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Liste des abréviations et symboles 
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°C Degré Celsius 
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ACN Acétonitrile 
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Tris Trishydroxyméthylaminométhane 

V Volt 
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Introduction générale   
 

Depuis la publication du premier spectre de masse démontrant la détection d’un complexe 

protéine-hème en 1991 [1], il a été montré que la spectrométrie de masse (MS) pouvait constituer 

un outil de choix pour étudier les complexes biologiques non-covalents, et intégrer ainsi l’ensemble 

des méthodes utilisées pour les études d’analyse structurale (diffraction par rayon X, résonance 

magnétique nucléaire, microscopie électronique…). En particulier, la MS à ionisation électrospray 

(ESI-MS) a montré de grandes capacités à déterminer l’existence d’un complexe et de leurs 

stœchiométries, ou encore à analyser la dynamique des interactions [2]. Cependant la difficulté à 

transférer intacts certains complexes protéiques dans les tampons classiquement utilisés en ESI-MS 

nous incite aujourd’hui à développer de nouveaux protocoles d’analyse pour permettre leur étude 

par MS.  

Une des approches complémentaires voire alternatives est d’utiliser la désorption-ionisation 

laser assistée par matrice (MALDI-MS) grâce à sa plus grande tolérance vis-à-vis des sels non 

volatils. Cependant, même si le MALDI-MS permet l’analyse des complexes non-covalents, il requiert 

d’opérer dans des conditions particulières de pH, de solvant, de matrice et du tir laser, qui sont pour 

l’instant limitées à quelques exemples de systèmes supramoléculaires. Dans ce contexte, plusieurs 

stratégies visant à l’obtention d’informations structurales ont été développées. Parmi celles-ci, la 

stratégie du pontage chimique mise en place en amont de l’analyse en MS émerge comme une 

alternative intéressante pour étudier les édifices non-covalents [3]. A mon arrivée au laboratoire, 

quelques études suggéraient la possibilité de caractériser des systèmes pontés par MS. Mais de 

nombreuses difficultés ont été évoquées, telles qu’un faible rendement de réaction de pontage et un 

manque cruel d’outil bio-informatique pour l’interprétation. C’est dans ce contexte qu’ont démarré 

mes travaux de thèse.  

Ainsi, l’objectif de ces travaux de thèse est d’approfondir le développement de la MS 

supramoléculaire pour l’étude de complexes biologiques non-covalents. Nous nous sommes attachés 

à mettre au point des méthodologies afin de repousser les limites de la technique et d’obtenir des 

informations de plus en plus détaillées sur la structure et la dynamique des complexes. L’accent a 

été mis sur les cas où l’utilisation de l’ESI-MS supramoléculaire « classique » était limitée : des 

systèmes peu solubles dans les tampons d’ammonium, ainsi que des complexes mettant en jeu des 

oligonucléotides difficiles à dessaler de façon appropriée. 

Dans la première partie de ce manuscrit consacrée à l’étude bibliographique, nous 

rappellerons au sein du chapitre 1 l’importance de l’étude des complexes biologiques non-covalents 

ainsi que quelques méthodes conventionnelles dédiées à leur analyse structurale. Puis nous 

mentionnerons l’état de l’art dans le domaine de la MS supramoléculaire et son apport à l’étude des 

édifices macromoléculaires. Enfin, nous discuterons de quelques pistes alternatives à la MS 

supramoléculaire « classique » permettant d’apporter des informations complémentaires. Dans le 

chapitre 2, nous nous intéresserons particulièrement au pontage chimique couplé à la MS, son 

principe, sa mise en œuvre et le traitement des données par des outils bio-informatiques. 
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La seconde partie de ce manuscrit est réservée aux résultats expérimentaux obtenus, leur 

interprétation et la discussion. Le développement de la MS a été réalisé sur différents systèmes 

biologiques ; les résultats sur trois systèmes en particulier sont présentés dans ce manuscrit :   

- Chapitre 3 : Développement d’une approche de pontage chimique couplé à la MS (CX-

MS) pour l’étude du complexe non-covalent SAGA HAT (Spt-Ada-Gcn5 Acétyltransferase, 

module Histone Acétyl Transferase) humain. Nous avons mis en place un protocole 

robuste de CX-MS afin de déterminer la stœchiométrie et d’aborder l’analyse 

topologique de ce complexe.  

- Chapitre 4 : Développement d’une approche par ESI-MS pour étudier les complexes 

formés par RAR-RXR (récepteur de l’acide rétinoïque - récepteur X des rétinoïdes) avec 

différents ADN. L’ESI-MS a été utilisé pour détecter différents états d’oligomérisation 

présents en solution et suivre leur formation en fonction de la quantité et de la nature de 

l’ADN.  

- Chapitre 5 : Développement d’une approche de mesure par ESI-MS de la constante de 

dissociation pour l’étude des complexes RXR-ligand. Notre objectif était de déterminer 

les constantes de dissociation des complexes de RXR avec trois ligands différents par des 

expériences de titrage.  
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Partie I 
 

Introduction bibliographique 
 

 

 

Dans cette première partie, nous présenterons l’état d’avancement des connaissances 

actuelles dans l’étude des complexes biologiques non-covalents, particulièrement dans le domaine 

de la spectrométrie de masse.  

 

L’introduction bibliographie se divise en deux chapitres : 

- Chapitre 1 : Spectrométrie de masse et complexes biologiques non-covalents : état de 

l’art 

- Chapitre 2 : Stratégie complémentaire voire alternative à l’ESI-MS pour l’étude des 

complexes biologiques : pontage chimique couplé à la MS   
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Chapitre 1 : Spectrome trie de masse et 

complexes biologiques non-covalents : e tat 

de l’art 
 

 

 

 

 

 

 

 

Le fonctionnement des systèmes biologiques met en jeu des mécanismes de reconnaissance 

moléculaire et d’assemblage à travers des interactions non-covalentes. Outre le fait d’assurer 

l’intégrité structurale des biomolécules, ces interactions réversibles jouent un rôle important dans 

les processus cellulaires comme la division des cellules, la traduction et la transcription des gènes, 

ou encore la régulation des processus biologiques majeurs. 

 

Dans ce chapitre, nous aborderons l’importance de l’étude des complexes biologiques non-

covalents. Puis nous mentionnerons quelques méthodes conventionnelles pour étudier ces édifices, 

leurs avantages et inconvénients. Ensuite nous verrons le fonctionnement de la spectrométrie de 

masse (MS) supramoléculaire, les paramètres expérimentaux et instrumentaux spécifiques, et 

l’apport de la MS à l’étude de ces complexes. Enfin, nous discuterons de quelques pistes alternatives 

permettant d’apporter des informations complémentaires dans l’étude structurale des complexes 

non-covalents.
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1.1. Importance de l’étude des complexes biologiques non-

covalents 
 

Dans les années 1940 s’est développé le paradigme du « tout génétique » (selon les  termes 

de Henri Atlan [1]) ou de la biologie moléculaire, qui stipule la relation « un gène-une protéine-une 

fonction », c’est-à-dire qu’un gène code pour une protéine qui exerce une fonction [2]. Ceci implique 

que la connaissance du code génétique est suffisante en elle-même pour connaître entièrement les 

protéines et de ce fait, grâce au lien linéaire entre chaque protéine et sa fonction, la nature des 

organismes. Des efforts importants ont donc été réalisés pour déchiffrer le programme génétique 

des organismes vivants, on peut en citer par exemple le Projet Génome Humain [3]. 

Puis cette idée selon laquelle on peut tout comprendre et tout expliquer à propos des 

organismes vivants en se reposant uniquement sur le code génétique a été progressivement 

remplacée par une perspective plus complexe. Dans les années 1990, avec les efforts pour 

cartographier les réseaux d’interaction au niveau du protéome [4,5] émerge le paradigme de la 

biologie des réseaux, biologie des systèmes ou biologie intégrative [6,7]. Cette approche stipule que 

ce n’est pas une protéine mais plutôt des complexes de biomolécules, voire le réseau de ces 

complexes, qui font office d’intermédiaire entre le génotype et le phénotype. La structure et la 

topologie de ces réseaux, modulées par des influences internes (modifications génomiques) ou 

externes (milieu environnemental), déterminent le phénotype [8]. Dans ce sens, toute perturbation 

dans le fonctionnement des complexes, voire des réseaux de complexes, peut entraîner des 

perturbations dans le phénotype (Figure 1). 

 

 

 

Figure 1. Les paradigmes de la biologie « linéaire » et de la biologie des réseaux [8]. 

 

Outre un intérêt de compréhension scientifique, les études sur les complexes biologiques et 

les réseaux moléculaires ont permis une meilleure appréhension des maladies. On peut mentionner 
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ainsi les recherches sur des complexes biologiques de la maladie d’Alzheimer [9], de la 

mucoviscidose [10] ou les infections virales [11,12] comme pour les virus de l’hépatite C [13], les 

virus de la grippe H1N1 [14], ou encore dans le cas du HIV [15,16]. L’implication des réseaux 

moléculaires dans le développement du cancer [17] et sa compréhension permettent de postuler la 

réponse des cellules cancéreuses aux médicaments et donc le développement pharmaceutique [18].  

Le plus souvent, des sous-unités des complexes biologiques sont en interaction les unes avec 

les autres par des interactions non-covalentes réversibles, ce qui permet la régulation des processus 

biologiques. Ces interactions peuvent impliquer des liaisons électrostatiques, des liaisons de van der 

Waals, des liaisons hydrogène et l’effet de groupe d’hydrophobicité (en présence des molécules 

d’eau environnantes). Elles assurent non seulement la structure tertiaire et quaternaire de grandes 

biomolécules comme les ADN, ARN, protéines, carbohydrates etc. mais aussi l’intégrité structurale 

des complexes de type protéine-protéine, protéine-ligand, protéine-ADN, ADN-ADN, et ADN ou ARN-

ligand [19]. 

En raison de l’importance de ces édifices biologiques non-covalents, des efforts 

considérables ont été déployés en termes de développements techniques, de méthodologie, 

d’approches et d’outils d’analyse. 

 

1.2. Avantages et inconvénients des techniques d’analyse 

structurale conventionnelles 
 

De nombreuses approches permettent d’aborder l’étude des complexes biologiques. On peut 

citer notamment : 

- Les méthodes spectroscopiques (UV, fluorescence) 

- La calorimétrie par titration isotherme (ITC)  

- La diffraction des rayons X (DRX) 

- La résonance magnétique nucléaire (RMN)  

- Le dichroïsme circulaire (CD) 

- La résonance plasmonique de surface (SPR) 

- La microscopie électronique (EM)  

 

Les méthodes spectroscopiques (UV, fluorescence) mettent en évidence les interactions 

moléculaires entraînant une modification de l’absorbance de la molécule d’intérêt [20]. Cependant, 

elles requièrent la présence de chromophore dans au moins l’une des sous-unités du complexe, et 

dont l’absorbance doit être affectée suite à l’interaction. 

L’ITC permet d’obtenir les paramètres thermodynamiques des interactions, comme les 

variations d’enthalpie libre de liaison (ΔH), d’énergie libre (ΔG), d’entropie (ΔS) ; la constante de 

dissociation Kd, le nombre de sites de liaison et la stœchiométrie [21]. Cependant, les expériences 

d’ITC demandent une quantité non négligeable d’échantillon : de l’ordre de quelques milligrammes à 
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quelques dizaines de milligrammes de protéine. De plus, elles nécessitent que la variation de chaleur 

liée à l’interaction soit suffisamment grande pour être détectée. Enfin, l’analyse par ITC devient 

difficile en cas d’interactions complexes impliquant des coopérativités de liaison.   

La DRX donne des informations sur la structure tridimensionnelle des composés biologiques 

sans limite de taille, et peut localiser de manière précise les atomes. Les principales difficultés sont 

la grande consommation de matériel et l’obtention de cristaux [22]. De la qualité cristalline de ces 

derniers dépend la qualité de l’interprétation des résultats. En outre, la DRX requiert un 

ordonnement (atomique, moléculaire ou macromoléculaire) et il est possible que l’empilement des 

cristaux ne reflète pas la conformation majeure en solution. 

La RMN permet d’avoir des informations structurales proches de l’échelle atomique des 

complexes protéiques. Cependant, plus la taille des macromolécules biologiques augmentent, plus 

on se heurte à deux difficultés majeures. D’une part, les signaux s’élargissent en raison d’une plus 

grande relaxation dipolaire ; d’autre part, ils peuvent se chevaucher menant à plus de complexité 

dans les spectres à interpréter [23]. Par conséquent, l’étude par RMN des complexes de plus de 100 

kDa devient difficile.  

Le CD permet de caractériser les structures des composés asymétriques, qu’il s’agisse de 

petites molécules ou d’édifices supramoléculaires ; et permet de suivre des changements dans la 

conformation des biomolécules en fonction de l’environnement (pH, température…) [24].  

Cependant, contrairement à la DRX et la RMN qui sont capables de donner des informations 

structurales à l’échelle atomique, les informations obtenues par le CD sont de plus faible résolution, 

même si l’analyse en CD est plus rapide et consomme moins d’échantillon [25]. De plus, les tampons 

aqueux couramment utilisés (comme les tampons acétate, sulfate ou Tris) peuvent absorber la 

lumière et donc interférer avec l’échantillon.  

La SPR permet de détecter les interactions moléculaires et donne l’accès à la constante de 

dissociation Kd ainsi qu’aux constantes cinétiques d’association kon et de dissociation koff. 

Néanmoins, l’immobilisation de l’échantillon sur la surface recouverte de métal durant l’analyse 

peut altérer les propriétés et la flexibilité conformationnelle donc la fonction des composés 

biologiques [26]. Les principales difficultés sont la mise en œuvre de l’analyse (il faut entre autres 

avoir une couche homogène de l’analyte) ainsi que les phénomènes d’adsorption non spécifique des 

molécules sur la surface.  

L’EM est largement utilisée en biologie, notamment en parallèle à la DRX, pour l’étude 

structurale des complexes avec une résolution de l’ordre de 10 Å. La difficulté majeure consiste en 

l’optimisation de l’intensité du faisceau d’électron afin de ne pas dégrader l’échantillon biologique, 

tout en limitant le bruit pour avoir une bonne précision et un contraste suffisant [27]. De plus, des 

complexes hétérogènes ou dynamiques peuvent limiter la résolution obtenue.  

Toutes ces méthodes peuvent être utilisées en parallèle et seront choisies en fonction des 

critères comme la quantité de matériel disponible ; l’homogénéité, l’affinité et la taille du complexe 

d’intérêt ; et les questions biologiques posées.   

Dans les années 1990, avec le développement des ionisations ESI (ionisation électropray – 

« electrospray ionisation ») et MALDI (la désorption-ionisation laser assistée par matrice – « matrix 

assisted laser desorption-ionisation »), la spectrométrie de masse (MS) s’ouvre au monde de la 

biologie [28,29]. Elle apparaît aujourd’hui comme une méthode complémentaire aux analyses 
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structurales classiques, et s’intègre désormais parmi les techniques de choix pour la caractérisation 

structurale des complexes biologiques non-covalents. 

 

1.3. Apport de la spectrométrie de masse supramoléculaire 

« classique » : ionisation électrospray (ESI-MS) 
 

1.3.1. Instrumentation 
   

Les études sur les édifices supramoléculaires sont réalisées avec les sources d’ionisation 

douces, dont font partie l’ESI-MS et le MALDI-MS, capables de maintenir les interactions non-

covalentes lors du passage en phase gazeuse. Cependant, les études en MALDI-MS restent en faible 

nombre par rapport à l’ESI-MS, et nous essayerons de comprendre les raisons de cette limitation 

dans le chapitre 2. Dans ce chapitre, nous nous focalisons sur l’ESI-MS qui est majoritairement 

utilisée pour analyser les édifices non-covalents [30,31].  

Tout d’abord, l’ionisation douce et l’obtention d’ions multichargés par ESI-MS sont 

particulièrement adaptées à l’étude des complexes de macromolécules. Plusieurs études sur ces 

complexes supramoléculaires par ESI-MS ont été reportées, que ce soit sur les complexes de type 

protéine-protéine [32–34], protéine-ADN [35–37], ou protéine-ligand [38–40]. 

Un spectromètre de masse comporte quatre sous-unités : 

- La source d’ionisation où les analytes sont nébulisés, désolvatés et ionisés. 

- L’interface où les ions formés sont transmis à l’analyseur. 

- L’analyseur de masse où les ions sont séparés selon leur rapport masse/charge (m/z). 

- Le détecteur où l’impact des ions en signaux électriques traités est traduit et mis sous la 

forme finale d’un spectre de masse. 

