcdologies ont é0é
envisagees : méthyler chaque unite AMA du copolymére
AMA-MAM pour produlre un hemopalymere PMAM, ou
mydrolyser 1es fonctions esters des unités MAM pour
produire un homopolymere PMAA. Les parametres
de distribution de ces homopolyméres, mesurés par
MALDI-MS &t validés par RMMN-PGSE, ont permis de
remonier aux valeurs Mn et Mw des copolymeéres de
départ, |2 composition co-monomérique des molécules
étant fournie par une analyse RMN quantitative,
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Caractérisation de la spécificité de l'enzymeTrm| de pyrococcus
abyssi par spectrométrie de masse MALDI-TOF et MALDI-TOF/TOF
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Lenzyme Trml  est une ARME  méthyltransféraze
iMTased S-adenosyl-Lmethionine3AM) -dépendante.
Elle catalyse la méthylation de Padénine en position
58 de I'ARN de transferl. Cetle mélhylation miAGS
est  essentielle chez  plusieurs organismes, Par
exemple, chez la bactérie thermophile  thermus
thermophitus, mIASE esl nécessaire & la croissance
de la bactérie a haute température, Contralirement
auy engymes Trml bactériennes et eucaryotes qui
sonl mono-sites spéciliques felles ne méthylent que
AS8), Trml de Pyrococcus abyssi posséde deux sites
specifiques permettant aussi la methylation de AST. La
caractérisation de la regiospécificité de cetle enzyme
sur-son substrat naturel s'est malheureusement avérde
impossible par les meéthodes ususlles de radioactivite
&n raison de Venchainement de 3 adénines en posilion
57, 56 ot 59. Nous avons alors appliqué ure méthode
alternative basée sur la digestion de IARNE suivie
d'une caractérization des oligonucieotides modifies par
spectrométrie de masse MALDITOF et MALDI-TGF/TOF.
LARNt a dans un premier temps éfe incubé avec
l'enzyme Trml en présence du co-facteur SAM. Aprés
arrétdela réaction (précipitation de ia protéine par ajout
d'un melange phénolfchloroforme/alconl ispamyligue)
PARNL & €té extrail par centrifugation et précipitation
éthanoligue, puls dessalé sur colonne MicraSpin G-25.
La digestion a alors été effectude par la RMase A,
Les oligonuciéatides résultants ont élé analysés par
spectromeétrie de masse MALDETOF en mode réflectron
positif, La matrice DHB & & choisie et le mode de
depidit « dried droplel » utilisé pour la préparation
des échantiltons. Enfin. les oligonucléotides modifiés
diintérét (incrément de masse di aux methylations
supposdes ont 8té tudiés par spectrometrie de masse
MALDFTORTOF en mode M5 et MS/MS, Dans o2 dernier
cas, l'argen a eété considéré comme gaz de collision
{P=4,6x10-5 hPa) et I'énergie de collision a eté fixée &
2 ke,

Cette étude a permis de démontrer |a specificité des
positions de méthylationde I'enzyme Trml de Pyrococous
abyssi sur PARNL Rapidité, sensibilité, robustesse ef
specificite font de la spectromeétrie de masse MALDI en
mode simple ou tandem, la technigue de choix pour la
caractérisation d'cligonucléatides modifiés.
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Characterization of fragmentation pathways of new bisphosphonates
by electrospray tandem mass spectrometry
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Bisphosphonates are important drugs for the lieatment
of a variety of bone diseases. Since some of these
compounds have no chromophore, their detection is
challenging and mass spectrometry (MS) appesrs to
be an appropriate sensitive tool, Previous studies were
done by ESIFMS{n} in positive and negative mades
for studying bisphosphonates. The compounds were
analyzed by ESI-MS5{n} (1.2). Foliowing the side chalm
and the esterification functions, different fragmentation
pathways were deduced. Nevertheless, unasterified
bisphosphonates gave few fragmentations and. were
difficult te analyze. Our werl deals. with the analysis by
ESI-MSIn} of unesterified bisphosphonates,
Bisphosphonates were analyzed by ESI-MSin) on both
an ion trap {to carry out MSin) experiments (until n=53
and a Q-TOF mass spectrometer (lo have betler mass
accuracy) in pasitive and negative modes,

We describe the dissociation mechanisms of these
prodrugs both in positive and in negative ion modes. We
presented complete fragmentation fingerprints of the
bisphosphonates both in positive and negative modes
by ESI-MS(n). These fingerprints will be of greal value
for differentiating theseé potential prodrugs in complex
biological mixtures.
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Stratégie d'analyse rapide par MALDI/TOF/TOF
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Létude de la localisabion des ponts disullune,
madification post-traducticnnelle associée 3 la structure
tertiaire, 2 &8 menée sur des peptides modéles, l= Mast
Cell Degranulating (MCDY peplide [1] et 'Dconatoxing
MVIA [2]. Ces deux peptides, hautement bDasiques,
contiennent une vingtaine d'acides aminés, et deux ef
trois ponts disulfure respectivement.

Une strabégle d'analyse. raplde par spectrométrie de
masse M5/MS sous fonisation désorption laser assistés
par matrice (MALDI) a été appliguée au MCD peplide,
puis a la conotoxine MVIA. Le peptide est tout d'abord
réduit par le dithiothreitel (DTT), afin de dénombrer
fes ponts disulfure, En paraliéle, il est digeré par la
trypsing, puis les lons [rypsiques sont analysés par
MALDI-LID (Laser Induced Dissociation). Les spectres
LID lant apparaitre, oulre les jons séguentiels de séries
boet v, des combinalzons d'lons sous forme de triplets
et de guintuplets, diagnostiqgues de la présence de
fiaisons disulfure. L'ensemble de ces résultalts a permis
de wérlfier |a pesition des ponts disulfure dans chague
peptide,

Méanmaoins, des phénomeénes de scrambling peuvent
ayair liew en phase gazeuse [3]. Le recours a d'autres
enzymes non spécifigues felles que-la chymatrypsine
ou la pronase savere necessaire pour un assignement
unlvogue des pents disulfure,
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Complémentarité des techniques CPG-SM et CPL-SM-SM pour
caractériser les composés issus d'une exposition a I'éthanol des
cathéters de dialyse en polyuréthane
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des catheéters tunnellisés est uns option thérapeutigue
émergesnte. Of les fabricants de calhéters ne
garantissent pas labsence de dégradation de la
structure lors d'une exposition profongeée a P'ethanal.
Une premigre etudetl, realisée sur des calhélers
en silicone, a montré Pexistence d'un relargage de
poiydimethylsiloxanes cyclises dés 4 heures de contact,
majeur avec 'sthanal 4 95%, tré: falble avec 'élhanol &
&0 et non slgnificativement différent de celul cheervé
aver le WaCl & 0,9% (témoin), autorizsant Yemploi de
Péthancl a 60% dans les catheters en silicons

Une étude amaiogue, mais plus complexe en raison
de P'hetérogengite du matériau, est en cours sur les
cathidlers en polyuréthanes (PURY. Divers lols de
cathéters en Carbothane® et en TrinitiexE ont ébé
immergés (1 catheter entier dans 30 mL de solution) &
37, dans trods salvants différents: chlorure de sodium
4 0.9%, éthanol & 60% ef éthanol 4 95% pendant 5 min,
30 min, 4 heures, 15 jours et, 4h puis 15 jours, a raison de
ri= 6 échantillons par essai.

Lanatyse en CPG-SM el en CPLSM-SM des solutions
de stockage a révelé 13 présence de divers polyols
i1,&6 hexanediol et dérivés hexyl, &thyl carbonate diolsy
dans 'éthanol & 95%, La présence de nonylphénols a
également &t observeés sur un fot de catheters, Ces
composes présentant une toxicité reconnue, une étuds
quantitative par CPG-5M en SIM ons a m/fz 121, 135 et
1497 a éte entreprise et les concentrations retrouvées
aprés 2 semaines dimmersion sont de 1921 = 141 ugf
mL dans I'éthancl 3 958%, contre 3,60 « 0,03pg,/mL dans
F'éthanol & 60%, versus ¢ 001 pg/ml dans le MaCl &
0,9%. La concentration en nonylphénaols dans I"éthanol
a 60% reste <O pogdmL jusgu’a 40 d'immersion,
Cependant, les nonylphénals n'ont pas éfe retrouveés
dans les solutions d'immersion pour les aulres |ots de
cathéters testés, méme aprés contacl dans "éthanol &
95%, Ces résultats confirment la variété des matériauy
poiyurathanes el des addilifs de synthése ulilises
pour la fabrication des cathéters, ainsi gue "évolution
censtante des procedes et, en corollaire, [inférdt,
parallélement aux tests mécaniques classiques, de
procéder a un contridle chimligue systématigue des lots
awant mise sur le marche,
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Analyses MALDI-TOF de dérivés d'holosides a la 2-amino-pyridine
et la procaine
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Ladérivationdesosidesimaltotelracsest maltoheptaoses)
est réglisée avec |e triacetoxyiborohydrure de scdium
comme agent réducteur, réactif présentant l'avantage
d'étre non boxlque contrairement au cyanaborchydrure
de sodium. L'aminathon réductrice peut se falre en une
seule étape, La purification a été réalizée sur Sep-Pak
au ZipTip C18.

[es analyses MALDI ont ébé réalisées en mode réflectron
et LIFT sur un spectrometre: Autoflex Il Smartbeam
{Bruker) avec l'acide 2 5-ditwdroxybenzoigue et 'acide
arCyanc-d-hydraryeinnamigue COTFE matrices.
Dans fes deux cas, la molécule protonse MH+ a pu
Elre observée. Pour les osides dérivés a fa procaine;
uree mellewre sensioilité a cbservée avec lacide
2.5-dihydrowybenzoigue.

Lez fragmentations post-sources indultes par lassr
{LID) des lons MH+ des dérlvés 3 la Z-amimopyridine
conduisent a des jons de type v car |a charge est piégés
sur lextrémité dérivee des holosides, de maniére
similaire dans les deux matrices. Lobtention de la
sequence en ose peut alors se faire directement. Les
iohs MMa+ présentent & la fais des fragmentations
post source de type b et y (d'aprés la nomenciature de
Domen et Costeliol.

Les ions issus des fragmentations post-sources induites
par laser (LD des lons MH+ des dérivés & la procaine
sont majeritairement des fons de bype v eb z présentant
une perte de diethylamino ethanal {17 w).
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Détectiond'agents complexants sur supports solides par Désorption-

lonisation par Electrospray (DESI)
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De nombredx agents complexants inorganiques et
organiques présents dans envirgnnement influent
fortement sur la migration des radionuciéides. Parmi
ces agents chélatants, des ligands arganigues de typs
aciges polyaminacarboxyliques (NTA, EDTA, DTEA, efc)
peuvent créer de fortes réactions de compiexation
avec cerlains radionucléides etfod des métauy louids
il Influencent ainsi la mobllité de ces derniers dans les
eaux naturelles, ou au contraire, les motdlisent dans les
sols et les sédirments. || est donc aujourd'hus important
de disposer d'une méthode amalytigue permetiant de
défecter en paralléle ces agents chélatants dans des
malrices camplexes, el en particulier, sur des supporis
stlides sur leguel ceus-cl sonl accumuiés (ex, déchets
nuciéaires).