Dans la source, le processus d’ionisation en ESI-MS a lieu à pression atmosphérique et  

comporte plusieurs étapes : i) la formation de gouttelettes chargées ; ii) la fission coulombienne de 

gouttelettes chargées en fine gouttelettes ; iii) l’émission des ions en phase gazeuse (Figure 2).  
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Figure 2. Représentation schématique du processus d’ionisation électrospray en mode positif [41]. 

 

L’interface assure le transfert des ions formés dans la source à pression atmosphérique à 

l’analyseur soumis à un vide poussé (de l’ordre de 10-6 - 10-7 mbar selon les appareils). La première 

partie de l’interface comporte les lentilles électrostatiques qui peuvent être associées ou remplacées 

par les « funnels ». Les ions progressent dans l’interface par la différence de pression ainsi que les 

différences de potentiel appliquées. Dans la seconde partie, l’interface est munie de multipôles 

(quadripôles, hexapôles ou octopôles) fonctionnant en mode radio-fréquence (RF) permettant la 

focalisation des ions vers l’analyseur. Dans cette zone de moyenne pression (de l’ordre du mbar), les 

ions sont susceptibles d’être accélérés et d’impacter les molécules de gaz résiduelles. Nous allons 

voir en 1.3.2.2 le rôle crucial de l’interface dans la transmission et le maintien de l’intégrité des 

espèces non-covalentes. 

L’analyseur a pour rôle de séparer et déterminer le rapport m/z des ions. L’analyseur à 

temps de vol (TOF pour « Time Of Flight ») est le plus couramment utilisé lors des analyses en MS 

native grâce à sa grande gamme dynamique permettant de mesurer des espèces de grandes masses 

(de l’ordre de MDa). Il mesure les ions en fonction de leur temps de parcours dans le tube de vol 

libre de champ. Les ions qui ont les plus faibles rapports m/z vont arriver en premier, tandis que 

ceux qui ont les m/z plus grands vont mettre plus de temps pour arriver au détecteur. La gamme de 

masse utilisable d’un analyseur TOF est en théorie illimitée ; mais cette dernière est réduite dans la 

plupart des cas à 20 000 - 25 000 m/z pour assurer une précision et une résolution nécessaires à la 

mesure des masses détectées. Cependant, d’autres analyseurs de type Orbitrap comme par exemple 

le Exactive modifié EMR (« Extended Mass Range ») de Thermo Scientific [42–45] ou le Q-TOF 

modifié pour une meilleure sélection et transmission des ions de haut m/z [46–48] ont démontré 

également leur potentiel dans ce type d’approche. 

Une fois les ions arrivés au détecteur, ce dernier assure la conversion des courants ioniques 

en courant électriques. Le détecteur à galettes de micro-canaux (« Microchannel Plate » ou MCP) est 

le plus souvent utilisé dans des appareils ESI-MS. Il est constitué de micro-canaux assemblés en 
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galettes et placés perpendiculairement aux faisceaux d’ions. Lorsque les ions heurtent les parois 

d’un micro-canal, une émission en cascade d’électrons se produit et le signal de l’ion incident est 

amplifié (Figure 3).  

 

 

Figure 3.  Représentation schématique du fonctionnement d'un micro-canal (source : Bruker). 

 

La Figure 4 représente la configuration du spectromètre de masse de type ES-TOF MicrOTOF 

de Bruker Daltonics utilisé lors de ces travaux de thèse. Les paramètres importants pour l’étude des 

complexes non-covalents sont encadrés. 
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Figure 4. Représentation schématique du spectromètre de masse ES-TOF MicrOTOF. Les 
paramètres importants pour l’étude des complexes non-covalents sont encadrés (source : adapté 

de Bruker Daltonics).  

 

1.3.2. Paramètres expérimentaux et instrumentaux spécifiques à 

l’étude des complexes non-covalents 
 

1.3.2.1. Préparation spécifique de l’échantillon pour la 

préservation des interactions non-covalentes et compatible avec  

l’analyse en ESI-MS  
 

Premièrement, pour pouvoir analyser les complexes non-covalents en MS, il faut se placer 

dans les conditions d’existence de ces complexes tout en tenant compte de l’intolérance de l’ESI-MS 

à la présence de sels non-volatils. Afin de mimer les conditions in vivo, de manière générale, les 

échantillons biologiques sont stabilisés in vitro dans des tampons contenant un sel non volatil (NaCl, 

KCl etc.), ce qui n’est pas compatible avec l’analyse en ESI-MS. En effet, ces sels inorganiques 
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interagissent de façon non-spécifique avec les protéines menant à la formation d’adduits sur le 

spectre de masse. En résulte alors une grande hétérogénéité en masse moléculaire rendant souvent 

l’interprétation impossible. De plus, ces sels non volatils entrent en compétition de charges avec 

l’analyte et entraînent le phénomène de suppression du signal de l’analyte lors du processus 

d’ionisation par électrospray [49–52].  

L’utilisation de sels d’ammonium s’est avérée être un bon compromis : ces tampons volatils 

sont à la fois compatibles avec l’ionisation électrospray et permettent d’assurer le maintien d’une 

certaine force ionique et du pH indispensable à l’échantillon biologique pour garder sa conformation 

native [29,53]. Ils assurent le maintien des édifices non-covalents tout en minimisant 

l’élargissement des pics sur le spectre de masse. Les sels d’ammonium les plus utilisés sont l’acétate 

d’ammonium (pH 6.8) et le bicarbonate d’ammonium (pH 7.5), à des concentrations variant de 

quelques mM à des centaines de mM, voire jusqu’à 1 M dans certain cas [29,53–56]. Récemment, 

l’équipe de Lars Konermann a démontré que les tampons bicarbonate d’ammonium mènent à la 

formation de bulles de gaz de CO2 qui peuvent dénaturer les protéines lors de l’analyse en ESI-MS en 

conditions natives [57]. Par conséquent, l’acétate d’ammonium reste le tampon de choix malgré son 

faible pouvoir tampon à pH neutre.  

Une étape d’échange de tampon est donc essentielle avant l’analyse en ESI-MS. Elle permet 

d’échanger le tampon en sortie de la purification ou de conservation d’échantillon biologique contre 

le tampon ammonium. Les techniques les plus couramment utilisées sont l’ultracentrifugation 

(comme par exemple les colonnes Centricon de Millipore et Vivaspin de Vivascience) et la filtration 

sur gel (on peut citer les colonnes NAP 5 de GE Healthcare ou Biospin de Biorad). L’échange de 

tampon n’est toutefois pas aisé. D’une part, il faudrait adapter la technique à utiliser suivant les cas, 

un échantillon peut se dégrader lors d’ultracentrifugation tout comme il est possible d’avoir des 

pertes de matériel sur les colonnes de filtration. D’autre part, le compromis réside toujours en un 

échange convenable de tampon qui implique plusieurs cycles d’échange mais qui peuvent entraîner 

des pertes parfois non négligeable. Enfin, pour les complexes dont la présence du sel inorganique est 

nécessaire à la stabilisation et qui ne sont pas transférés proprement dans un tampon volatil, 

l’analyse par ESI-MS supramoléculaire « classique » s’avère être impossible.   

Deuxièmement, il y a des précautions à prendre quant à la concentration d’étude. En effet, la 

formation des complexes dépend de la concentration des partenaires par rapport à la constante 

d’affinité. Pour un complexe AB, ceci se traduit par l’équilibre thermodynamique suivant :  

AB  ⇆ A+B où Kd =
[A][B]

[AB]
 

Ainsi la concentration des partenaires doit être supérieure à Kd pour favoriser l’association 

non-covalente des espèces A et B. De plus, elle doit être suffisante pour que les espèces présentes 

puissent être détectées en MS. Cependant, une concentration trop importante en analyte peut mener 

à des agrégats non-spécifiques en phase gazeuse [58], il est donc important de vérifier quels sont les 

complexes observés à différentes concentrations, et de travailler à la concentration minimale 

permettant d’observer le complexe.  

Enfin, des paramètres instrumentaux du spectromètre de masse au niveau de l’interface et 

de l’analyseur influencent également les espèces détectées.  
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1.3.2.2. Paramètres instrumentaux spécifiques à l’étude des 

complexes non-covalents 
 

Pour pouvoir être observés lors des analyses en ESI-MS, les complexes non-covalents 

doivent survivre à deux processus : i) le transfert des espèces en solution vers la phase gazeuse, ii) la 

traversée de la zone d’interface source-analyseur. 

Depuis les premiers travaux en MS supramoléculaire [28,29,53,59–61], des études ont 

montré qu’il était possible de préserver la conformations native des protéines et de leurs complexes 

en phase gazeuse [62–64]. Cependant, il ne faut pas oublier que des distorsions de structure peuvent 

avoir lieu lors du passage de la phase condensée à la phase gazeuse. Lors de la désolvatation des 

molécules d’eau, les interactions électrostatiques et les liaisons hydrogène se retrouvent renforcées, 

tandis que l’effet hydrophobe est affaibli et les liaisons de van der Waals restent inchangées. Par 

conséquent, si l’effet hydrophobe joue un rôle prépondérant dans le maintien des contacts 

intermoléculaires, il sera probablement difficile d’observer les complexes intacts lors de l’analyse en 

ESI-MS [65,66].  

D’autre part, lors du transfert de la source à l’analyseur, l’énergie interne des ions peut être 

suffisamment importante pour dissocier le complexe [67]. Cette énergie interne provient : 

- De la température du gaz de séchage : elle est à adapter en fonction du solvant utilisé. 

Pour les échantillons biologiques hydrosolubles, cette température est de l’ordre de 

160°C - 180°C et a peu d’influence sur le maintien de l’édifice, sauf dans le cas des 

duplexes d’ADN où cette température doit être plus basse pour ne pas les dissocier 

[68,69].  

- De l’énergie de collisions avec les molécules de gaz : cette énergie est déterminée par 

l’intensité du champ électrique dans l’interface. La tension d’accélération (Capillary Exit) 

est la différence entre le potentiel modulable à la sortie du capillaire de transmission et 

le potentiel du premier skimmer du micrOTOF. Elle induit un champ électrique dirigeant 

et accélérant les ions jusqu’à l’analyseur. Une proportion de l’énergie cinétique est 

ensuite convertie en énergie interne lors des collisions avec les molécules de gaz 

environnant, provoquant l’évaporation du solvant. Les collisions contre les molécules de 

gaz favorisent donc la désolvatation des ions en les dissociant de leurs adduits de 

solvant ou de sels. Si cette tension d’accélération n’est pas suffisante, les ions seront 

moins bien désolvatés et l’intensité du signal considérablement diminuée. 

L’augmentation de cette tension permet d’améliorer la désolvatation des ions et leur 

transfert jusqu’à l’analyseur, mais une intensité trop élevée aboutit à des collisions trop 

énergétiques qui peuvent induire la dissociation des interactions non-covalentes. Par 

conséquent, elle est à optimiser pour chaque système d’étude. 

- De la pression dans l’interface : lorsque la pression augmente, le libre parcours moyen 

des ions diminue. Ainsi ils vont subir beaucoup de collisions mais de faibles énergies, ce 

qui permet de les ralentir pour une meilleure focalisation et assure leur thermalisation 

réduisant le risque de dissociation [70]. Dans certaines interfaces, il y a donc la 

possibilité d’augmenter la pression pour favoriser la transmission des ions de haut 

rapport m/z [71,72].  
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Par conséquent, il est important d’optimiser ces paramètres afin de trouver un bon 

compromis entre une bonne désolvatation des ions, et un maintien des interactions non-covalentes 

lors de l’analyse en MS.  

En revanche, il y a des cas où la dissociation en phase gazeuse est provoquée 

intentionnellement, pour obtenir des informations sur la nature et la force des interactions entre les 

sous-unités, pour comparer les associations spécifiques de type protéine-ligand [73–75], ou pour 

avoir des informations structurales [76,77]. 

Enfin, les espèces ayant des rapports m/z très éloignés vont épouser différentes trajectoires 

dans le spectromètre de masse. Pour pouvoir observer des complexes biologiques de grande masse, 

il faudrait optimiser des paramètres de stockage (« pre-pulse storage ») et de transmission 

(« transfer time ») en faveur de la détection des ions lourds. De même, il est possible d’augmenter 

les amplitudes de voltage appliqué sur les guides d’ions des multipôles dans l’interface afin de mieux 

focaliser les ions lourds vers l’analyseur. La Figure 5 tirée de nos travaux montre un exemple de 

cette observation préférentielle dans l’étude des complexes de récepteurs rétinoïques à l’ADN 

RARb2. Avec un temps de transmission plus faible, on favorise la détection des espèces à bas m/z, 

tandis qu’avec un temps de transmission plus élevé, on observe préférentiellement des espèces à 

haut m/z. 

 

 

Figure 5. Spectres de masse des récepteurs rétinoïques RAR-RXR incubés avec 0,25 équivalent de 
RARβ2. (A) Pre-pulse à 40 µs, (B) Pre-pulse à 30 µs. Dans les deux cas, la tension de cône 

(« capillary exit ») est à 150 V.  
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Pour toutes ces raisons, il est extrêmement important d’optimiser les paramètres d’analyse 

pour s’assurer que le complexe étudié est maintenu intact en phase gazeuse, notamment dans la 

zone d’interface du spectromètre de masse. Ces paramètres sont très discriminants et il n’est pas 

toujours évident de les optimiser afin de refléter au mieux les espèces présentes en solution. 

 

1.3.2.3. Les sources nano électrospray 
 

Les débits utilisés en MS supramoléculaire en infusion directe « classique » sont de l’ordre de 

quelques µL/min. Les quantités nécessaires pour réaliser des acquisitions en MS peuvent s’avérer 

importantes et contraignantes lorsque la quantité d’échantillon biologique est limitée.  

Pour pallier des problèmes de quantité d’échantillon et de sensibilité, la source nano 

electrospray (nanoESI) a été développée par Wilm et Mann [78]. Elle est constituée d’un capillaire 

de nébulisation de plus faible diamètre et capable de réaliser des injections avec des débits de 

l’ordre d’une vingtaine de nL/min. Ce type de source permet donc de consommer très peu 

d’échantillon par analyse (quelques microlitres suffisent). Ensuite, il a été remarqué qu’il peut être 

un atout pour l’analyse des édifices non-covalents. En effet, en plus de la faible quantité d’échantillon 

nécessaire lors de l’analyse, il permet d’améliorer la désolvatation, de réduire les phénomènes de 

suppression d’ions et ainsi d’améliorer le signal MS [79–81].  

Dès lors, les sources nanoESI se sont largement développées, que ce soit pour l’infusion 

directe comme par exemple la CaptiveSpray de Bruker Daltonics, le système NanoMate d’Advion 

BioSciences ou pour un couplage avec une méthode séparative telle que la nano chromatographie 

liquide (nanoLC) ou une électrophorèse capillaire (CESI). Cependant, il reste difficile à mettre en 

œuvre car les capillaires peuvent être bouchés plus facilement. 

 

1.3.3. Informations apportées par la spectrométrie de masse dans 

l’étude des complexes biologiques non-covalents 
 

Le grand avantage de la MS est qu’elle permet d’identifier de façon individuelle différentes 

espèces présentes simultanément en solution, contrairement à d’autres techniques qui ne peuvent 

donner qu’une vue globale de l’échantillon. Ceci permet donc de démontrer l’existence des différents 

d’état d’oligomérisation ou des complexes de stœchiométries différentes. La MS permet ainsi de 

suivre la dynamique d’interaction en fonction des conditions expérimentales [31], ou encore des 

effets de coopérativité négatifs ou positifs [82–84].  

 

1.3.3.1. La stœchiométrie  
 

L’information la plus directe qu’on puisse tirer des spectres de masse est la coexistence des 

différentes espèces présentes et la stœchiométrie des complexes préformés en solution. Des 

analyses en conditions natives donnent l’accès à la masse totale du complexe ; en connaissant la 
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masse de chaque sous-unité (cette information est aussi accessible par les analyses en MS en 

conditions dénaturantes) et avec une précision de mesure de masse suffisante, nous pouvons 

déterminer l’identité et le nombre de chaque sous-unités formant le complexe [85–87]. Afin de 

déterminer la stœchiométrie sans ambiguïté, il est crucial de vérifier que le complexe n’a pas été 

dissocié partiellement lors du passage en phase gazeuse ou lors de la transmission dans l’interface 

du spectromètre de masse.  

 

1.3.3.2. La spécificité 
 

La spécificité d’une interaction se traduit par la fixation préférentielle d’une molécule sur un 

site donné de son partenaire. Les analyses en MS peuvent donner des indications pour déterminer si 

une interaction est spécifique [88]. Si la stœchiométrie observée pour un complexe est multiple et 

aléatoire, ceci peut indiquer que la fixation est non spécifique. Dans le cadre d’une interaction 

spécifique, le spectre de masse reste inchangé lors d’un ajout croissant de substrat dans la solution 

de récepteur, mais varie lors de modifications des conditions expérimentales (comme le pH, la 

nature de chaque partenaire, le solvant etc.)  