Parmi les récentes methodes d'analyse de surface, le
domaine de [a désorption icnisation par spectrometrie
de masse a pression atmasphérigue s'est largement
développé avet intraduction du DESI [1]. Grica & celts
technigque, Il est alors possible de détecter des molécules
organiques présentent a la surface d'un £chantillon sans
preparation prealable,

Mous avens donc développé wupe méthode d'analyse
capable de detecter en parallgéle VEDTA, ie NTA et le
DTPA sur différents types de supports solides wlilisés
dans - l'industrie nucléabre, teis gue du bitume et du
bEton,

Afin de mettre notre meéthode au poind, différents
supports ont été dopés avec chacune des melécules
d'intéréfsavantd’étreanalysés par DESE Lesexpériences
ant &té réalisées sur un apparell LCT Pramier (Waters)
équipde d'une source DESI OmnisprayTh (Prosolia,
Inc.k Pour chaque espece, divers paramétres. ont éfé
etudigs, camme linlluence du sobvant &l la géometrie
de la source. Les expériences ont tout d'abord éfé
réalisées et optimisées sur des supports conventionnels
{hydrophabes, verre..) avanl d'étudier la robuslesse
de la technlgue sur des matrices technologiques plus
cemplexes telles gue e béton et ie bitume,

En mode dionisation negatil, ces trois analytes ont ains
pu étre détectds simultandément (respectivernent m/z
191, mfz 292 et mi/z 393 pour l= NTA, 'EDTA et fe DTPA)
et ce, sur les deux bypes de surface diintérél, le bitume
et le béton. A concentration égale, || a &té cbservé

gue les fapports signal/brull cblenus pour une méme
maolécule sont significativement différents d'um support
a l'autre, Linfluence du support est donc un paramétre
essentiel pour la détection de molecules par DESL
Différentes gammes de concentrations ont ensuite
été étudides, afin de verifier la fingarité de |a réponse
obzervée, Pour une gamme de copcentration enlie
10pg/L 3 300ug/L pour chacune des modécules, I a été
ohserveé une réponse linéaire enkre la quantité déposés
el lintensité des pics observeés (R 09890) Les fimites
de détection ont ensuite pu étre évaluées pour étre de
I'ordre du pg/L, fimites de détection similaires & celies
oblenues par couplage chiomalographie ligulde -
spectrométrie de masse pour la détection de ces mémes
maiécules [2].

Parce que la technigue DESI cree des ions & Pextérieur
de l'instrument, Il a été mantré que des réactions lons/
moleécules pouvaient avoir lieues a linterface entre les
microgouttelaties chargées et le suppart solide [3]. Ainsi,
afin d'améliorer tes limites ge détection précédemment
décrites, la methode dite ‘reactive DESI' el le pouvair
complexant de ces molécules avec les métaux comme
e fer ont été assoclés, Une solutlon de Felll a alnsi été
introduite dans le solvant de désalvatbation, permettant
ainsi 1a formalion et la détection de complexe non
covalent du type [(EOTA-4H)Felll)]- (mfz 344) La
formation de c= complexe a ainsi permis d'augmenter la
saélectivite du ligand, et d'ainsi, diviser &'un facteur 1000
tes limites de détection de ces molécules,

La  detection  simultanée de  trois  acides
polyaminocarbaxyligues, composés chélatants ayant un
Impact important sur 'environnement, directemaent sur
support sofide et sans. préparation d'échantilons par
DESI 3 ainsi eté demonteée. || a, de plus, &té cbhserve gue
ta formation d'un complexe non covalent a été rendu
possible et permettait d'augmenter spécifiguement
la =zélectivité de ces agenls complexants pour leur
détection.
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Quantitative analysis of unique lipids by UPLC-ESI-QTOF: the
mycolic acids of Mycobacterium tuberculosis
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Mycolic acids are major and specific lang. ehain
(CT0-CO0Y webranched  pehydroxylated fatty  acld
componenis of the cell envelope of mycobacteria that
include Mycobacterium tuberculosis, the causative agent
of tuberculosis, Subtle structural variations ocourring
in mycolic acids are known to be crucial for both the
yirulence ol the lubercle bacilius and the permeability
af the mycobacterlal cell envelope. Although mycalic
atid structures are wetl characterised, it is necessary
to understand their role in the pathogenicity of the
pacilius, This aim requires the quantitative analysis of
the different mycafic acid families in various cenditions.
Ifi the presenl study, we addressed the gueslion using
ultra-perfermance-liquid-chromatography  coupled o
electrospray-icnisation mass spectrometry to perform
guantitative analysis of different structures of mycaolic
acids, Mycobacterium tuberculosls HIFRY was grawn
on Sauton's medium. Bacterial residues obiained after
lipid exlraction with arganic salvents were saponified by
a mixture of 40% KOH and methoxyethanol (17, wivi at
N0 for 3h in a srew-capped fube, Mycolic acids were
analysed on a C18 cofumn (UPLCE BEH 17um Waters)
on an UPLC systemn coupled to GQTOF Premler (Waters)
mass spectrometer with an electrospray ionization
spurce by elution with an izopropanol/methanol/formic
acid gradient,

In order to improve chromatographic resolution.
derivation of mycelic acids by methylation and
trimethylsylitation was performed. Guantification in
positive mode was found to be efficient for mixture
containing 0.2 ng lo 2ug of lotal derivatized mycalic
acigs by lon trace, Howower, M3/MS could not be used
since na significant fragments could be obfained.