 

1.3.3.3. La sélectivité 
 

La sélectivité du complexe formé peut être étudiée par des expériences de compétition en 

mettant en jeu un récepteur et plusieurs substrats dans le mélange [89]. Si la formation du complexe 

n’est pas sélective, le récepteur va s’associer indifféremment avec les entités présentes. Si l’un des 

substrats est sélectif, il va s’associer préférentiellement avec le récepteur même en présence 

d’autres substrats.  

 

1.3.3.4. La constante d’affinité  
 

Afin d’avoir des informations sur la constante de formation des complexes, nous pouvons 

réaliser les expériences de titration en MS en conditions natives [90,91]. De manière générale, un 

des partenaires est maintenu en quantité fixe, et la quantité de l’autre partenaire varie. Les 

intensités des pics correspondant aux entités libres et aux complexes sont ensuite tracées en 

fonction des concentrations ajoutées, puis une régression non linéaire de ces données permettra le 

calcul des constantes d’association (ou de dissociation). Les constantes relatives peuvent aussi être 

déterminées par des expériences de compétition [92]. Le chapitre 5 donne plus de détails à ce sujet, 

notamment au travers de l’étude des constantes de dissociation du récepteur X des rétinoïdes (RXR) 

avec différents ligands.  
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1.4. Quelques approches complémentaires  
 

Afin d’avoir des informations complémentaires à l’ESI-MS supramoléculaire « classique » 

telles que les indications sur la conformation dépliée/globulaire des biomolécules ou les zones en 

interaction entre les sous-unités, depuis une dizaine d’années se développent les approches 

alternatives. Nous pouvons citer par exemple : 

- La mobilité ionique couplée à la MS (IM-MS) 

- L’échange hydrogène/deutérium (H/D) couplé à la MS (HDX-MS) 

- Le marquage chimique couplé à la MS 

- La protéolyse ménagée couplée à la MS (LP-MS) 

- Le cross-link ou pontage chimique couplé à la MS (CX-MS) 

 

1.4.1. La mobilité ionique couplée à la MS 
 

La mobilité ionique (IM-MS) consiste à séparer les ions selon leur mobilité, qui dépend de 

leur taille et leur forme. Les structures de conformation compacte arrivent plus vite que les 

structures dépliées. En mesurant le temps de dérive d’ions dans le tube de dérive rempli de gaz sous 

un champ électrique, il est possible d’évaluer leur section efficace de collision (« collision cross-

section » – CCS) et d’avoir ainsi une indication sur la conformation des ions en phase gazeuse. Trois 

techniques sont utilisées en IM-MS (Figure 6) : DTIMS (drift-time ion mobility spectrometry), 

TWIMS (travelling-wave ion mobility spectrometry) et FAIMS (field-asymmetric ion mobility 

spectrometry). Parmi les systèmes IM-MS commerciaux, nous pouvons mentionner le Synapt de 

Waters basé sur le TWIMS et le 6560 IMS-Q-TOF de Agilent basé sur le DTIMS. 

 

 

Figure 6. Représentation schématique des techniques utilisées en IM-MS [93]. 
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De nombreuses revues ont montré le potentiel d’IM-MS à fournir des informations 

structurales des édifices non-covalentes [94–99]. L’équipe de C. Robinson a ainsi démontré que les 

édifices biologiques non-covalents peuvent être transférés de la phase aqueuse à la phase gazeuse 

en maintenant leur structure quaternaire [100]. Grâce au faible temps d’analyse (de l’ordre de la 

milliseconde), l’IM-MS a été également utilisée avec succès pour étudier les intermédiaires et des 

transitions conformationnelles [101–103]. On peut aussi citer les travaux de Shvartsburg et al. sur la 

séparation des conformères de protéine [104], ou les études sur les changements de conformation 

induits par les associations avec le ligand [105,106]. De plus, l’IM-MS peut être efficace pour les 

systèmes où les sous-unités génèrent différents multimères qui ne peuvent être séparés uniquement 

par le rapport m/z, comme pour la dynamique d’oligomérisation de l’amyloïde-β dont l’agrégation 

mène aux maladies neurodégénératives [107,108]. L’équipe de A. Heck a également publié des 

études en IM-MS sur les capsides de virus de l’hépatite B d’une masse de 4 MDa [109].  

Cependant, quelques inconvénients de l’IM-MS sont à relever. Il a été observé que des 

complexes de protéine possédant une cavité centrale peuvent s’effondrer pendant l’analyse en IM-

MS menant à des ions de structures plus compactes donc possédant des CCS inférieures à la 

conformation native [110]. De plus, les informations structurales sont déduites indirectement des 

valeurs de CCS par des simulations de dynamique moléculaire qui peuvent être délicates dans le cas 

de grands édifices moléculaires [93]. Enfin, l’utilisation de cette technique implique l’achat d’un 

appareil dédié. 

 

1.4.2. L’échange hydrogène/deutérium (H/D) couplé à la MS 
 

L’échange H/D consiste à faire incuber l’échantillon avec une solution de D2O pour que ses 

hydrogènes labiles puissent s’échanger avec les deutériums de la solution (Figure 7). Les 

hydrogènes capables de s’échanger sont les hydrogènes des chaînes latérales liés aux hétéroatomes 

(N, O et S), les hydrogènes des côtés N-terminal et C-terminal, et les hydrogènes amidiques des 

liaisons peptidiques, mais seuls les échanges des hydrogènes amidiques sont observables [111].  

Les hydrogènes impliqués dans des liaisons hydrogènes intramoléculaires et les hydrogènes 

enfouis au cœur de la structure des édifices supramoléculaires vont s’échanger plus lentement. En 

revanche, les hydrogènes exposés à la surface accessible au solvant et qui ne sont pas impliqués 

dans des liaisons hydrogènes peuvent s’échanger avec les deutériums du solvant de manière rapide. 

De même, les zones stables et en interaction ont une vitesse d’échange plus faible que les régions 

flexibles et libres. Ainsi les vitesses d’échange isotopique reflètent la structure tridimensionnelle, les 

changements conformationnels et les interfaces de liaison des molécules biologiques et de leurs 

complexes [112]. 

 



Chapitre 1 : Spectrométrie de masse et complexes biologiques non-covalents : état de l’art 

 

33 
 

 

 

Figure 7. Représentation schématique du fonctionnement de l’échange H/D (source : National High 
Magnetic Field Laboratory). 

 

Historiquement, le RMN est la méthode utilisée pour suivre les échanges H/D, jusqu’à ce que 

les équipes de Chait [113] et de Smith [114] initient le couplage avec la MS (HDX-MS). Dès lors, le 

HDX-MS a fait ses preuves dans les études sur les interactions de type protéine-ligand [115–118], 

protéine-protéine [119,120], sur la détermination des changements dans l’accessibilité du solvant 

dus à la formation du complexe [111,121], sur les dynamiques de dépliement/repliement des 

protéines et leurs mécanismes d’assemblage  [122,123]. Enfin, le HDX-MS peut aussi faciliter la 

cristallogénèse en identifiant les régions flexibles ayant une faible structuration et une grande 

vitesse d’échange isotopique [97,124]. 

Après l’exposition au solvant deutéré, vient l’étape importante de « quenching » pour 

conserver des taux de deutération les plus proches possibles de ceux à la fin de la période de 

marquage. Etant donné que les vitesses d’échange dépendent du pH et de la température, de 

manière générale le « quenching » est réalisé en diminuant le pH jusqu’aux alentours de 2,5 et la 

température jusqu’à 0°C. Pour éviter les rééchanges, les étapes d’analyse qui suivent doivent être 

aussi maintenues à ces conditions. De plus, les rééchanges sont possibles avec l’humidité dans l’air. 

Ceci constitue des contraintes expérimentales indéniables à ce type d’approche. 

  

1.4.3. Le marquage chimique couplé à la MS 
 

En parallèle à l’échange H/D, la topologie de surface des protéines et de leurs complexes 

peut être étudiée par marquage chimique suivi de l’analyse en MS [125]. Cette approche consiste à 

utiliser les agents de marquage qui réagissent avec les acides aminés cibles. Ainsi, la protéine est 

marquée seule et en présence de ses partenaires. Les changements conformationnels liés à la 

formation du complexe vont modifier l’accessibilité et la réactivité des sites vis-à-vis du réactif. Ainsi 

l’analyse différentielle en MS après la protéolyse permettra l’identification des résidus impliqués 

dans l’interface d’interaction. 

Dès lors, le marquage chimique a permis d’étudier les complexes de types protéine-ligand 

[126], protéine-ADN [127] ou protéine-protéine. Le choix de l’agent de marquage est important car 
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il ne doit pas affecter la structure de la protéine ni ses interactions avec ses partenaires [128]. De 

plus, son temps de réaction est crucial. Certains agents utilisés demandent un temps de réaction de 

quelques minutes à quelques heures : ce temps assez long peut ne pas être adapté aux complexes 

dynamiques car à chaque fois que les derniers se dissocient, les sites d’interaction sont accessibles 

aux agents de marquage. Pour y remédier, il existe des possibilités de marquage rapide en utilisant 

le rayonnement synchrotron pour générer les radicaux hydroxyles HO· qui oxydent des acides 

aminés des complexes dans l’intervalle de temps de la milliseconde [126]. En résumé, ces conditions 

expérimentales non triviales entraînent des problèmes de reproductibilité et d’automatisation, et 

cette approche ne permet de donner que les informations concernant la topologie de surface.   

 

1.4.4. La protéolyse ménagée couplée à la MS 
 

La protéolyse ménagée (« limited proteolysis ») repose sur le principe que les informations 

de structure peuvent être déduites à partir de la détermination de la protection des protéines contre 

la protéolyse enzymatique. En présence d’une protéase, les régions de la protéine qui sont enfouies, 

qui font partie d’une structure rigide, ou qui sont impliquées dans les interactions avec les 

partenaires sont protégées contre la protéolyse. En revanche, les régions non structurées, flexibles 

ou qui sont exposées au solvant sont moins protégées et plus susceptibles à la digestion.  Ainsi la 

comparaison des fragmentations résultantes de la protéolyse et des vitesses de digestion en 

présence et en absence des partenaires de la protéine d’intérêt permettront d’obtenir des 

informations sur les régions accessibles aux protéases, sur la flexibilité de la protéine en solution,  

les zones d’interaction ou encore les changements conformationnels liés à l’interaction [129].  Cette 

approche peut également être utile pour savoir si les changements de conformation induits par la 

liaison avec un premier partenaire inhibent la liaison avec un deuxième partenaire sur un autre site 

d’interaction [130].  

La protéolyse ménagée a été utilisée avec succès pour déterminer des interfaces 

d’interactions entre les sous-unités des complexes de type protéine-protéine [131], protéine-ADN 

[129] et protéine-ligand [130]. Bien entendu, les conditions de réaction (choix de l’enzyme et de sa 

concentration, temps d’incubation) sont primordiales. En général, la protéolyse ménagée est 

conduite avec différentes protéases (trypsine, thermolysine, Glu-C, Lys-C, Asp-N, chymotrypsine, 

etc.) ; le choix des protéases adéquats peut être facilité si les connaissances préalables concernant 

les zones d’interaction sont à disposition [130]. La cinétique de protéolyse est également suivie à 

différents temps d’incubation ; le suivi de la protéolyse et l’analyse des produits peuvent être 

effectués par MALDI-MS ou ESI-MS [129].  

Parmi les inconvénients de cette approche, nous pouvons citer le cas des complexes de type 

protéine-ADN : les interactions non spécifiques entre les acides aminés chargés positifs de la 

protéine et les groupements phosphates chargés négatifs de l’ADN peuvent constituer une barrière 

de protection de la protéine contre la protéolyse, ce qui complique la corrélation entre la protection 

à la protéolyse et l’information structurale [129]. Dans le cas des équilibres entre les formes lié et 

non liée de la protéine, la protéolyse peut avoir lieu sur les formes libres et liées, ce qui mènerait à 

des ambiguïtés dans l’interprétation des données [129]. Pour pallier ce problème, le partenaire 

d’interaction peut être introduit en excès pour que tous les sites de liaison possibles de la protéine 

soient occupés ; mais il faut être prudent afin que ceci n’induise pas les interactions non spécifiques 

[130].   
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1.4.5. Le pontage chimique couplé à la MS 
 

Le pontage chimique consiste à lier de façon covalente les sous-unités qui sont en interaction 

non-covalente ou qui sont proches, par des réactions chimiques avec l’agent de pontage (ou « cross-

linker »). Les agents de pontage sont constitués de fonctions réactives qui peuvent être identiques 

ou différents. Chaque type d’agents de pontage réagit sur des acides aminés différents ; le choix 

s’effectue donc en fonction des acides aminés cibles et de leur présence dans la séquence des 

protéines d’intérêt. La réaction de pontage étant protéine dépendante, sa mise en œuvre constitue 

un processus d’essai-erreur [132] : il s’agit de trouver la nature et la quantité de l’agent de pontage 

adéquates pour une réaction de pontage réussie.   

Une fois les complexes protéiques stabilisés de façon covalente, on peut déterminer sa 

stœchiométrie et suivre l’avancement de réaction de pontage par gel d’électrophorèse 1D (SDS-

PAGE) ou par MALDI-MS [133,134]. Outre la stœchiométrie, les informations sur les zones en 

interactions et leurs contraintes de distance peuvent aussi être obtenues suite à une fragmentation 

dans le spectromètre de masse (stratégie « top-down ») [135] ou une digestion enzymatique de 

l’échantillon ponté en gel ou en solution (stratégie « bottom-up ») [132,136], mais ceci demande 

l’utilisation de moteurs de recherche dédiés à l’identification des peptides pontés. Enfin, les 

pontages in vivo sont également possibles pour identifier les partenaires d’interaction [137].  

A mon arrivée au laboratoire, quelques études développées suggéraient la possibilité de 

caractériser des systèmes pontés, mais de nombreuses difficultés sont dès lors évoquées. Parmi 

celles-ci, on peut mentionner notamment un faible rendement de pontage ou un pontage incomplet 

qui rend l’interprétation difficile, et un manque cruel d’outil bio-informatique pour l’interprétation 

des résultats. Ainsi, les principales difficultés de cette approche concernent essentiellement 

l’optimisation des conditions de réaction et l’interprétation des données. 

Nous développerons plus en détails le pontage chimique couplé à la MS dans les chapitres 2 

et 3, notamment à travers l’application de cette approche pour déterminer la stœchiométrie et les 

zones en interaction d’un complexe recombinant humain SAGA HAT. 
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Chapitre 2 : Strate gie comple mentaire 

voire alternative a  l’ESI-MS pour l’e tude 

des complexes biologiques : pontage 

chimique couple  a  la MS   
 

 

 

 

Dans le chapitre 1, nous avons vu qu’outre les techniques d’analyse structurale 

conventionnelles, l’investigation des édifices biologiques non-covalents bénéficie grandement de 

la spectrométrie de masse supramoléculaire « classique ». L’ESI-MS est traditionnellement 

utilisée pour étudier les édifices supramoléculaires car elle offre la possibilité de conserver des 

interactions non-covalentes. Elle requiert les étapes de dessalage et d’échange de tampon pour 

éliminer les sels non-volatils incompatibles avec le processus d’ionisation électrospray. 

Cependant, la difficulté à transférer intacts certains complexes protéiques dans les tampons 

classiquement utilisés en ESI-MS nous incite aujourd’hui à développer de nouveaux protocoles 

d’analyse pour permettre leur étude par MS. 

L’une de ces approches utilise le pontage chimique pour lier de façon covalente les sous-

unités des complexes en amont de l’analyse en MS. Dans le cas des complexes dont la présence des 

sels non-volatils est nécessaire à la stabilisation, nous nous sommes orientés vers le MALDI-MS 

qui est plus tolérante vis-à-vis des sels.   

Dans ce chapitre 2, avant d’aborder le pontage chimique, nous allons tout d’abord décrire 

le fonctionnement du MALDI-MS pour comprendre les difficultés d’étude des composés de haute 

masse par cette technique. Ensuite, nous verrons le principe du pontage chimique, les étapes 

expérimentales, la mise en œuvre et les critères garantissant une réaction de pontage réussie. Puis 

nous allons discuter en détail de l’analyse des produits de pontage par MS et du traitement des 

données par des outils bio-informatiques. Enfin, nous nous consacrerons aux informations 

structurales que nous pouvons en tirer. 
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2.1.   La spectrométrie de masse par désorption-ionisation 

laser assistée par matrice (MALDI-MS) 
 

2.1.1. Instrumentation 
 

Le principe et l’acronyme de la spectrométrie de masse par désorption-ionisation laser 

assistée par matrice (MALDI-MS) ont été introduits en 1985 par Karas et al. [1] et ont été suivis 

par plusieurs applications aux composés biologiques [2–4]. Parmi celles-ci, nous pouvons 

mentionner la publication des premiers spectres de masse obtenus par MALDI-MS pour les 

protéines dont les masses excèdent les 10 kDa [5] et 100 kDa [6,7].  

Lors d’analyse en MALDI-MS, l’échantillon est d’abord cristallisé avec un large excès de 

matrice. Pour cela, il est déposé sur une cible qui est un support métallique conducteur et inerte 

chimiquement. Il existe plusieurs modes de dépôt, les deux plus couramment utilisés est le dépôt 

goutte séchée (l’analyte et la matrice sont mélangés soit dans un tube soit directement sur cible, 

le mélange déposé est ensuite laissé évaporer à l’air ambiant pour être cristallisé) et le dépôt 

couche mince (la matrice est déposée d’abord et laissée sécher sur cible, puis l’analyte est appliqué 

par-dessus cette couche de matrice et laissé évaporé à l’air ambiant). Le dépôt couche mince est 

considéré comme permettant de générer des cristaux plus homogènes que le dépôt goutte séchée 

et donc d’améliorer la résolution et la sensibilité de l’analyse MS [8]. De plus, il offre la possibilité 

d’automatiser les dépôts d’échantillon, par exemple lors du couplage avec un système de 

chromatographie liquide ou d’électrophorèse capillaire.   

Ensuite, l’irradiation laser sur ce dépôt de mélange analyte-matrice sous un vide poussé 

(environ 10-7 mbar) permet de générer des ions en phase gazeuse et ces ions sont guidés vers 

l’analyseur grâce à un champ électrique (Figure 1). Ainsi, le rôle de la matrice n’est pas seulement 

d’absorber l’énergie du faisceau laser afin de protéger l’analyte, mais aussi d’aider à la désorption, 

au transfert de la phase solide à la phase gazeuse, et à l’ionisation de l’analyte [9]. Il n’existe pas 

de matrice universelle mais certains types de matrices sont connus pour certaines applications. 

Par exemple, l’acide 2,5-dihydroxybenzoïque (DHB), l’acide α-cyanohydroxycinnamique (HCCA) 

et l’acide sinapinique acid (SA) sont les matrices les plus couramment utilisées pour les protéines 

et les peptides. Pour les acides nucléiques, ce sont plutôt le 6-aza-2-thiothymine (ATT), le 2,4,6-

trihydroxyacétophénone (THAP), l’acide 3-hydroxypicolinique (3-HPA), l’acide picolinique (PA) 

et le DHB [10].  
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Figure 1. Représentation schématique de la désorption-ionisation MALDI [11]. 

 

Bien que l’ionisation MALDI ait été introduit et développé depuis plus d’une vingtaine 

d’années en spectrométrie de masse, son mécanisme d’ionisation n’est toujours pas 

complètement résolu à cause de l’implication d’une multitude de processus physiques et 

chimiques [8,9]. Globalement, le mécanisme d’ionisation introduit par Zenobi et Knochenmuss 

implique deux étapes [12] : 

- L’ionisation primaire se produit pendant ou juste après le pulse laser. La génération 
des ions primaires reste toujours très controversée, nous pouvons néanmoins en citer 
deux modèles principaux : l’ionisation photochimique [13] où la formation des cations 
radicaux de matrice par photoionisation précède la formation d’autres ions; et 
l’ionisation cluster (ou modèle du « lucky survivor ») [14–16] où l’irradiation laser 
induit l’éjection des clusters d’ions considérés comme préformés en phase solide. En 
fonction du modèle considéré, les ions primaires formés peuvent être des ions de 
matrices, d’analyte, ou des deux. 

 
- L’ionisation secondaire a lieu dès l’apparition des ions primaires. Des réactions de 

transfert de protons et de cations [12,17], ou des réactions de transfert d’électrons et 
d’anions [18] dans la plume de désorption/ablation génèrent les ions secondaires et 
mènent à l’ionisation d’analyte. Cette ionisation secondaire produit majoritairement 
des ions monochargés.  

 
Les ions formés progressent ensuite dans le champ électrique appliqué entre la cible et la 

lentille électrostatique vers l’analyseur. Différents types d’analyseur peuvent être couplés à 

l’ionisation MALDI, nous pouvons mentionner par exemple l’analyseur résonnance ionique 

cyclotronique à transformée de Fourier [19], l’analyseur piège à ions [20,21] ou l’analyseur à 

secteur magnétique [22]. Cependant, l’analyseur à temps de vol (TOF pour « Time Of Flight ») est 

le plus souvent utilisé avec l’ionisation MALDI. Il mesure les ions en fonction de leur temps de 

parcours dans le tube de vol libre de champ. Les ions de plus faibles rapports m/z vont arriver en 

premier, tandis que ceux qui ont les m/z plus grands vont mettre plus de temps pour arriver au 

détecteur. Comme développé dans le chapitre 1, la gamme de masse d’analyseur TOF est en 

théorie illimitée. Ainsi, il est particulièrement adéquat pour l’ionisation MALDI qui génère 
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principalement les ions monochargés donc de grands rapports m/z. En outre, dans ce type 

d’analyseur, les ions sont accumulés puis envoyés par paquets dans le tube de vol. Ainsi cet 

analyseur est bien adapté à l’ionisation pulsée du MALDI. Une fois le tube de vol traversé, les ions 

arrivent au détecteur où les courants ioniques sont convertis en signal électrique menant au 

spectre de masse. Comme pour les appareils ESI-MS, le détecteur classiquement utilisé en MALDI-

MS est le détecteur MCP.   

Enfin, un spectromètre de masse MALDI-TOF peut fonctionner selon deux modes:  

- Mode linéaire : les ions sont expulsés par paquet et traversent « linéairement » le tube 

de vol jusqu’au détecteur. Cependant, de la dispersion spatiale et la différence dans 

l’énergie cinétique acquise par les ions de même m/z en résulte une faible résolution.  

- Mode réflectron (Figure 2): le réflecteur électrostatique ralentit, réfléchit puis accélère 

les ions vers le détecteur. Cet ajustement en temps de parcours permet de corriger les 

dispersions spatiales et cinétiques des ions de même rapport m/z améliorant la 

résolution. Néanmoins, ce mode de fonctionnement ne peut s’appliquer qu’à des 

molécules de moins de 10 000 Da.  

 

 

Figure 2. Représentation schématique du mode réflectron du MALDI-TOF (source : adapté de 
University of Wisconsin – Madison).  

 

2.1.2. Difficultés d’étude des composés de haute masse moléculaire 
 

Bien que le MALDI soit une source d’ionisation douce, l’étude des édifices 

supramoléculaires par MALDI-MS reste en faible nombre par rapport à l’ESI-MS à cause de deux 

difficultés majeures : i) la détection des ions à haut rapport m/z, ii) la conservation de l’intégrité 

des complexes non-covalents lors de l’analyse dans le spectromètre de masse.   
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2.1.2.1. La détection des ions à haut rapport m/z 
 

Comme mentionné précédemment, le détecteur MCP est le détecteur classiquement utilisé 

en MALDI-TOF. Cependant, la vélocité des ions de grand rapport m/z est plus faible, ce qui mène 

à une faible efficacité de conversion de ces ions en électrons. Dès lors, le détecteur MCP souffre 

d’un problème de sensibilité dans la gamme de masse élevée.  

Pour pallier ce problème, l’entreprise Comet AG (Flamatt, Suisse) a développé un 

cryodétecteur permettant de détecter les ions de haute masse avec une bonne sensibilité [23]. 

Cependant, ce détecteur demande beaucoup d’entretien coûteux et chronophage, et n’est plus 

commercialisé [10,24]. Le seul type de détecteur de haute masse disponible commercialement est 

basé sur la technologie « ion conversion dynode » (ICD) dont fait partie celui développé par 

l’entreprise CovalX AG (Zürich, Suisse). Les ions de haute masse arrivant au détecteur CovalX 

percutent la dynode de conversion et sont convertis en ions secondaires. Ensuite, ces ions 

secondaires sont ré-accélérés et détectés par le multiplicateur « secondary electron multiplier » 

(SEM) [25].  

Ce dispositif possède une plus grande sensibilité vis-à-vis des ions de haute masse et 

permet l’analyse des composés jusqu’aux alentours de 2 MDa avec la HM4, la génération la plus 

récente du détecteur (Figure 3). Sur le détecteur HM1 disponible au laboratoire, nous avons 

détecté des espèces jusqu’aux alentours de 800 kDa.  

 

Figure 3. Spectre de masse de capside de virus obtenu par MALDI-TOF équipé d'un détecteur 
CovalX de dernière génération (HM4). Le pic correspondant à l’ion monochargé de la capside de 

virus TERN-1 est détecté à 2 011 kDa (source : CovalX).  



Chapitre 2 : Stratégie complémentaire à l’ESI : pontage chimique couplé à la MS 

 

49 
 

En pratique et dans un appareil de type MALDI-TOF, l’installation de ce détecteur ne 

demande pas beaucoup de modifications particulières dans la configuration existante du 

spectromètre de masse conventionnel. Lors de son utilisation, ce détecteur s’insère par les 

commandes de contrôle devant le détecteur MCP classique sans que le vide soit cassé [25]. De 

cette manière, nous pouvons continuer à utiliser le détecteur MCP pour les ions de faible m/z (en 

mode linéaire ou réflectron) tout en ayant la possibilité d’utiliser le détecteur CovalX (uniquement 

en mode linéaire) pour les ions de grand m/z, le tout sur le même spectromètre de masse à 

ionisation MALDI.   

  

2.1.2.2. La détection des complexes non-covalents par MALDI-

MS 
 

Même si le MALDI-MS permet l’analyse des composés de grandes masses grâce au 

développement instrumental, un problème subsiste quant à la détection des complexes non-

covalents par cette technique. En effet, des interactions non-covalentes peuvent être dissociées 

lors des étapes de la préparation d’échantillon et de la désorption-ionisation.  

D’une part, les matrices classiquement utilisées et mélangées avec l’échantillon lors du 

dépôt sur cible sont des acides organiques dissous dans un mélange d’eau/solvant organique 

acidifié avec du TFA (acide trifluoroacétique). Dans ces conditions, la plupart voire la totalité des 

complexes non-covalents sont dissociés [8]. Pour mieux préserver les interactions non-

covalentes, les matrices non-acides ont été introduites dans les années 1990. On peut mentionner 

entre autres le 6-aza-2-thiothymine [26], le 2,6-dihydroxyacétophénone [27], le 2,4,6-

trihydroxyacétophénone [28] ou le 4-nitroaniline [29]. D’autres matrices légèrement acides 

comme le 6-azathiothymine (ATT) ont été également utilisées pour analyser les complexes non-

covalents d’acides nucléiques [30]. Cependant, peu d’exemples d’étude utilisent ces matrices non-

acides, probablement à cause d’un problème de sensibilité : elles donnent des spectres de moindre 

qualité comparés aux matrices acides [10]. D’autres stratégies consistent à continuer l’utilisation 

des matrices acides, mais à faire l’impasse sur l’utilisation de solvant organique, et/ou de 

neutraliser le pH de la solution de matrice ou du mélange matrice/analyte. Par exemple, F. Song 

[31] a pu analyser avec succès les complexes de type protéine-protéine en utilisant une solution 

aqueuse d’acide sinapinique (SA) dans du citrate d’ammonium ajusté à pH 7 avec de l’hydroxyde 

d’ammonium.   

D’autre part, lors de la désorption-ionisation en MALDI, le signal correspondant aux 

complexes non-covalents intacts peut être observé dans des conditions particulières lors du 

premier tir laser. Ce phénomène s’appelle le « first shot phenomenon » et a été mentionné par 

Rosinke et al. en 1995 [32]. Ensuite, trois modèles explicatifs ont été proposés par Cohen et al. en 

1997 [33], ils sont représentés sur la Figure 4 :  

- (A) Lors de la croissance cristalline, les molécules de grandes tailles « ségréguent » vers 

la surface des cristaux. Ainsi les complexes se retrouvent majoritairement à la surface, 

contrairement à des sous-unités de plus petite taille. 

- (B) Lors du processus de cristallisation, l’échantillon est distribué de manière 

homogène dans les cristaux. Cependant, les complexes de protéine qui restent intacts 
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sont localisés uniquement à la surface des cristaux. A l’intérieur de ces cristaux, les 

complexes sont présents sous forme dissociée. 

- (C) Le complexe survit à la cristallisation. Le pulse laser ablate les molécules de 

complexe à la surface des cristaux qui seront ionisées et détectées. Cependant, à cause 

de son irradiation, les autres molécules de complexe restantes autour du cratère sont 

dissociées. Par conséquent, les tirs laser qui suivent ne résultent qu’en la détection des 

sous-unités dissociés.  

Même si reporté dans quelques publications [32–35], le « first shot phenomenon » reste 

un phénomène particulier qui dépend de plusieurs facteurs (matrice, préparation d’échantillon, 

analyte) et reste pour l’instant loin d’être général ou généralisable [35].  

 

Figure 4. Les hypothèses du "first shot phenomenon" [35]. 

 

Pour résumer, même si le MALDI-MS permet l’analyse des complexes non-covalents, il faut 

tout de même opérer dans des conditions particulières de pH, de solvant, de matrice et du tir laser, 
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qui sont pour l’instant limités à quelques exemples de systèmes supramoléculaires. Dans ce 

contexte, la stratégie du pontage chimique mise en place en amont de l’analyse en MS émerge 

comme une alternative intéressante pour étudier les édifices non-covalents.  

 

2.2. Application du couplage pontage chimique - 

spectrométrie de masse à l’étude des édifices non-covalents 
 

2.2.1. Principe du pontage chimique couplé à la spectrométrie de 

masse (CX-MS) 
 

Les modifications chimiques de protéines, dont fait partie le pontage chimique, datent des 

années 1920 [36,37],  mais le développement de ce dernier ne commença qu’à partir des années 

70 [38,39]. Le pontage chimique ou réticulation chimique (« cross-link ») consiste à lier de façon 

covalente les sous-unités qui sont en interaction non-covalente ou qui sont proches par 

l’intermédiaire de l’agent de pontage (ou l’agent réticulant, « cross-linker »). Le pontage peut 

concerner des protéines, des peptides, des acides nucléiques etc. Puis à partir des années 90 et 

avec les développements de la MS, la stratégie de coupler le pontage chimique avec la 

spectrométrie de masse émerge [40]. En donnant l’accès à des informations telles que la topologie, 

la proximité spatiale ou encore les contraintes de distance des groupes fonctionnels, le couplage 

CX-MS s’intègre dans l’éventail des approches d’analyse structurale. Cependant, son application 

restait encore très limitée à cause du faible rendement de pontage, du manque de sensibilité des 

instruments et des difficultés dans l’interprétation des données.   

Depuis une dizaine d’années, grâce au développement instrumental avec l’apparition des 

spectromètres de masse de plus en plus performants, au développement de nouveaux agents de 

pontage et au développement bio-informatique [41], l’essor de cette approche s’illustre par la 

publication de revues toujours plus nombreuses [40–45]. En juillet 2015, une simple recherche 

sur la base de documentation PubMed avec les mots-clés « cross-linking mass spectrometry » 

(« pontage couplé à la spectrométrie de masse ») montre une croissance exponentielle du nombre 

d’études scientifiques utilisant le CX-MS au fil des années (Figure 5). Parmi celles-ci, nous pouvons 

citer quelques exemples d’application du CX-MS sur de larges édifices supramoléculaires. Les 

architectures de l’ARN polymérase II de masse 670 kDa contenant 15 sous-unités, et de l’ARN 

polymérase I de masse 589 kDa contenant 14 sous-unités ont été étudiées avec succès par les 

équipes de Rappsilber et d’Aebersold  [46,47]. Le CX-MS a permis de déterminer la structure du 

ribosome d’E. coli, un complexe de 53 protéines et de masse 2,5 MDa [48], ainsi que celles des 

protéasomes 19S et 26S [49–51]. Particulièrement, Lasker et al. [47] ont appliqué une approche 

intégrative où différentes données, y compris celles obtenues par CX-MS, ont été utilisées pour 

déterminer l’architecture moléculaire du protéasome 26S du Schizosaccaromyces pombe faisant 

2,5 MDa. Un autre exemple concerne le complexe chaperonine TRiC/CCT (TCP-1 ring complex, 

chaperonin containing TCP-1) de 1 MDa, dont l’arrangement des sous-unités a été révélé par CX-

MS et modélisation [52,53]. 

Néanmoins, il n’existe pas de protocole « standard » pouvant être transféré d’un système 

biologique à l’autre, et nous allons voir que des expériences de contrôle sont indispensables.  
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Figure 5. Nombre d'articles scientifiques publiés chaque année sur le pontage chimique couplé à la 
MS répertoriés dans la base PubMed (recherche effectuée en juillet 2015, mots-clés « cross-linking 

mass spectrometry »). 