The analysis of non-derivatized mycaolic acids {free
form) was also possible in posltive and negative modes,
although chromatographic resolution was less that for
the derivatized lTorm. Furthermaore, signilican! fragments
could be obtalmed and M5 MS optimal conditions were
defined.
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Caractérisation structurale de PAMAM et PAMAM modifiés par ESI-
MSn et MALDI MS/MS
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Depuis les anneées 2000, un intérél grandissant est porte
aux PAMAM en raison de leur capaciie a tramsporter des
malecules d'interét therapeutique et de lewr potentialite
& Etre ulillsés en tant gu'agents de translection non
viraux, Cependant, ces composés, blen que prometteurs
présentent une cyfotoxicité liee au caractére cafionigue
de ledr surface.

Tout récemment, des modifications chimiques de |a
surface de ces macromolécules ont éfe envisagees paur
augmenter leur elficacitd el minimiser leur cytolosicité,
Certalnes modifications ont alns| &té décrites dans des
articles publiés dans des revues internationales mais
eszentiellement axés sur Maspect biologie - cytotoxicite.
Dans cette perspective, nous avons envisage de
synthetiser des demi-geneérations G-0.5 et des
géndrations GO avec les coeurs amine et EDA (&thyléne
dlamined 1, puis de les modifier par des acldes aminés
aromatiquesz. Leur caractérisation structurale incluant
Iidentification des processas de Iragmentation a été
réalisee par des espériences ESUMSn felectrospray:
spectrométrie de masse muftiplel 3 et MALDI-MS/
MS (désorption-loplsation laser assistéde par matrice-
spectrométrie de masse en tandem). Les analyses MS
/M5 a partir des précurseurs protonés et sodés (GnH+
el GnMa+ (n= 0.5 el 0} onl moentreé des jans fragments
caractéristiques des PAMAM,. Cependant dans le cas
du PAMAM G-0.5 avec cceur amine, de nouveaisx
ions Iragments ont été chservés! des hypothiéses de
mécanismes de fragmentations nous ont permis de
déterminer des pertes de neutres spécifiques de la
rmofacule.
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P2-025
Identification de la régiospécificité de triglycérides mixtes par la
méthode cinétique de Cooks
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Les ipides, quiils soient d'origine animale ou végatale,
sont  des mélanges complexes. Les  constliuants
fortement majoritaires des graisses et huiles {90 a
99 %) sonl les triglycérides {TAGS), triesters d'acides
gras du glvcéral, La connaissance de la distribution
reégiospécifique des acides gras sur la chatne du glycérol
est necessaire pour résoudre de nomoreus prablemes
fliés & leur métabolisation. De manlére générale, |a
détermination de la nature de l'acide gras en position
-2 peul Bire réalisée par voie engymatigue, par yoie
magnésienne ou par voie analytique (RMN, Ag-HPLC).
Une nouvelle methode deéveloppes au laboratoire a
permiz de distinguer les stéréoisomerss des TAG:
par LE-MS5. 1l s'agit d'une méthode rapide et simple
Toutefois, efle présente Iinconvénient de n'Stre pas
sulfisarmment sensible pour les TAGS présents en Lrés
falble quantité.

L'ohjectif de notre travail a consist & deéveilopper une
nouvelle méthode par LC-MS afin de distinguer fes
lsorméres de positlon des TAGs. Cette méthode s'appule
sur la méthode cinétigue de Cooks. Le principe de cette
méthode repose sur 'dtude de la décomposition d'un
dimére cationisé [M-Cat-Ref]+ entre ia molécule choisie
(M), un cation (Cab) et un compasé de référence (Ref).
Pour cetlte étude, nous avons choisi comme molécula
M, les TAGs POO el OPO. Plusieurs cations {Li+, Na#,
K+, Cs#, Cus, Co2+) ont été festés ainsi que plusieurs
composes de référence (SO0, 050, GO0, LLL, LnLnLn,
FPO POP). Ces études ont permis de mettre en dvidence
que le cation Li+ et 12 référence 000 permetient de
distinguer les stereoisomeres POD et OPO.



P2-026
Identification des triglycérides présents dans une huile d'arachide
de Tunisie (Arachis hypogaea L.) par LC-MS. Etude de trois variétés
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Lidentification el |a séparalion de triglycérides (TAGE)
en HPLL couplée ou non a la spectrométrie de masse a
déja été developpée avec succes, Cependant, 'analyse
est oen general précedes de plusieurs etapes de
séparation et la détection est peu sensible, Gr, il exlste
des matrices dans lesquels les TAGs sont présents en
trés faible quarntité, ca qul requigre e passage & des
techniques plus sensibies,

Afin de pouvoir identifier 'ensemble des TAGs présents
dans différentes varietés d'une huile d'arachice de
Tunisle, une meéthode sensible, utllisant ume . phase
mobile non agueuse couplée a la spectromeétrie de
masse (MARPLC-MS) avec ajoul d'argenl en post-
colonme, @ dté emplayée, La séparation des TAGs a 618
réalisée avec une colonne Nucleosil 1008 CI& (150 x
Zmm Ld., 3um, Macherey Mageli. Les analyses ont &te
effectudes avec une scurce ES| et wne trappe d'ions
{LCO, Tharma Fishar},