 

L’approche CX-MS peut se résumer en trois étapes majeures [54] représentées en Figure 

6: 

- La réaction de pontage chimique 

- La production de peptides pontés qui seront analysés en MS 

- L’identification des peptides pontés par des logiciels bio-informatiques 

 

Figure 6. Représentation schématique des étapes de CX-MS. 

 

2.2.2. Mise en œuvre de la réaction de pontage 
 

2.2.2.1. Les critères de choix d’agent de pontage 
 

Les agents de pontage (ou « cross-linkers ») sont constitués de deux fonctions réactives. 

Les fonctions réactives de ces agents sont séparées par une longueur de bras espaceurs. Ces 

fonctions réactives peuvent être identiques : on parle d’agent de pontage homobifonctionnel. Ils 
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vont créer des liaisons covalentes entre deux groupements fonctionnels identiques. Dans le cas 

où les fonctions réactives sont différentes, les agents de pontage sont dits hétérobifonctionnels. 

Ils vont lier de façon covalente les groupements fonctionnels différents des protéines, par exemple 

entre une amine et un thiol. Optionnellement, une troisième fonction réactive peut être introduite 

sur le bras espaceur (Figure 7). Il permet de créer un pontage supplémentaire avec une troisième 

protéine, ou de servir à l’isolation, la détection, ou l’identification des peptides pontés [40]. 

 

 

 

Figure 7. Différents types d'agent de pontage: (A) Agent de pontage homobifonctionnel, (B) Agent 
de pontage hétérobifonctionnel, (C) Agent de pontage trifonctionnel. 

 

Les exigences concernant un agent de pontage sont nombreuses [40]: 

- Sa réactivité : un agent de pontage doit être suffisamment réactif pour induire une 

certaine quantité de pontages. 

- Sa sélectivité : un agent de pontage doit présenter une spécificité chimique et réagir sur 

des acides aminés définis. En effet, trop de ponts peuvent déformer la conformation 

native de la protéine et peuvent être difficiles à interpréter a posteriori. 

- Ses conditions de réaction : un agent de pontage doit pouvoir réagir sous des conditions 

douces pour ne pas dénaturer les échantillons biologiques.  
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Il existe des centaines d’agents de pontages disponibles commercialement et par synthèse 

dans des laboratoires de recherche ([55–58], Thermo Scientific Pierce Protein Biology 

www.lifetechnologies.com). Le Tableau 1 présente de manière non-exhaustive quelques-uns de 

ces types d’agents de pontage.  

 
 

Tableau 1. Liste des principaux types d’agent de pontage et leurs acides aminés cibles, adapté de 
[40,41,59]. 

Fonctions réactives Acides aminés cibles 

Haloacétyl Cystéine 

Alpha-haloacétyl Cystéine 

Maléimide Cystéine 

Thiopyridyl disulfide Cystéine 

Acryl Cystéine 

Aldéhyde Lysine, N-terminal 

Iminoester Lysine, N-terminal 

Imidoester Lysine, N-terminal 

Ester activé (succinimidyl, 

nitrophenyl, sulfotetrafluorophenyl) 
Lysine, N-terminal 

Ester HOSu, ester phénolique Lysine, N-terminal 

Glyoxal Arginine 

Dicarbonyl Arginine, lysine 

Carbodiimide Acide aspartique, acide glutamique 

Dihydrazide Acide aspartique, acide glutamique 

Phénylazide (photoréactif) Non sélectif 

Tétrafluorophénylazide (photoréactif) Non sélectif 

Benzophénone (photoréactif) Non sélectif 

Arylazide, diazirine (photoréactif) Non sélectif 

 

 

Comme chaque type d’agents de pontage réagit sur des acides aminés différents, les agents 

de pontage sont à choisir en fonction des acides aminés cibles et de leur présence dans la séquence 

des protéines d’intérêt. Dans le cadre des protéines hydrosolubles, les principaux groupements 

cibles sont des amines primaires (des lysines et des acides aminés N-ter) et des thiols (des 

cystéines) [41]. Le choix des agents de pontage porte également sur le bras espaceur dont la 

longueur régit la distance maximale entre deux groupements fonctionnels. Enfin, il faut garder à 

l’esprit que la réaction de pontage étant protéine- et complexe-dépendante, sa mise en œuvre 

constitue un processus d’essai-erreur [42,43], afin de trouver la nature d’agents de pontage 

adéquate pour une réaction de pontage réussie.  
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2.2.2.2. Les agents de pontage réagissant sur les amines  
 

Les groupements fonctionnels les plus communément ciblés sont les amines des lysines et 

du N-terminal. Ceci peut s’expliquer par plusieurs facteurs [40,60] : i) leur haute réactivité, ii) leur 

emplacement souvent à l’extérieur des chaînes peptidiques ou près de la surface des protéines 

hydrosolubles, iii) leur présence à une fréquence assez élevée sur la séquence peptidique, ce qui 

permet d’avoir de nombreux points de réactions répartis de façon assez homogène. 

L’acylation et l’alkylation sont les deux mécanismes réactionnels mis en jeu lors du 

pontage des amines [43]. Ils donnent des liaisons amides ou imides stables. Nous pouvons 

mentionner quelques fonctions réactives qui ciblent les amines : 

- Les esters N-hydroxysuccinimide (NHS) : introduits il y a plus d’une trentaine d’années, 

ces esters NHS mettent en jeu les réactions d’acylation. Cependant, la plupart d’entre 

eux ne sont pas solubles en milieu aqueux des biomolécules. Pour y remédier, soit nous 

utilisons une solution mère très concentrée en ester NHS dans un solvant organique 

pour ensuite la diluer dans le milieu réactionnel, soit nous utilisons leurs analogues 

hydrosolubles qui sont les esters sulfo-NHS.       

Lors de l’acétylation, les esters NHS réagissent sur les amines ε des lysines et les amines 

α du N-terminal, forment une liaison amide ou imide stable et libèrent le groupement NHS 

ou sulfo-NHS (Figure 8). Malgré leur grande spécificité vis-à-vis des amines, les esters NHS 

peuvent aussi réagir sur d’autres groupements nucléophiles. Cependant, la réactivité des 

serines est très lente comparée à celle plus rapide des amines, et les produits de la réaction 

sur les histidines (N-acylimidazole) sont très instables [61]. Quant aux cystéines, deux cas 

se présentent. Soit elles ne peuvent pas réagir avec les esters NHS car impliquées dans les 

ponts disulfure. Soit elles réagissent mais les produits obtenus (les thioesters) sont 

instables et peuvent réagir avec les amines pour former l’amide [40]. Ensuite, un pH alcalin 

(pH 8,4) favorise les ponts entre les lysines, tandis qu’un pH plutôt acide favorise réactions 

des esters NHS sur les tyrosines [61,62]. Les réactions des esters NHS sont aussi observées 

avec les sulfhydryls déprotonés des cystéines, les hydroxyls déprotonés des serines et 

thréonine [63,64], ou les groupements guanidine des arginines à un pH plus élevé [65].  

En résumé, les esters NHS peuvent être considérés comme spécifiques aux amines des 

lysines et du N-terminal à condition que le pH soit contrôlé avec précaution utilisant les 

tampons phosphates, bicarbonates, HEPES ou borates [40]. Cependant, il est important de 

garder à l’esprit que lorsque les résidus acides aminés (autres que les lysines) cités ci-

dessus sont particulièrement proches l’un de l’autre, le pontage peut avoir lieu même si ce 

n’est pas la réaction la plus favorable. Ceci peut être particulièrement utile et devrait être 

pris en compte en fonction du complexe d’intérêt. En effet, les pontages créés entre des 

résidus autres que les lysines peuvent apporter des informations structurales 

complémentaires, surtout dans des régions du complexe où peu de lysines sont présentes.     

Enfin, l’hydrolyse des esters NHS les rend inactifs et augmente avec le pH [56,66]. Leur 

temps de demi-vie est de l’ordre de l’heure dans un milieu aqueux à un pH physiologique 

(pH 7.0-7.5) [43]. Par conséquent, des précautions sont à prendre lors de leur 

conservation (en minimisant les contacts avec l’humidité environnant) et de leur 

utilisation (pour les esters sulfo-NHS, en les utilisant tout de suite après dilution dans un 
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solvant aqueux). Une approche alternative consiste à utiliser les agents de pontage 

possédant des fonctions réactives N-succinimidyl carbamate qui sont moins sujets à 

l’hydrolyse que les esters NHS [58]. 

 

 

 

Figure 8. Réaction de pontage des esters NHS sur des protéines. 

 

- Les esters imides : les esters imides font partie des agents de pontage les plus anciens 

[67] et les plus spécifiques pour modifier les amines primaires. Ils possèdent peu de 

réactivité vis-à-vis des groupes nucléophiles autres que les amines dans la gamme de 

pH entre 7 et 10. Ils sont hydrosolubles, mais subissent une dégradation due à 

l’hydrolyse. Leur temps de demi-vie dans un milieu aqueux est inférieur à 30 minutes 

[68]. L’avantage des esters imides est qu’ils permettent de garder la charge positive sur 

le produit réactionnel amidine à pH physiologique [43] (Figure 9). 

 

 

 

Figure 9. Réaction de pontage des esters imides sur des protéines. 

 

- Les carbodiimides : ils forment des liaisons amides entre les amines et les 

carboxyliques  [69] (Figure 10). L’agent de pontage le plus connu de cette famille est 

l’EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide). Ces carbodiimides sont 

également appelés les agents de pontage « de longueur nulle » (« zero-length ») car ils 

n’introduisent pas de distance supplémentaire entre les partenaires d’interaction après 

la réaction de pontage. Ainsi ils sont privilégiés pour lier des groupements fonctionnels 

proches (< 3 Å). 
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Figure 10. Réaction de pontage de l'EDC sur des protéines. 

 

2.2.2.3. Les agents de pontage réagissant sur les thiols  
 

Les groupes réactifs envers les thiols des cystéines constituent le deuxième groupe 

d’agents de pontage des plus couramment utilisés. L’alkylation et l’échange de ponts disulfures en 

sont les mécanismes réactionnels [43]. 

- Les maléimides : ils ajoutent un thiolate sur le groupement fonctionnel selon une 

addition de Michaël de type 1,4 [43] (Figure 11). Ils sont spécifiques aux thiols dans la 

gamme de pH de 6,5 à 7,5 [70,71]. Ils peuvent aussi réagir sur des amines [72]; cette 

réaction est cependant 1000 fois plus lente que la réaction sur les thiols à pH 7 [73].  

 

 

 

Figure 11. Réaction de pontage des maléimides sur des protéines. 

 

- Les réactifs permettant l’échange de ponts disulfures : les cystéines impliquées dans 

des ponts disulfures peuvent participer à une réaction d’échange (Figure 12). Ces 

agents de pontage vont réagir sur la fonction thiol sur le pont disulfure, ce qui mène à 

une rupture de la liaison S-S et la formation d’un nouveau pont. Des agents réducteurs 

des thiols comme le DTT ou le 2-mercaptoéthanol peuvent aussi être utilisés en amont 

pour faciliter la réaction de pontage [40]. Ces échanges au niveau des soufres ont lieu 

dans une large gamme de conditions, de pH acide à pH basique [43].  
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Figure 12. Réaction de pontage permettant l'échange de ponts disulfure avec les cystéines. 

 

2.2.2.4. Les agents de pontage photoréactifs (non-sélectifs) 
 

Les agents de pontage photoréactifs réagissent sur les groupements fonctionnels lors de 

l’exposition à la lumière UV. Avant l’activation, ils sont relativement non-actifs et peuvent donc 

être utilisés sous des conditions très contrôlées. Ils sont communément utilisés pour ponter les 

acides nucléiques et leurs complexes [74,75]. Les agents les plus utilisés sont les arylazides 

(Figure 13). L’irradiation des phényl-azides mène à la formation de nitrènes qui peuvent se fixer 

de manière non spécifique sur tous les résidus de la protéine, en particulier sur des doubles 

liaisons au niveau des liaisons C-H ou N-H [43]. On peut aussi mentionner d’autres agents de 

pontage photoréactifs comme la benzophénone et ses dérivés [74,76].  

 

 

 

Figure 13. Réaction de pontage des arylazides photoréactifs sur des protéines. 

 

2.2.2.5. Les longueurs du bras espaceur 
 

Comme mentionné précédemment, le choix d’agent de pontage réside non seulement dans 

la nature de ses fonctions réactives mais aussi dans la longueur du bras espaceur. Cette chaîne 

carbonée sépare des deux extrémités réactives et est introduite lors du pontage entre deux 

groupements fonctionnels pontés. En s’ajoutant à la flexibilité des groupements fonctionnels, la 

longueur du bras espaceur détermine et donne une première approximation de la distance des 

ponts [44]. Plus cette longueur est importante, plus des groupements fonctionnels qui ne sont pas 

en interaction ou proches pourraient être liés. Ceci crée plus de ponts et entraîne plus 

d’hétérogénéité dans des espèces pontées. Enfin, un bras espaceur long confère à l’agent de 
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pontage plus d’encombrement stérique, ce qui gêne son accès au cœur de la protéine ou des 

complexes.    

 Outre les agents de pontage de longueur nulle, la plupart des agents de pontage possèdent 

des bras espaceurs dont la longueur est donnée par les fabricants. Néanmoins, une étude réalisée 

par Green et al. en 2001 a permis de donner les longueurs moyennes des 32 agents de pontage qui 

s’avèrent d’être souvent inférieures aux longueurs théoriques [77]. Le Tableau 2 présente 

quelques-unes de ces distances obtenues pour les agents de la famille des esters NHS : 

disuccinimidyl glutarate (DSG), dithiobis(succinimidylpropionate) (DSP), disuccinimidyl 

suberate (DSS), disuccimimidyl tartarate (DST), ethyleneglycol bis-(succinimidylsuccinate) (EGS) 

et bis(2-[succinimidooxycarbonyloxy]ethyl)sulfone (BSOCOES). 

 

Tableau 2. Longueur des agents de pontage de type NHS-ester.                                                                                                 
* Voir référence Pierce Chemicals (1999). Adapté de [77]. 

Agent de 

pontage 

Distance moyenne 

N-N (Å) 

Gamme de distance 

N-N (Å) 

Distance donnée par 

le fabriquant (Å) * 

DSG 6,22 3,12 – 7,49 7,7 

DSP 8,04 4,63 – 10,65 12 

DSS 8,88 5,58 – 11,42 11,4 

DST 4,06 2,45 – 5,84 6,4 

EGS 9,11 3,23 – 14,79 16,1 

BSOCOES 10,62 6,81 – 12,43 13 

 

2.2.2.6. Optimisation de la réaction de pontage 
 

La réaction de pontage doit être conduite dans des solutions compatibles à la préservation 

structurale des complexes supramoléculaires d’intérêt. De plus, ces tampons ne doivent pas 

interférer avec les réactions de pontage et ne doivent pas réagir avec des agents de pontage. Par 

exemple, dans le cas des agents de pontage de type ester NHS, un tampon Tris n’est pas compatible 

et un échange de tampon s’impose dès lors.  

En outre, le pontage chimique peut induire des biais dans la conformation des protéines. 

En effet, plus les protéines sont modifiées par le pontage, plus leurs structures peuvent s’éloigner 

de celles en état natif [40]. Par conséquent, il est crucial d’optimiser les conditions de réaction afin 

de limiter le nombre de modifications induites par la réaction de pontage. 

Pour cela, différentes conditions de réaction (concentration, ratio protéine/agent de 

pontage, temps de réaction, température) doivent être testées. La cinétique de réaction peut être 

suivie par gel d’électrophorèse SDS-PAGE ou par MALDI-MS [43,78]. Dans le cas du pontage d’un 

complexe protéique, les conditions où apparaît la formation de multimères non spécifiques 

doivent être écartées [41]. L’objectif est d’avoir le meilleur rendement possible de pontage mais à 

la plus faible concentration possible d’agents réactifs. Ceci a pour but d’éviter un pontage excessif 

conduisant à des perturbations dans la structure des protéines ou des complexes, ces distorsions 

conformationnelles pouvant induire d’agrégations ou d’associations non-spécifiques [78,79].  
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2.2.3. Analyse des produits de pontage par MS 
 

2.2.3.1. Production des peptides après pontage 
 

L’étape qui suit la réaction de pontage est la production de peptides pontés. Il existe deux 

principales approches. Dans l’approche « top-down », juste après la réaction de pontage, le 

complexe biologique intact subit une fragmentation MS/MS directement dans le spectromètre de 

masse. Cependant, l’efficacité d’ionisation et de fragmentation étant liée à la taille et à la nature de 

l’échantillon, cette approche s’avère être difficilement applicable aux complexes protéiques de 

grande taille [40,41].   