Les résultats aoblenus onl montré la présence de plus
ge 30 TAGs dans 'hulle d'arachide provenant de Tunisie.
Parmi ces TAGs, certains sont rares || s'agit, en eifet,
de TAGs a nombre impair de carbone. De plus, les
concentrations des TAGs bdentifiés sont différentes
d'une variété 3 une autre,



P2-026
Identification des triglycérides présents dans une huile d'arachide
de Tunisie (Arachis hypogaea L.) par LC-MS. Etude de trois variétés
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Lidentification el |a séparalion de triglycérides (TAGE)
en HPLL couplée ou non a la spectrométrie de masse a
déja été developpée avec succes, Cependant, 'analyse
est oen general précedes de plusieurs etapes de
séparation et la détection est peu sensible, Gr, il exlste
des matrices dans lesquels les TAGs sont présents en
trés faible quarntité, ca qul requigre e passage & des
techniques plus sensibies,

Afin de pouvoir identifier 'ensemble des TAGs présents
dans différentes varietés d'une huile d'arachice de
Tunisle, une meéthode sensible, utllisant ume . phase
mobile non agueuse couplée a la spectromeétrie de
masse (MARPLC-MS) avec ajoul d'argenl en post-
colonme, @ dté emplayée, La séparation des TAGs a 618
réalisée avec une colonne Nucleosil 1008 CI& (150 x
Zmm Ld., 3um, Macherey Mageli. Les analyses ont &te
effectudes avec une scurce ES| et wne trappe d'ions
{LCO, Tharma Fishar},

Les résultats aoblenus onl montré la présence de plus
ge 30 TAGs dans 'hulle d'arachide provenant de Tunisie.
Parmi ces TAGs, certains sont rares || s'agit, en eifet,
de TAGs a nombre impair de carbone. De plus, les
concentrations des TAGs bdentifiés sont différentes
d'une variété 3 une autre,
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Appearance of nitrogenised azaphilones, secondary metabolites
from fungi Hypoxylon Fragiforme under the unusual electrospray
conditions
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Araphilones present a wide class of fungal metabolites
with diverse icdogical activitles, such as antimicrobilal,
antifungal, cytotoxic, nematicidal(ly., Many of these
reactivities. canm be explained by their potenbal lo
promete nuclecphllic attack to amino group, coming
from amino acids, proteins and nucleic acids, It results in
the formation of the vinylogous y-pyridones due to the
oxchange of pyran-osygen by nitregen durlng a compiex
pathway, Because of thelr property to react with amino
group. they were named azaphilones.

In the earlier works, the azaphllones were maostly
examined by HPLC/UV, by this way, they are isolated and
andlyzed(2), Reaclion of azaphilones with aming group
was detected by the LC/MS experiments of Hypowylon
Fragiforme crude extract under wunconventional
electrospray conditions. For all detecled azaphilones.
at different retention times were noticed lons differing
for one Th unit, while the abundance of new derivatives
was not high as already existing azaphitones in the
fungat extract, Probably, due to these reasons, peaks of
these derivatives in UV ar DAD chromatogram were not
obwlous, and these compounds were not delected. By
ITMS, miz values of protonated derivabed azaphilones
were  detected. FTM3  gave accurate elemental
compositions consisted with the presence of nitrogen
derivatives of exlsting azaphilenes.

Sampling has been dome on the conventional way
Methanol extracts were purified by SPE, and as thal.
crude extracts were: analyzed by HPLC/ESHMS, HPLC/
ESFTMS and HPLOSES! MSMS. MSMS experiments
were used lor confirmation ol both the azaphilon
and thelr derivative structures. By appiying different
cenditions in electrospray fonisation, from soft fe
hard desolvation condilions, we will try in this wark lo
show the dependence of naturally occurring nitrogen-
containing azaphilons detection trom the eiectrospray
conditions.

Thee first detection of the nitrogen-contalning azaphilon
derivatives by high resolution mass spectrometry can
be ol a high significance for further analysis of fungal
secondary metabolites,
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Identification d'arabinoxylanes d'Eragrostis nindensis par ESI/MSn

et GC/MS
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Eragrostis nindensis est une graminéee reviviscenbe
presentant la remarquable capacité de survivre & une
déshydratation guasi-tatale (plus de 95% d'eau) dea ses
tissus végétatifs, sans subir de dommages permanenis.
Les plantes reviviscentes constituent un  modale
d'élude Intéressant pour comprendre les mécanismes
maléculaires, ceflulaires et physiclogigues Impligués
dans la tolérance a la dessiccation ef permetire a
termee d'améliorer le rendement des plantes de grandes
cultures dans fes régions semi-arides. Pour faire face &
la dessiccation, les plantes reviviscentes doivent faire
lace & de nombreus stress donl le stress mécanigue 1ié &
fa perte de turgescence. De récentes £tudes ont montré
I'importance de la parai cellulaire dans les mécanismes
de tolérence a la dessiccation (Vicré et al, 2004 alb;
Moore et al, 2006, 2008). Lobjectif de nos travaux est
de determiner si la parei celiulaire joue un rdle dans la
tolérance 4 la dessiccatlon chez B nindensis. La plante
E. tef, sensible 3 s dessiccation, est utilisée comme
plante contrdle,

L'anaktyse strocturale du digestat de |la paroi totale par
I'endoxylanase iclivage spécifique des lizisons beta1-4
dusguelette xylaneimontrela présence d'arabinoxylanes
ientillés par la combinaison déxpérience ESI/MSn et
GLIMS.