La deuxième approche « bottom-up » réside en une digestion chimique ou enzymatique 

du complexe ponté. La réaction de pontage peut être contrôlée par gel d’électrophorèse ou par 

MALDI-MS, et la digestion peut être réalisée soit en gel soit en solution. L’équipe d’Andrea Sinz a 

remarqué que la digestion en solution est beaucoup plus efficace que la digestion en gel [73]. Dans 

tous les cas, la spécificité d’enzyme utilisée pour la digestion est un autre facteur important. Les 

enzymes de faible spécificité permettent l’obtention de peptides de plus petite taille préférables 

pour l’analyse en MS. Cependant, augmenter le nombre de coupures enzymatiques va générer un 

plus grand nombre de peptides, ce qui complique encore plus le nombre de combinaisons 

potentiels de séquence et donc l’identification des peptides pontés. C’est pourquoi Petrotchenko 

et Borchers proposent d’utiliser plutôt un mélange de deux enzymes spécifiques [41].   

Enfin, pour bénéficier les avantages et limiter les inconvénients de chacune de ces deux 

approches, une autre stratégie consiste à combiner les deux (« middle-down »). Le complexe 

biologique ponté subit une protéolyse ménagée ou un clivage limité. Le mélange peptidique 

résultant contient des peptides de taille raisonnable adaptés à une analyse « top-down » [80,81].  

 

2.2.3.2. Les types de peptide obtenus  
 

Après la réaction de pontage et la digestion enzymatique, outre les peptides 

natifs (peptides n’ayant pas été modifiés par l’agent de pontage), 3 types de peptides pontés 

peuvent être obtenus (Figure 14): 

- Peptide « mono-link » (ou « dead-end », ou pontage de type 0) : peptide où seule une 

extrémité de l’agent de pontage a réagi. 

- Pontage intra-peptide (« intra-link » ou peptide cyclique, ou pontage de type 1) : les 

deux extrémités fonctionnelles de l’agent de pontage ont réagi sur deux résidus 

d’acides aminés d’un même peptide. 

- Pontage inter-peptide (« inter-link » ou pontage de type 2) : peptide où les deux 

extrémités fonctionnelles de l’agent de pontage ont réagi sur deux résidus d’acides 

aminés de deux peptides différents. 
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Rappsilber a également mentionné en 2011 [82] les peptides de type 3. Sous cette 

appellation sont regroupés les multipontages issus des combinaisons de pontages des peptides 

des types 0, 1 et 2 dont la nomenclature plus détaillée avait été proposée par Schilling et al. [83].  

Cependant, étant donné leur complexité et la difficulté à les interpréter, nous ne les prenons pas 

en compte dans le cadre de ce travail. 

 

 

 

Figure 14. (a) Types de peptides pontés. (b) Dans le cas des modifications multiples, les peptides 
sont classés selon leurs longueurs et leurs masses avec α>β>γ. La position des peptides dans la 

séquence de la protéine du N-terminal au C-terminal détermine l’ordre des deux chiffres désignant 
le type de pontage [83]. 
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2.2.3.3. Amélioration de la détection en MS des peptides pontés 
 

L’analyse du mélange peptidique en MS/MS doit faire face à un problème de détection des 

peptides pontés. En effet, ces derniers sont présents en faible quantité comparé aux peptides 

natifs, d’autant plus que la diversité des types de peptides modifiés par le pontage mentionnés 

précédemment diminue encore plus leur abondance. Beaucoup d’efforts sont consacrés à 

l’amélioration de cette détection, une des solutions à ce problème consiste à ajouter une étape de 

séparation ou d’enrichissement des peptides pontés [54,84–86]. 

En effet, la séparation des produits pontés, tant au niveau protéique qu’au niveau 

peptidique, peut aider grandement à la détection et l’identification. Avant l’étape de digestion, il 

est possible d’introduire une étape supplémentaire pour séparer les molécules de complexe ponté 

des molécules de complexe non ponté. Ceci permet de n’avoir plus tard que des peptides issus 

uniquement du complexe ponté. Ainsi, il existe des possibilités de séparer des complexes pontés 

avant digestion par électrophorèse ou par gel-filtration. Ensuite, après l’étape de digestion, les 

peptides obtenus sont souvent séparés par chromatographie liquide en amont de l’analyse MS. 

Cette ultime séparation décomplexifie le mélange peptidique et réduit les phénomènes de 

suppression d’ions lors d’analyse en MS [41]. 

Une autre stratégie pour ne détecter que les produits pontés consiste à utiliser les 

techniques d’enrichissement par chromatographie d’échange cation (SCX), chromatographie 

d’exclusion (SEC) ou par affinité [78]. Les tags d’affinité de type biotine peuvent être incorporés 

sur l’agent de pontage [87,88]. Après la digestion, une purification d’affinité sur colonne d’avidine 

permet d’enrichir en produits pontés. L’utilisation des anticorps anti-agent de pontage sont 

également possibles pour cette étape d’enrichissement [41].  

Outre l’enrichissement, une autre possibilité consiste à introduire une signature 

reconnaissable en masse afin de faciliter la détection des peptides modifiés par pontage. Dans 

certains cas, cette stratégie rend également possible la distinction entre peptides « mono-link » et 

peptides pontés. 

 

a. Les marquages isotopiques  

 

 Deux types de marquages sont à discriminer : les marquages d’agent de pontage et les 

marquages de protéine.  

- Marquages isotopiques d’agent de pontage : le principe du marquage isotopique 

consiste à substituer un ou plusieurs atomes de l’agent de pontage par leurs isotopes 

lourds stables. De par ce principe, les agents de pontage « de longueur nulle » ne sont 

pas concernés, car ils n’insèrent pas d’identité chimique entre les groupements 

fonctionnels lors de la création du pont. Le plus souvent, un mélange équimolaire 

d’agents de pontage lourds et légers est utilisé. Comme les groupements fonctionnels 

ont autant de chance de réagir avec un agent de pontage léger que son homologue 

lourd, les signaux des peptides ainsi pontés sont présents sous forme de doublets avec 

un ratio 1 : 1 (Figure 15). Ceci permet de les distinguer des peptides non modifiés dont 

les signaux sont présents sous forme de singulets. Dès lors, la sélection des ions 
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précurseurs des peptides pontés lors de la fragmentation MS/MS est facilitée de même 

que l’interprétation des spectres de masse [54].  

En général ce sont des atomes d’hydrogène 1H qui sont remplacés par du deutérium 2D, 

ou des 12C par des 13C. On peut par exemple citer les agents BSP, BSG et BSS marqués 

d0-d4 [89], les agents DSA et DMA marqués d0-d8 [90]. Collins et al. ont aussi utilisé 

des agents doublement marqués à l’18O [91]. 

 

 

 

Figure 15. Principe du marquage isotopique des agents de pontage [41]. 

 

La quantité d’isotopes lourds introduits au sein de l’agent de pontage conditionne la 

différence de masse entre les deux pics du doublet. Dans le cas des mélanges d0-d4 et 

d0-d8, cet écart est respectivement de 4 Da et 8 Da. Idéalement, cette différence doit 

être ni trop faible pour permettre la séparation des deux pics pour des ions 

multichargés, ni trop importante pour permettre la sélection de tous les isomères lors 

d’analyse MS-MS. Enfin, le principal argument contre l’utilisation de cette approche de 

marquage réside dans le fait que le signal des peptides modifiés est diminué car divisé 

entre les formes léger et lourd.   

 

- Marquages isotopiques de protéine : au lieu de marquer des agents de pontage, les 

possibilités de marquer les protéines pendant ou après la digestion enzymatique sont 

également envisageables. Nous pouvons marquer soit l’extrémité N-terminal soit 

l’extrémité C-terminal des peptides. 

Premièrement, le marquage N-terminal exploite la propriété particulière des ponts 

inter-peptides par rapport aux autres peptides : la possession de deux extrémités N-

terminaux. Avec l’utilisation d’un mélange équimolaire de réactifs lourd et léger, ce 

marquage mène à l’incorporation de deux groupes marqués isotopiquement, tandis 

que les autres peptides n’en auront qu’un seul. Les spectres de masse des ponts 

interpeptidiques contiendront un triplet de pics d’intensité 1 : 2 : 1 (Figure 16). Un 

inconvénient de cette technique est l’augmentation de faux positifs liés aux 

modifications possibles des amines ɛ des lysines. Pour y remédier, Chen et al. proposent 

de bloquer les lysines par méthylation avant la digestion enzymatique [92], 
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Petrotchenko et al. proposent de combiner le marquage N-terminal des protéines avec 

le marquage des agents de pontage [93].  

 

 

  

Figure 16. Principe du marquage N-terminal [41]. 

 

Deuxièmement, le marquage C-terminal profite du fait que lors de la digestion, les 

atomes d’oxygène des peptides peuvent s’échanger avec des atomes d’oxygène de l’eau. 

Avec l’utilisation de l’eau marquée 18O dans le milieu réactionnel, les ponts inter-

peptides vont avoir deux fois plus d’oxygènes marqués que les autres types de peptide. 

Par conséquent, leur signal dans le spectre de masse présentera une différence de 

masse de 8 Da, tandis que les peptides natifs ou pontés de façon intramoléculaire 

auront une différence de 4 Da [94,95] (Figure 17). 

 

 

 

Figure 17. Principe du marquage C-terminal [41]. 

 

Enfin, une autre option est de marquer les protéines avec les isotopes stables comme 

le 15N. Un mélange des formes marquées (H pour « heavy ») et non marquées (L pour 

« light ») des protéines subit des étapes de pontage et de digestion. Les ponts 

intermoléculaires auront quatre combinaisons possibles de formes isotopiques : LL, 

LH, HL et HH, lorsque les autres peptides n’en auront que deux : LL et HH. Ainsi nous 
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pouvons mieux distinguer les ponts intermoléculaires grâce au triplet ou quadruplet 

de pics [96]. 

  

b. La fluorescence 

 

Outre les marquages isotopiques, les marquages fluorescents sur des agents de pontage 

ont été également développés. Initialement non fluorescent en solution, l’agent de pontage le 

devient quand ses deux fonctions réactives ont réagi. Ceci permet la détection par fluorescence 

des ponts interpeptides en chromatographie liquide en amont de l’analyse en MS [97]. Dans une 

autre étude, Wine et al. ont utilisé l’agent de pontage contenant une fonction réactive de type ester 

NHS,  une fonction photoréactive, et entre les deux un pont disulfure avec un groupement 

fluorescent [98]. La première réaction de pontage a lieu sur l’amine primaire, suivie par 

l’activation du groupement photoréactif. Ensuite, une coupure du pont disulfure élimine le 

marquage fluorescent des protéines qui n’ont pas été pontées. Les produits pontés seront ensuite 

détectés par imagerie fluorescente sur gel (Figure 18). 
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Figure 18. Utilisation des agents de pontage fluorescents par Wine et al.                                                     
(a) Co-immunoprécipitation du complexe protéique non-covalent. (b) Pontage par le groupement 

ester NHS puis par le groupement photoréactif. (c) Réduction des groupements disulfures.                         
(d) Séparation du complexe marqué par SDS-PAGE et détection de la fluorescence [98]. 
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c. Les agents de pontages clivables 

 

Le principe de cette fonctionnalisation est de cliver l’agent de pontage. 

Traditionnellement, l’agent de pontage clivable chimiquement utilisé pour cette approche est le 

DTSSP (3,3’-dithiobis(sulfosuccinimidyl propionate)) [62,99]. Il contient un pont disulfure 

pouvant être réduit par du dithiothréitol (DTT). Les peptides modifiés par le pontage auront un 

changement de masse entre avant et après réduction. De plus, les différences de masse observées 

avant et après réduction entre les différents types de pontage permettent de distinguer ces 

derniers entre eux [62] (Figure 19). 

 

 

 

Figure 19.  Réaction du DTSSP. La masse d’un pont intramoléculaire est égale à la somme de la 
masse d’un peptide + 174 Da, celle d’un pont intermoléculaire est égale à la somme des masses des 

deux peptides + 174 Da. Le « mono-link» a une masse égale à la somme de la masse du peptide + 
192 Da. Après réduction par le DTT, l’augmentation de masse est de + 176 Da pour le pont 

intramoléculaire, et de + 88 Da pour les autres [62]. 

 

Il est également possible d’utiliser les agents de pontage photo-clivables [100] ou CID-

clivables [101,102]. Par exemple, pour les agents de pontage clivables en CID, les groupes labiles 

sont introduits dans la structure de l’agent de pontage. Lors de la fragmentation CID, ces groupes 
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« reporters » produisent les ions « reporter » spécifiques dont le signal sur le spectre de masse 

permet de mieux distinguer les peptides contenant le pontage (Figure 20). 

  

  

 

Figure 20. Principe d'utilisation des ions "reporter" [41]. 

 

Enfin, il est à noter que des efforts continuent à être déployés pour concevoir et synthétiser 

les nouveaux agents de pontage plus efficaces et qui améliorent la qualité des spectres de masse 

[57,58,103]. 

 

2.2.4. Traitement des données obtenues par les logiciels dédiés au 

pontage 
 

Après l’analyse des peptides par MS, vient l’étape d’identification des produits pontés. Ce 

traitement de données constituait pendant longtemps le goulet d’étranglement du CX-MS. Ceci est 

dû principalement à la complexité du mélange peptidique issu de la réaction de pontage, à la 

grande quantité de données à traiter, ainsi qu’à la multitude de combinaisons théoriques possibles 

de peptides pontés.  

 Bien que les logiciels d’identification classiques tels que Mascot et ProteinScape 

permettent l’introduction des modifications pour l’identification des peptides « linéaires », aucun 

ne permet d’identifier les séquences des deux peptides liés par le pontage. Dans ce contexte, de 

nombreux logiciels de recherche dédiés au pontage sont développés au sein des laboratoires de 

MS [44,45,104]. Le Tableau 3 liste quelques-uns de ces logiciels et leurs liens de téléchargement. 
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Tableau 3. Aperçu de quelques logiciels dédiés à l'identification des peptides pontés. Adapté de 
[44,45]. 

Nom du logiciel Site web Référence 

BLinks http://brucelab.gs.washington.edu/BLinks.php [105] 
CLPM http://search.cpan.org/∼crabtree/BioX-CLPM-

0.01/lib/BioX/CLPM/Base.pm 
[106] 

Crux http://noble.gs.washington.edu/proj/crux [107] 
DXMSMS http://creativemolecules.com/CM_Software.htm [108,109] 
MassMatrix http://www.massmatrix.net [110] 
CrossWork/MassAI http://www.massai.dk/ [111] 
MS-Bridge (partie de 
UCSF Prospector) 

http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-
bin/msform.cgi?form=msbridgestandard 

[112] 

PeptideMap (partie 
de PROWL) 

http://prowl.rockefeller.edu/prowl/peptidemap.html [113] 

pLink http://pfind.ict.ac.cn/software/pLink [114] 
Pro-Crosslink https://c4c.uwc4c.com/express_license_technologies/p

ro-crosslink-version-1 
[115] 

ProteinXXX/GPMAW http://www.gpmaw.com/html/downloads.html [116,117] 
VIRTUAL-MSLAB Contact du développeur (ldk@science.uva.nl) [118] 
X-Link - [96] 
X-Links http://www.wsu.edu/proteomics/ [119] 
X!Link Contact du développeur (yjlee@iastate.edu) [79] 
xQuest/xProphet http://prottools.ethz.ch/orinner/public/htdocs/xquest [120] 
StavroX/MeroX http://www.stavrox.com/ [121,122] 
XLPM http://binf-app.host.ualr.edu/∼mihir/cgi-bin/xlpm.cgi [123] 
X-Link Identifier http://du-lab.org/ [124] 
FINDX http://findxlinks.blogspot.de/ [125] 
xComb https://persephone.rxlab.umaryland.edu/xcomb.php [126] 
XiQ http://xiq.rappsilberlab.org [127] 

 

 

De manière générale, leur principe de fonctionnement est basé sur celui bien établi pour 

la protéomique classique. A partir d’une base de données contenant les séquences des protéines, 

ils génèrent les spectres théoriques des combinaisons possibles de pontages. Ensuite ils 

comparent les spectres expérimentaux avec les spectres théoriques pour sélectionner les 

séquences qui « matchent » les mieux. Néanmoins, chacun de ces logiciels permet l’identification 

des peptides modifiés avec des agents de pontage donnés et possède son propre algorithme de 

recherche sur une base de données. Certains peuvent traiter les données obtenues avec les 

expériences de pontage utilisant le marquage isotopique, tandis que d’autres identifient les 

peptides obtenus avec le pontage sans marquage (« label-free »). De même, les fonctions de calcul 

de score ne sont pas systématiquement implantées. Ainsi, le Tableau 4 recense les propriétés de 

quelques-uns de ces logiciels. 
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Tableau 4. Les propriétés de quelques logiciels dédiés à l'identification des peptides pontés.          
(*) Basé sur la première publication, (**) A l’échelle du protéome. Adapté de [45]. 

Nom du logiciel Application 
(*) 

Type de données Base de données Calcul de 
score MS MS/MS Petite Large 

(**) 

GPMAW Marqué ✓ ✓ ✓ - - 

xComb Label-free - ✓ ✓ - - 

X!Link Label-free - ✓ ✓ - ✓ 

XLink-Identifier Label-free - ✓ ✓ - ✓ 

StavroX/MeroX Label-free ✓ ✓ ✓ - ✓ 

BLinks Label-free ✓ ✓ ✓ - ✓ 

pLink Label-free ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

xQuest/xProphet Marqué ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

XiQ Marqué ✓ - - - - 

 

 

Petrotchenko et al. [41] considèrent que pour être vraiment efficace, chaque nouvel agent 

de pontage ou approche méthodologique développée doit être supporté par un logiciel 

spécialement dédié. Malgré les progrès continus, ces logiciels souffrent toujours d’un manque 

d’automatisation et de compatibilité entre différents formats de données. Pour toutes ces raisons, 

il est considéré qu’à ce jour aucun logiciel ne satisfasse tous les critères requis pour analyser une 

large variété de types de données pouvant être obtenues par CX-MS [45].  

Par conséquent, dans un protocole expérimental de CX-MS, le logiciel d’identification est à 

choisir en fonction de l’agent de pontage utilisé. Du temps doit également être consacré au tri et à 

l’utilisation de ces outils bio-informatiques. De manière générale, ces logiciels sont en 

développement continu. En cas de dysfonctionnements, les contacts avec les développeurs sont 

conseillés pour les signaler comme nous avons pu le faire dans le cadre de ces travaux de thèse.  

Enfin, toujours en raison de la dispersion et de l’absence de « normalisation » des logiciels 

dédiés à l’identification des peptides pontés, une validation manuelle s’impose. Elle permet de 

valider des résultats issus de ces logiciels et de les comparer d’un logiciel à l’autre. Là encore, il 

n’existe pas de protocole général ou de critères normalisant la validation manuelle. Nous 

détaillerons nos critères de validation dans le chapitre 3.   

 

2.2.5. Informations apportées par le pontage chimique couplé à la 

MS 
 

2.2.5.1. La stœchiométrie du complexe 
 

Classiquement, la réaction de pontage est suivie sur gel d’électrophorèse SDS-PAGE. Cette 

méthode plutôt sensible permet de suivre la disparition de bandes correspondantes aux sous-

unités libres et l’apparition de bande de plus haut poids moléculaire correspondante au complexe 
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ponté. Néanmoins, il est difficile d’assigner une masse à cette bande, la migration sur gel étant 

affectée par la conformation ou encore la charge du complexe ponté.    

Dès lors, une autre approche consiste à suivre la réaction de pontage par MALDI-MS. 

L’analyse en MALDI-MS est intéressante dans la mesure où elle peut confirmer l’existence et 

donner des informations sur la stœchiométrie du complexe ponté.  

En effet, nous avons vu en 2.1.2.2 que de manière générale et sans conditions particulières, 

lors d’une analyse en MALDI-MS, des interactions non-covalentes sont dissociées lors des étapes 

de la préparation d’échantillon et de la désorption-ionisation. Dès lors, en mesurant la masse de 

l’échantillon avant pontage, nous pouvons détecter individuellement les sous-unités constituant 

le complexe et avons l’accès à leur masse. Ensuite, après la réaction de pontage, l’analyse en 

MALDI-MS fournit la masse du complexe ponté où ses sous-unités sont liées les unes aux autres 

par des réactions covalentes. La masse ainsi détectée correspond à la somme des masses des sous-

unités impliquées dans le complexe. Avec une résolution suffisante, nous pouvons en déduire la 

quantité de chaque sous-unité et la stœchiométrie du complexe.  

Bien entendu, ceci implique qu’à l’issue de la réaction de pontage, la stœchiométrie du 

complexe doit rester fidèle à celle en état natif. Autrement dit, le pontage ne doit pas générer les 

associations non-spécifiques [78]. Des conditions de réactions de pontage (concentration, ratio 

protéine/agent de pontage, température, temps de réaction) doivent être optimisées et la 

cinétique de la réaction suivie afin de s’assurer que les informations structurales qui en découlent 

sont fidèles à la réalité. 

 

2.2.5.2. Les zones de proximité entre les sous-unités 
 

Après la réaction de pontage, l’échantillon subit une protéolyse et le mélange de peptides 

résultant est ensuite analysé en ESI-MS/MS. A l’issue de l’identification, chaque type de peptides 

peut nous donner des informations structurales à des niveaux différents.  

Les pontages inter-peptides intramoléculaires et intermoléculaires sont les plus exploités. 

En effet, l’identification de ces peptides permettra de déterminer des acides aminés pontés et donc 

les peptides soit en interaction, soit suffisamment proches dans la conformation du complexe. 

Ainsi nous avons accès à leurs contraintes de distance au sein d’une même protéine ou entre les 

protéines différentes [54,78,128,129]. Si les pontages intramoléculaires donnent des 

informations sur le repliement de chaque protéine lorsqu’elle est en interaction, les pontages 

intermoléculaires aident à déterminer les zones de proximité entre les partenaires.  

Néanmoins, il faut garder à l’esprit qu’en s’ajoutant à la flexibilité des complexes 

biologiques et des acides aminés cibles, la longueur du bras espaceur des agents de pontage 

détermine la distance des ponts [44]. Les zones de proximité et les contraintes de distance 

déterminées par les pontages dépendent donc grandement de l’agent de pontage utilisé.   

Les peptides « mono-link » et les peptides natifs ont été longtemps délaissés lors des 

études de complexes supramoléculaires par CX-MS. Ils sont considérés comme ne pouvant donner 

aucune ou très peu d’information structurale [40,41]. Ceci se traduit par des stratégies 

développées dans la littérature pour les exclure lors d’enrichissement des produits pontés [78,88] 
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ou lors d’analyse en MS/MS [40]. Néanmoins, nous pensons qu’ils ont beaucoup plus à offrir qu’au 

premier abord.  

D’une part, les peptides « mono-link » donnent des indications quant à l’accessibilité de la 

surface des protéines au solvant et à l’agent de pontage [40], et à la réactivité des différents sites 

des protéines. Dans ce sens, lorsque la même séquence d’acides aminés est également identifiée 

dans des peptides pontés, ces peptides « mono-link » renforcent la confiance en des identifications 

de pontages intra- et intermoléculaires.  

D’autre part, les peptides natifs ou non-modifiés par l’agent de pontage peuvent être 

également exploités à bon escient. Au cas où certaines zones dans la séquence protéique ne sont 

pas identifiées comme pontées, il serait intéressant de vérifier si elles ont été identifiées comme 

étant des peptides natifs. Si c’est le cas, cela pourrait suggérer que ces zones restent accessibles 

au solvant, à l’agent de pontage et à l’enzyme, et l’absence de pontage peut traduire un manque 

d’interactions, de proximité ou de réactivité des acides aminés cibles. En revanche, si ces zones ne 

sont identifiées ni comme peptides pontés ni comme peptides natifs, cela peut être une indication 

de l’inaccessibilité au solvant et à l’enzyme, comme par exemple des zones enfouies au cœur du 

complexe. Bien entendu, les informations obtenues par ces peptides natifs et « mono-links » ne 

sont que des indications et sont à utiliser avec précaution.    

Enfin, après l’identification des produits pontés, les résultats obtenus peuvent être 

combinés avec ceux d’autres techniques (comme par exemple la microscopie électronique, la 

diffraction des rayons X) pour mener à bien l’élucidation structurale des édifices 

supramoléculaires [51,130]. Les informations sur les contraintes de distance peuvent également 

être insérées dans des algorithmes de modélisation moléculaire pour ériger des modèles de 

structure [131,132]. Ceci est également une manière élégante de combiner les données 

expérimentales et les données théoriques pour la prédiction et l’affinement de la structure des 

biomolécules. 

 

2.2.6. Contraintes et limites 
 

Malgré les développements continus, l’approche de pontage chimique couplé à la 

spectrométrie de masse est loin d’être triviale. Tout d’abord, cette complexité se reflète 

particulièrement à travers un manque d’uniformisation du vocabulaire et des lexiques utilisés. Par 

exemple, tandis que certains utilisent le sigle CX-MS (pour « chemical cross-linking mass 

spectrometry »), d’autres parlent de CL-MS (pour « cross-linking mass spectrometry ») ou encore 

XL-MS (pour « cross-linking mass spectrometry »). De même, nous pouvons trouver différentes 

façons d’orthographier le mot « pontage » : crosslink, cross-link, cross-linking etc. Les noms des 

peptides obtenus après pontage sont aussi complexes : soit ils sont numérotés (peptides de types 

0, 1, 2, 3) ; soit ils sont plus explicités (« inter-link », « intra-link », « monolink » ou « dead-end »).  

Ensuite, il n’existe pas de protocole expérimental défini, ou en tout cas généralisable 

comme en protéomique classique, principalement parce que la réaction de pontage est protéine-

dépendante et complexe-dépendante. Des précautions doivent aussi être prises lors de la mise en 

œuvre de la réaction de pontage pour qu’elle soit optimale, c’est-à-dire avec un rendement 

suffisant sans induire d’agrégations non-spécifiques.  
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De plus, le pontage chimique, en créant des liants covalents entre les sous-unités, introduit 

de l’hétérogénéité parmi les molécules du complexe ponté. Lors de l’analyse par MALDI-MS après 

la réaction de pontage et avant la digestion, ceci a pour conséquence une diminution de l’intensité 

du signal et un élargissement des pics correspondant au complexe dans le spectre de masse. Un 

compromis est donc à trouver quant à la puissance du laser utilisée. Elle doit être suffisante pour 

pouvoir détecter le complexe, mais ne doit pas être trop importante pour ne pas élargir encore 

plus les pics.  

Lors d’analyse en MS/MS, la grande taille des peptides pontés (par rapport aux peptides 

natifs) constitue également un inconvénient. D’une part, l’énergie interne est distribuée à travers 

un grand nombre de liaisons, il y a donc moins d’énergie par liaison et donc moins de coupure de 

liaison, ce qui peut mener à une fragmentation incomplète [41]. D’autre part, la fenêtre m/z 

utilisée est limitée pour arriver à un bon compromis entre le nombre de cycles d’analyse (donc 

nombre de peptides analysés) et la précision de mesure de masse. Par rapport aux peptides ne 

contenant pas de pont, même en étant multichargés, le rapport m/z des peptides pontés ont plus 

de chance de dépasser la fenêtre de masse paramétrée. Ceci sans mentionner les phénomènes de 

suppression d’ions liés à des peptides plus facilement ionisés, ou de la dépendance des données 

(« data-dependence ») des analyses car les ions les plus abondants sont sélectionnés en premier 

pour la fragmentation [78]. Toutes ces raisons compliquent la détection des peptides pontés en 

MS/MS. 

Ensuite, l’identification des peptides pontés présente également deux difficultés majeures. 

Premièrement, après l’analyse en MS/MS, l’opérateur se retrouve souvent avec l’énorme quantité 

totale de spectres de masse où les peptides pontés sont présents en faible abondance par rapport 

aux peptides natifs [78] ; cette faible quantité est encore plus réduite par la diversité des types de 

peptides modifiés par le pontage mentionnés précédemment. Deuxièmement, il existe une 

multitude de combinaisons théoriques de peptides pontés. Considérant un nombre de peptides 

natifs n, le nombre théorique de peptides pontés est  
n²+n

2
 [86,114], ce qui constitue une quantité 

considérable. Une masse mesurée peut donc correspondre à un large nombre de séquences de 

peptides pontés théoriques et rend l’identification difficile (le nombre de matchs aléatoires 

augmente, le temps de traitement par les logiciels est allongé etc.). Par conséquent, le nombre de 

peptides pontés identifiés dépend grandement de la précision de mesure de masse. Il a été 

mentionné dans la littérature qu’une précision d’au moins ± 10 ppm est nécessaire [84,112,133]. 

Dans le cadre de ces travaux de thèse, nous avons remarqué que 97 % des pontages identifiés ont 

une erreur aux alentours de 2 ppm. Ainsi, l’accès à un spectromètre de masse de haute précision 

(par exemple de type Orbitrap) est presque une condition sine qua non. Dans ce sens, les progrès 

instrumentaux permanents pour avoir de meilleures capacités d’analyse, résolution et précision 

de mesure de masse vont continuer à contribuer à l’essor du CX-MS. 

En outre, comme mentionné précédemment, un logiciel d’identification dédié capable 

d’être automatisé et qui minimise les interventions manuelles serait désirable, particulièrement 

lors de l’interprétation des données MS/MS. Aujourd’hui, il n’existe pas de critères de validation 

d’identification des peptides pontés standardisés malgré un nombre croissant de publications en 

CX-MS. Enfin, il faut garder à l’esprit que les difficultés du CX-MS augmentent avec la complexité 

du système étudié, qui elle-même dépend de la taille et de l’hétérogénéité des complexes 

biologiques [78]. 
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2.3. Conclusion de l’étude bibliographique  
 

Depuis l’apparition de la spectrométrie de masse supramoléculaire, son potentiel est sans 

cesse repoussé dans l’analyse des interactions non-covalentes des composés biologiques. Ainsi, 

elle permet entre autres l’accès à la détection, la stœchiométrie, la spécificité et les constantes 

d’affinité de ces interactions. Cependant, certaines limites demeurent, notamment concernant 

l’étude des complexes régis par l’effet hydrophobe, ou les complexes ne pouvant pas être 

transférés dans des tampons volatils. 

Outre l’ESI-MS supramoléculaire classique, les approches alternatives ont été proposées 

pour obtenir des informations complémentaires telles que les indications sur la conformation 

dépliée/globulaire des biomolécules ou les zones en interaction entre les sous-unités. Parmi 

celles-ci, le pontage chimique couplé à la spectrométrie de masse (CX-MS) a montré ses preuves 

et apparaît comme une approche prometteuse. Néanmoins, sa mise en œuvre n’est pas triviale, 

chaque étape expérimentale est cruciale, dépend du stade précédent et contribue au succès de 

l’étude. L’accent doit être mis sur le choix de l’agent de pontage, le contrôle des conditions de 

réaction, l’optimisation des analyses par MS et le traitement des données [45].  

Dans ce contexte, ces travaux de thèse s’inscrivent dans la volonté de repousser les limites 

de la spectrométrie de masse supramoléculaire, que ce soit par MALDI-MS en couplage avec un 

pontage chimique, ou par ESI-MS en conditions natives. Ainsi, les différents systèmes sur lesquels 

nous avons été amenés à travailler nous ont permis d’appliquer et d’améliorer des approches 

méthodologiques et de répondre à des questions biologiques.  
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Partie II 
 

Résultats et discussion 
 

 

 

Dans cette deuxième partie, nous présenterons les résultats obtenus au cours de ces 

travaux de thèse ainsi que nos interprétations. 

  

La partie résultats et discussion comporte trois chapitres : 

- Chapitre 3 : Etude par CX-MS de la stœchiométrie et de la topologie du complexe non-

covalent SAGA HAT 

- Chapitre 4 : Suivi par ESI-MS de la formation des complexes de RAR-RXR avec 

différents ADNs 

- Chapitre 5 : Mesure par ESI-MS de la constante de dissociation des complexes RXR-

ligand
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Chapitre 3 : Etude par CX-MS de la 

stœchiome trie et de la topologie du 

complexe non-covalent SAGA HAT 
 

 

 

 

 

 

 

Dans l’introduction bibliographique, nous avons vu que l’approche de pontage chimique 

couplé à la spectrométrie de masse (CX-MS) est une alternative intéressante pour explorer les 

complexes biologiques non-covalents ainsi que les zones de proximité entre les partenaires. 

 

Dans ce chapitre, nous décrirons comment nous avons mis en place un protocole 

permettant d’appliquer cette approche à l’étude de la stœchiométrie et de la topologie du 

complexe non-covalent SAGA HAT (Spt-Ada-Gcn5 Acétyltransferase, module Histone Acétyl 

Transferase) humain. Nous détaillerons des optimisations de conditions de détection en MALDI-

MS et de réaction de pontage. Ensuite, nous discuterons des étapes d’identification et 

d’interprétation des données MS/MS. Nous verrons comment les informations obtenues par CX-

MS ont été exploitées pour dresser une carte d’interactions entre les sous-unités et un premier 

modèle structural du complexe. Enfin, nous mentionnerons des contraintes, avantages et limites 

rencontrés au cours de cette étude.  
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3.1. Contexte de l’étude : le complexe SAGA HAT 
 

Dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe du Dr. Patrick Schultz et Dr. Valérie 

Lamour au Département de Biologie Structurale Intégrative de l’IGBMC (Institut de Génétique et 

de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Illkirch, France), nous avons travaillé sur un sous-complexe 

recombinant de SAGA HAT (Spt-Ada-Gcn5 Acétyltransferase, module Histone Acétyl Transferase) 

humain. Le complexe SAGA est impliqué dans le processus de transcription, il permet 

l’acétylation des résidus lysines des histones, ce qui déroule les chromatines et rend l’ADN 

accessible (Figure 1). Chez l’humain, le complexe SAGA, d’une masse de 1,8 MDa, comporte 18 

sous-unités [1,2], le sous-complexe SAGA HAT comporte quant à lui 4 sous-unités : SGF29 (33 238 

Da), ADA2B (48 470 Da), ADA3 (48 902 Da) et GCN5 (93 926 Da, avec le tag Histidine 97 102 Da). 