La composition en monosaccharides a été détermings
par GC/ME aprds hydrolyse du digestal par mathanolyse
et triméthyisliyviation.

Ces informations sur la strecture des oligosaccharides
lelype de limsons, la position des arabinoses au dautres
substitugntsk ont été obtenues par ESI/MS2 b M5S3 [ les
spectres monfrent des séries d'ions séguentiels B, ¥
mals aussi 0.28 et 244,
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Etude de réactions amorcées sous rayonnement UV entre la
benzophénone et des molécules modéles porteuses de groupements
fonctionnels caractéristiques d'un polyamide
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Les reactions de photopolymerisation sont utilisees
au cours de nombresy procédds  ndustriels  pour
{'élaboration de nouveaux matériaux polymeres dans
fes domaines des revétements de surface, des adhesifs,
de I'impression ou la lunetlerie...

Les mécanismes reéactionnels mis an jeu lors des
polymerisations radicalaires photoinduites en présence
de benzephénocne somb ol dtwdids au moyen de
différentes molecules modéles représentatives des
lanctions présentes dans un polyamide photaréticulable.
Lidentification et I"élucidation structurate des prodults
15505 des réactions radicalaires & nécessité le recours
a des experiences ESI/MSn ainsi qu'a la trés haute
résolution en M5/MS.

Alnsi, la reéactivité sous UY de stamdards o'acides
carbouyligues - saturé &b insature, d'amine, d'amides
saturéd et insaturd en présence du photoamorceur
penzophénone 2 conduit & l'observation de plusigurs
combinaisons d'oligomeres resultant;

-d'un couplage entre la benzophénone et les différentes
malécules modéles d'une part,

- de cauplage entre molécultes modeles d'autre part,

-t de f'agditlon des radicaux sur les insaturations.
Larrachement d hydrogene radical en position alpha des
fonctions acide, aming el amide s'avere le plus probable
maks il peul dgalement se produlre sur les lonclions
amine et amide,
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Benefits of lon Mobility Mass Spectrometry for dendrimer analytical
investigations
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Mass Spectrometry is one of the characterization
meethod reqularly used in dendrimer chemistry, This s an
appropriate analytical technique ta monitor syntheses,
determine chermical composition, relative maolar mass
and also to investigate structural defects.

The coispling of lon Mobility with Mass Spectrometry
allows a postionization separation belore soafling the
ions by mass-to-charge ratios. Molecules are lonized
iwsually by ESIor MaLDI) and guided to & mobility cell
which is lilled with a buffer gas. In the Travelling-Wave
device {Waters corp. Manchester), lons are separated
as they drift through the ceil under the influence of a
maving electric fieid . The time required by an ion lo
traverse the ion mobility cell Is dependant onlon charge,
size and shape , Next, the streams of separated ions are
sorted by the mass analyzer and linally delected.

In this poster, practical exampies with polyamidoamine
dendrimers will serve to ilflustrate that lon Mobility Mass
Spactrometry allows reaching an additional level of
information with the possibllity to estimate dendrimer
dimension in the gas phase. Benefits in structurai
investigations will also be discussed.
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Distinction et quantification d'isoméres de di- et de tri-saccharides
en mélange binaire par la méthode cinétique
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Dans le cadre de la recherche dénargies rencuvelablas,
lamelioration ef [loptimisation des procédés de
conversion de la biomasse nécessitent des methodes
d'analyze structurale  extrémement précises et
sensibles. Les technigues analytigues permettant
V'élude des oligosaccharides, issus de la digestion
engymalique ou de la dégradation chimigue da libres
végétales, sont diverses, La résonance magnétigque
nuclézire est capable de caracteriser des isomeres
de polysaccharides mais s& heurte rapidement & la
complexité des signaws lors d'analyses de mélanges. Les
meéthodes chromatographiques sont trés efficaces pour
separer des sucres isomeres ou Bnantioméres mals sont
fongues a mettre en ceuvre. La discrimination punement
qualitative-de pentoses et d'hexoses par comparaison
du prafil de fragmentation induile par collision d'adduits
métalliques est une methode déja largement utilisée
en spectrométrie de masse, mais la quantification
disaméres en meélange binaire ou lernaire nécessite |a
comparaison de 'abendance de plusiours ions fragments
dans e spectre MS/MS couplée a un développement
d'alggbre matricietle.

Les travaux présentés loi mettent en  dvidence
une nouvelle application de la méthode cinétigust
permettant la distiriction &t |a quantilication en meélange
binaire gisombres de disaccharides et de trisaccharides,
Basée sur une précédente etude gui a permis une
distincbion izomeérigue de monosaccharides,2  ces
travaux montrent qu'tl est possible de ratlonaliser
foptimisation des systémes métal/référence pour
discriminer des homologues superieurs. Lanalyse
Esomérique guantitative de  quatre disaccharides
{D-maltose, D-celiobiose, D-saccharose. D-laciose) et
de qualtre trisaccharides (D-maltotriose, D-cellobrioss,
D-panose et Delsomaltotriose) a pu dtre réalisée. Une
procédure de calibration & frois points a été appliqués
pour paliier & la non-lindarité des réponses, induite
par des effefs de compétition entre analytes lors de la
formation du complexe trimerigue.
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Exploration de I'organisation des dép6ts MALDI par RMN du solide
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La technigue d'lonisalion MALDI s'est rapldement
imposée commae la méthode de cholx pour Ylonisation des
poiymeres synihetiques car elle permet l'ionisation de
chague oligomére sows la lorme dadduits monochargas
et, par conséquent, donne leu a des specires de masse
plas simples. Tant gue |3 polydispersite du polymers
n'est pas trop élevée, |a technlgue MALDE se compare
avantageusement & d'autnes technlgues mises n euyvre
pour fa détermination des masses moléculaires en raisan
de sa sensibilité et de sarapidité. Toutefois, un problame
mapeur gui limite lapplication géndralisée de la technigue
MALDE est la mauvalse connaissancs des processus
fondamentaux qui réglssent la désorption et INonisatian
des analvtes, En conséguence, le développement de
meéthodes de préparation des échantilfons MALDI
reste asser empirigue el devienl extremement ditficile
quand Il s'agit de systemes polymérigues complexes.
Un point-cle de la reussite d'une analyse MALD-MS
est |a preparation des échantillons, avec notamment
Ia =éfectlon appropride de la matrice et du catlon.
La techmigue MALDI souffre égatement d'une forte
dépendance du mode de préparation du dépdl solide
matrice/polymére/sel,

Hous avons recemment montre que la reésonance
magnétigue nuctéalre (RMN) du solide &lalt wn outll
de choly pour explorer l'organization moléculaire au
sein des dépdts MALDLO) Cette approche a permis
d'établir clairerment gue fa présence de certains groupes
fonctionnels dans ka molécule de matrice joualent
un rdle important dans le precessus de cationisation
dii palyiéthylgne glycald (PEG) Cette étude propose
d'utilizer 1a RMM du solide pour sonder la structure
d'echantillons préparés par la méthode sans solvant
et brovés au vortes. Celte méthode de préparation des
échantiilons: permet de s'affranchir des Inconvdnlents
fiés a lutilisation de solvants tout en procurant des
donnees MALDI de qualibé {2) et apparait donc comme
une méthade gui devrait simplifier notre compréhensian
des refations entre la structure des depdis et le
processus dionisalion MALDEL Des mélanges solides
de PEG, d'aclde 2.5-dinydroxybenzofque et de chlorure
de-cesium ont 8te préparés puis analysés par RMMN du
solide st MALDI-MS. Les résullals oblenus montrent
que Pordre dans leguel sont brovés les trols constituants

influenice fartement les inlersctions [ntermaléculaires
au sein du mélange sollde of, de 14, la gualité du signal
spectral yaira |2 nature des adduits cationiques farmes
par MALDL.
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Size effect in tandem mass spectrometry: the survival yield

technique as a tool for structural analysis
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Callision Induced Dissoclation mass spectrometry is an
Indispensable and powerful tool to Investigate in detall
molecular structures; itis generally easy toperformand is
widely available in different type of mass spectrometers.
Tandem M5 experinvants based on collisional activation
require ians to be excited through a certaim number of
energetic collisions with neutral specles, bo increase
thelr internal energy above the dissociation threshaold
within the experimental timescale,

A wide mass range and variety of maolecules is studied
using this method, and all these studles are performed
in & variety of mstruments and under very different
experimental conditlons. The question can now be
raised upon how the fragmentation obzerved depends
on the size and the structure of the ion excited and how
the experimental conditions affect the fragmentation
behavicr

We present here a systematic study on the size
depender! fragrentation of a varlety of polymers, Wiz
palyethors, polyesters and polvacrylates, in relation to
their size (ranging from — 200 Da up to 4.5 kBa) and
under different experimental conditions! e.g. ES-Qal
ESI-QToF and especially ESHQIT which altogether cover
the most comman ranges of ensrgetics and timescales
in instrumental M5,

After having defined the Survival Yield technigue, we
will presant the linear relationship ohzerved between
required lragmentation energy and size of the molecular
ion, other parameters or variables remaining constant.
We will alse demonstrate this result to be instrument-
independent suggesting the prevalence of the "degrees
of freedom effect”

Fimally, it will be shown how this technigue can be used
in the study of a variely of polymer classes (namely
polyetners, polyesters and polyacrylatesy and, as a
censequence, which type of additional information can
be galned from It .

This work Is part of the Marie Curie POLY-MS project
granted by EU under the contract number MEST-
CT-2005-021029.
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Mesure des constantes de stabilité de complexes protéine/protéine
par ESI-MS

A Méme(l) e L. Gridatil ) = £ Haseaernaerng2) = B Bernbardti2) = E. Leize(1)

3. e Ervnarsiee et Strcture Maléoplare por Spectronrnne de Misee, furfind de Chimse = UAME 7177 CMES- UL, Krasboasrg =

W e e was et e T tsaolp Falaalnid TT, Faebekabrmng 8,8 — ook [ievisnid? afea Soarhenoes, Sl Al

La plupart des processus biologlgue soni dépendants
de la fermation de complexes entre protéines, Par
consequent, la modulation des complexes de protéines et
donc de leurs [onctions offre de nouvelles opportunités
pour 1a recherche médicate (1),

Dans ce contexie, nous nous sommes intéresseés
al complese formé enlie ladiénodoxine Adx el
Vadrénodoxine reductase AdR. qul fait partle du
systeme mitochondrial de biosynthese des stéroides
chez les vertébres [2]Enellet, Il a été montré que troiz
polyamines, fa putrescine, fa spermidine et la spermine,
avaient un effet modulateur sur les interactions
de o2 tysibme 4 des concenlrations similaires aux
concentrations physiologigues [3].

Afin de mieux comprendre Finfluence de ces palyamines
sur les Interactions entre Ad: el AdR, une mesure
flable des constantes de stabilité des complexes Adx/
AdR associes sux modulateurs est nécessaire, Les
constantes de dissociation du complexs  AdyfAdR
3530cie a 13 putrascine, la sparmidinge of a spermine ont
déja été determinées par résonnance plasmonique de
surface {SPR}3. Or cetle technigue est parfois sulette &
controverse.

Dans le but de confronter les résultats obtenus par
SPR avec une autre technigue de détermination des
constantes de stabifite; nous -avons développe une
apprache par spectromeéfrie de masse. Celte approche
a tout d'abord ébé {estée sur le complexe Ads/adR, puis
sUr e complewe assoclé 3 |a putrescine, la spermidine ef
fa spermine.

1oeelle, Bodyy MeUClemdom, © 0 wr Faplh Jirmging fradd

i BT, AR50 (TIT R

it Nelminren  Lp MHetmg, W Bevadboedr,

acifons.  Toupsal gf  Dooegay



P2-035
MALDI-MS des polymeéres synthétiques a groupement terminal
labile : une nouvelle approche
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polydispersité en maitrisant leur taille, Parml ces
techniques, 1a polymérisation assisiée par nitroxyde
{NMP) repose sur le piggeage réversible de radicausx
polymeres par l'espdce radicalzire slable gu'est le
nitroxyde. Parmi les radicaus fes plus wtiilsés, le nitroxyde
SG1 (W= 2-méthylpropyli-H-{1-digthyiphosphono-
Z.2-diméthyl propyl-N-ouyly permel la synthése de
copalymeéres & blocs amphiphiles de type polylonyde
d'éthyléne)/polystyréns mais aussi la croissance de
segrments scrylates.

Copendant, homolyse réversible de la llalson C-OM ientre
la derniére unité du bloc en croissance et le groupement
terminal nitroxyde) qul esl la base du processus KMP
devient wn Inconvénient majewr lorsguill stagit de
caractériser ces macromolécules par spectrométrie de
masse aprés jonisation MALDL En eMel, le nitroxyde
S0G1 est de falt un groupement terminal labile qui est
gliming sous forme radicalaire lors de lonisation, ce
qui ne permet plus une analyse fiable des groupements
terminaux du polymére synthétique. Une précédente
Stude 3 montré que lorsque fe processus dlianisation
favorisait la  protonation spécifigue de l'arole du
nitroxyde (13, 13 laison C-0N lant 561 au polyméere étalt
renforcée et des adduits cationiques intacts produits en
phase gazeuse 12), Toutefois, les palyméres synthétiques
présentant wne affinité protonigue d'autant plus faible
que leur taille augmente, cette methode reste Emitée &
I'étude de petils oligoméres.

Cette étude monfre quune modificaticn chimigue du
groupement terminal & Fissuee de la polymerisation
permet de renforcer la liaison C-ON et de conserver le
groupement Lerminal lors de l'anatyse MALDL La réaction
du pelymers synthetisé avec lacide triflucraacétique
engendre I'élimination du groupement tert-butyl porté
par I'azote du nitroxyde, transformant ke nitroxyde SG1
en un groupement terminal M-{I-digthyiphesphon-2.2-
dimeéthyl propyl)-N-oxyl comme Indiqué par résonance
magnétigue nucléalre. Cette méthodologie & dbé
appliquée & lanalyse de polyloxyde d'éthylénels, de
polystyrénes et de polyibutyl acrylakais,
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Lorsque la |umiére est trop intense, les organismes
photosynthétiques  disposent  de  mécanlsmes de
phoboprotection par dissipation thermigue de Pexcés
d'énargie absorbée. Si ces processus sont plutdt been
decrits chez les plantes supérioures, ils n'ont été étudiés
que recemment chez la cyanobacterie (ou algue bieue),
Synechocystis PLCEA03 Cette photoprotection fait
intervenir lactivation d'une probéine soluble appelée
QCP (Orange Carotenoid Protein) lide a un carclénaide
specilique, 'hydrogyéehindnone [1]. Pour comprendre ce
meécanisme ef sa spécificité par rapport au caroténoide,
nous avens preduit des cyanobactéries mutantes pour
lesquelies la bicsynthése des carolénoides a été allérée
La techplgue de mutagendse dirlgée a ébé utlllsée
pour modifier cerkains acides amings de la protéine
afin de preciser ceur-essentiels a l'interacticn avec le
caroténoide et au processus de photoprotection [2].
Aprés awair purifie les protéines QCP des différents
génctypes mulanls, neus en  avons estrait  fes
carobénoides assocléset les avons analysés en assoclant
les analyses LC-UV, un profilage par LC-ESHMS &t une
caractérisation par LC-ESE-MS/ME en mode positif.

La comparaison a des éfalons connus, ainst que des
raisonnements sur la fragmentation avec perte de
certains groupements, la Sstructure et la blosynthéss
des  caroténoides, nous ant permis didentifier B
carokénoides  différenis: dans  les cyanobaciéries
sauvage ou mutantes, Uetude des différents mutants
par spectrométrie de masse a montre en particuller
que’ dautres carofencides peuvent remplacer
I'hydroxyechinénone native el permetire laclivation
de I"OCP Ces carcténpoides nécessaires & l'activation
possedent tous un groupement  terminal cétonigue
Froxo-f. La LO-MS{/M3) s'est donc révélée essentiells
pour  déterminer  'ensemble. des caroténcides em
interaction avec les différentes OCP,
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