 

 

 

Figure 1. Représentation schématique de l'acétylation des histones permettant l'activation de la 
transcription. 

 

L’étude de ce sous-complexe par les techniques d’analyse structurale conventionnelles par 

nos collaborateurs a rencontré quelques difficultés. Premièrement, il n’a pas été possible jusqu’à 

ce jour d’obtenir des cristaux de ce sous-complexe permettant leur étude en DRX. Deuxièmement, 

les images EM sont floues et le manque de détails ne permet pas une détermination structurale de 

qualité. Ces difficultés sont liées probablement à la grande hétérogénéité et la flexibilité du 

complexe. Enfin, seulement quelques structures atomiques de certains domaines structuraux de 

chaque sous-unité sont connues, ainsi la structure de SAGA HAT humain n’est pas résolue à ce 

jour. Dans ce contexte, l’approche de CX-MS apparaît comme une alternative intéressante : nous 

espérons que les informations obtenues par CX-MS permettront d’affiner les résultats de l’EM en 

combinant avec la modélisation moléculaire.  

L’objectif de cette étude est donc de mettre en place un protocole de pontage couplé à la 

MS afin de vérifier la stœchiométrie de SAGA HAT estimée par filtration sur gel et d’aborder 

l’analyse topologique en complémentarité avec d’autres techniques d’analyse structurale 

(modélisation, microscopie électronique). Ainsi, la combinaison de ces techniques permettra de 
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proposer des hypothèses quant aux zones de contact entre les partenaires et à l’agencement des 

sous-unités les unes par rapport aux autres, voire de proposer un modèle structural à basse 

résolution de SAGA HAT. 

Les étapes de l’approche CX-MS utilisée dans ce projet sont représentées en Figure 2. 

 

Figure 2. Diagramme du processus d'analyse utilisé pour déterminer la stœchiométrie et la 
topologie du complexe SAGA HAT.  

 

3.2. Etudes préliminaires avec la BSA 
 

Les études préliminaires ont été conduites avec la BSA (albumine sérique bovine) qui est 

disponible commercialement et en abondance par rapport à l’échantillon SAGA HAT. Il fait 

également partie des espèces utilisées comme calibrant en MALDI-MS en mode positif grâce à ses 

pics monochargé (66 431 Da) et dichargé (33 216 Da) du monomère, ainsi que le pic monochargé 

du dimère (132 861 Da). L’acide sinapinique (SA) communément utilisé pour la détection des 

biomolécules de haut m/z a été choisi comme matrice.     

Premièrement, pour une solution de BSA à 150 µM dans l’eau, nous avons comparé les 

signaux obtenus par le détecteur MCP et par le détecteur de haute masse CovalX (HM1), tous les 

deux installés sur le même appareil MALDI Autoflex II TOF/TOF (Bruker) fonctionnant en mode 

linéaire. Il en résulte que l’utilisation du détecteur CovalX améliore grandement la détection du 

dimère de la BSA à 132 kDa sur le même dépôt, tout comme elle permet un gain de 10 fois sur 

l’intensité du signal du monomère (Figure 3). En effet, comme expliqué en chapitre 2, ce détecteur 

basé sur la technologie « ion conversion dynode » (ICD) possède une plus grande sensibilité vis-

à-vis des ions de haut m/z. Par conséquent, les analyses qui suivent ont été réalisées avec le 

détecteur CovalX. 
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Figure 3. Spectres MALDI-MS de la BSA à 150 µM dans H2O (matrice SA, dépôt goutte séchée).        
(A) Avec le détecteur MCP, (B) Avec le détecteur de haute masse CovalX HM1.    

 

Le chlorure de sodium (NaCl) est indispensable pour conserver l’intégrité structurale du 

sous-complexe SAGA HAT. Par conséquent, des tests ont été réalisés afin d’avoir une idée 

concernant l’impact de la concentration de NaCl sur la détection des ions en MALDI-MS. Sur la 

Figure 4 se trouvent les spectres de la BSA à 1 µM dans 20 mM HEPES pH 8,0, sans et avec 100 

mM NaCl. La présence du NaCl à 100 mM diminue l’intensité du signal obtenu d’un facteur 2, mais 

permet encore de détecter un bon signal aux alentours de la gamme de masse de la BSA.  

 

 

Figure 4. Spectres MALDI-MS de la BSA à 1 µM (matrice SA, dépôt goutte séchée) dans (A) 20mM 
HEPES, (B) 20mM HEPES + 100mM NaCl. 
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Les conditions de dépôts MALDI ont été également testées. Parmi les types de dépôts 

usuels (goutte séchée, couche mince, double couche), il s’est avéré que le dépôt goutte séchée 

permet d’obtenir les meilleurs résultats. Cela peut s’expliquer par le fait que le dépôt goutte 

séchée permet une meilleure incorporation de l’échantillon au sein des cristaux de la matrice, d’où 

une meilleure désorption-ionisation dans le cas de notre étude, et qu’il est plus robuste vis-à-vis 

un grand nombre de tirs laser comparé aux dépôts couche mince et double couche.   

De même, la façon de déposer (mélange matrice-analyte sur cible ou mélange matrice-

analyte dans un tube avant de déposer) est également optimisée. Les meilleurs résultats sont 

obtenus avec le mélange direct sur cible ; dans le cas du mélange préalable, le dépôt homogène est 

probablement gêné par de la précipitation ou une cristallisation dans le tube. 

Nous avons aussi essayé de varier la concentration en matrice, car nous nous demandons 

si une plus grande concentration de matrice aide à la détection des composés de grandes masses. 

Ainsi différentes solutions de matrices SA à 5 mg/mL, 10 mg/mL et 20 mg/mL dans 

H20/ACN/0,1% TFA ont été testées (Figure 5). Il en résulte que la solution de SA à 10 mg/mL 

donne le meilleur signal dans le cadre de cette étude. Ce gain est faible mais nous pouvons nous 

attendre à ce que l’accumulation des faibles gains améliora l’analyse de SAGA HAT. 

 

 

Figure 5. Spectres MALDI-MS de la BSA à 0,5µM dans H2O avec différentes concentrations de 
matrice SA, dépôt goutte séchée. (A) SA à 5 mg/mL, (B) SA à 10 mg/mL, (C) SA à 20 mg/mL.  

 

Des tests ultérieurs de solvant de matrice plus acidifié (avec 0,3% TFA au lieu de 0,1% 

TFA) donnent également de meilleurs signaux que dans H20/ACN/0,1% TFA, ceci grâce à une 

meilleure protonation et ionisation de l’échantillon. 

En résumé, à partir de ces études préliminaires et pour la suite du projet, nous utilisons la 

matrice SA à une concentration de 10 mg/mL dans H20/ACN/0,3% TFA avec le mode de dépôt 

goutte séchée. Dans ces conditions, la Figure 6 montre le spectre MALDI-MS obtenu pour le 

complexe SAGA HAT avant le pontage, où sont détectés seulement les ions à 33 197, 48 773 et      
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97 197 ± 10 Da correspondant aux  sous-unités séparées. L’ion à 33 197 Da correspond à SGF29, 

l’ion à 48 773 Da correspond à ADA2B et ADA3 qui sont co-détectées, et l’ion à 97 197 Da 

correspond à GCN5. Comme attendu, sans pontage, le complexe est dissocié et n’est pas détecté 

en MALDI-MS. Cependant, les conditions d’analyse sont désormais optimisées et seront utilisées 

par la suite lors du pontage.  

 

 

Figure 6. Spectre MALDI-MS du complexe SAGA HAT à 8 µM dans 20mM HEPES + 100mM NaCl 
avant le pontage (matrice SA, dépôt goutte séchée).  

 

3.3. Mise au point de la réaction de pontage 
 

3.3.1. Choix de l’agent de pontage 
 

3.3.1.1. Le glutaraldéhyde 
 

Le glutaraldéhyde (C5H8O2, masse molaire 100,12 g/mol, N° CAS 111-30-8), reporté 

comme agent de pontage dans les années 60, est soluble dans l’eau, l’alcool et d’autres solvants 

organiques. Son caractère hydrosoluble convient au pontage des échantillons biologiques. Il est 

reconnu comme un agent de pontage universel, très efficace car il réagit sur plusieurs fonctions 

telles qu’amine, thiol, phenol, et imidazole [3]. Il est présent sous au moins 13 formes 

monomériques et polymériques (Figure 7). Aussi en raison de sa polymérisation par propagation 

intramoléculaire-intermoléculaire, le pontage par glutaraldéhyde risque de ne pas être spécifique. 

Les mécanismes de pontage par glutaraldéhyde, ou plutôt par ses différentes formes mono- et 
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polymériques, sont complexes (les principales réactions reportées sont de type addition de 

Michael et réaction de Schiff) et toujours en débat [4,5]. De plus, l’efficacité, les formes de 

glutaraldéhyde présentes en solution, ainsi que les réactions ayant lieu dépendent du pH du 

milieu.  

 

 

 

Figure 7. Les 13 formes possibles du glutaraldéhyde en milieu aqueux [4].  

 

Les études préliminaires de pontage au cours de ces travaux de thèse ont été commencées 

avec le glutaraldéhyde en raison de sa très grande efficacité et de son utilisation réussie en 

microscopie électronique par nos collaborateurs. Les temps de réaction de pontage avec le 

glutaraldéhyde sont très courts, de quelques minutes en général. Pour le pontage du SAGA HAT, 

les quantités de glutaraldéhyde que nous avons testées allant de 0,01% à 0,5% en volume. Les 

températures de pontage peuvent être à 4°C ou à température ambiante. Pour arrêter la réaction 

de pontage, nous ajoutons au milieu réactionnel du Tris à 1 M. Un exemple de spectre du SAGA 

HAT ponté avec du glutaraldéhyde est montré en Figure 8. 
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Figure 8. Spectre MALDI-MS du complexe SAGA HAT à 8 µM dans 20mM HEPES + 100mM NaCl 
après le pontage avec le glutaraldéhyde (matrice SA, dépôt goutte séchée). La réaction de 

pontage a été réalisée avec du glutaraldéhyde à 0,05 % pendant 2 min à température ambiante.  

 

Cependant, la polymérisation du glutaraldéhyde ainsi que son manque de spécificité 

limitent ses applications dans la détermination structurale. Les formes polymériques du 

glutaraldéhyde génèrent beaucoup d’hétérogénéités dans le complexe ponté, ce qui se traduit par 

un élargissement des pics et une diminution de l’intensité du signal sur le spectre de masse. De 

plus, elles rendent difficile l’identification des peptides modifiés par le pontage ainsi que 

l’interprétation des distances entre les groupements pontés [6]. Ainsi, afin d’avoir plus de 

spécificité et plus d’informations sur les zones en interaction, nous avons choisi de continuer les 

études de pontage avec un autre agent plus spécifique. 

 

3.3.1.2. Le bis[sulfosuccinimidyl] suberate (BS3) 
 

Parmi les agents de pontage de la famille des esters NHS, nous avons sélectionné le BS3 

(Figure 9). En effet, cet agent de pontage portant le groupe réactif succinimidyl offre plusieurs 

avantages pour démarrer une étude : 

- Il cible les amines des lysines et du N-terminal. Comme développé précédemment dans 

le chapitre 2, ces derniers sont les plus ciblés en raison de leur haute réactivité, leur 

emplacement près de la surface des protéines hydrosolubles, et leur présence à une 

fréquence assez élevée sur la séquence peptidique. Dans le cadre de notre étude, le 

sous-complexe SAGA HAT est constitué justement de protéines hydrosolubles, qui 

possèdent en tout 164 lysines.  
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- Il est disponible commercialement, sous formes hydrosoluble (BS3) et organosoluble 

(DSS, disuccinimidyl suberate). 

- Différentes longueurs du bras espaceur existent : par exemple, cette longueur est de 

11,4 Å pour le BS3 et 7,7 Å pour son homologue BS2G (bis[sulfosuccinimidyl] 

glutarate). 

- Il existe sous forme d’agent de pontage léger (d0) ou lourd (d4, où 4 atomes 

d’hydrogène sont remplacés par 4 atomes de deutérium). Cela offre la possibilité de 

marquage isotopique facilitant la détection et l’interprétation des peptides pontés. 

- La réussite de la réaction de pontage réalisée avec le BS3 a été reportée dans plusieurs 

études [7–11]. 

   

 

 

Figure 9. Choix de l'agent de pontage BS3 parmi les agents de pontage existants. 

 

Le BS3 (formule chimique C₁₆H₁₈N₂Na₂O₁₄S₂, masse molaire 572,43 g/mol, N° CAS 82436-

77-9, longueur du bras espaceur 11,4 Å) est un agent de pontage homobifonctionnel dont la 

fonction réactive est l’ester N-hydroxysuccinimide (NHS). Il est soluble en milieu aqueux, mais est 

également hydrolysé dans l’eau et se dégrade en milieu basique. Le temps de demi-vie des esters 

NHS est de l’ordre de l’heure dans un milieu aqueux à un pH physiologique (pH 7.0-7.5) et diminue 

avec l’augmentation du pH [12–14]. Sa formule chimique est représentée en Figure 10. 

 

 

 

Figure 10. Formule chimique du BS3. 
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Il réagit essentiellement sur les amines primaires comme des lysines et les N-terminaux 

par substitution nucléophile dans la gamme de pH 7-9 (Figure 11), mais est aussi capable de réagir 

sur d’autres acides aminés en fonction du pH. Il est rapporté que des réactions secondaires 

peuvent avoir lieu entre le BS3 et les tyrosines, histidine, arginines [15]; toutefois le BS3 reste 

spécifique aux lysines tant que le pH est contrôlé par un tampon adéquat.  

 

 

 

Figure 11. Réaction du BS3 sur les protéines. (A). Pont intra-peptidique, (B). Pont inter-peptidique, 
(C). Mono-link. 
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La longueur du bras espaceur du BS3 est de 11,4 Å ; en combinant cette distance avec la 

longueur de la chaine latérale des lysines (6–6,5 Å) et la flexibilité des protéines en solution, la 

distance maximale entre les deux Cα des protéines susceptibles d’être pontés est de l’ordre de 30 

Å [11,16].  

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé un mélange équimolaire de BS3 léger 

(BS3-d0) et BS3 lourd (BS3-d4, où 4 atomes d’hydrogène sont remplacés par 4 atomes de 

deutérium comme représentés sur la Figure 12). Ce marquage isotopique permet de mieux 

détecter et identifier les peptides pontés par la suite : certains seront doublement identifés par les 

formes pontées avec l’agent de pontage léger et lourd. Cependant, le risque est de perdre en 

intensité car la quantité de ces peptides sera partagée entre ces deux formes.  

 

 

 

Figure 12. Formule chimique du BS3-d4. 

 

Les trois produits de réaction peuvent apporter des informations utiles à la construction 

d’un modèle 3D du complexe. Dans un premier temps, nous nous sommes concentrés sur les ponts 

interprotéiques. Les « mono-links » peuvent être reliés à l’accessibilité au solvant mais peuvent 

aussi provenir d’un pontage incomplet où l’hydrolyse est en compétition avec la réaction de 

pontage.  

  

3.3.2. Optimisation des conditions expérimentales 
 

Dans le cadre de notre étude, nous avons conduit la réaction de pontage sur une solution  

de SAGA HAT d’environ 2 mg/mL (8 µM). Cette concentration d’échantillon est nécessaire pour 

une bonne détection en MALDI-MS et surtout une bonne détection de peptides pontés après 

digestion. 

A la sortie de la purification et pour la conservation, le complexe SAGA HAT se trouve dans 

un tampon contenant 20 mM HEPES-KOH pH 8,0, 500 mM NaCl, 10% glycérol, 1 mM DTT, 0,1 mM 

EDTA. Même si le MALDI-MS est tolérant vis-à-vis des sels, il est important de limiter leur 

concentration au minimum afin d’assurer une bonne détection du signal de l’échantillon. A partir 

des études préliminaires sur la BSA en 3.2, nous avons vu qu’il y a possibilité de détecter un bon 

signal dans le tampon contenant 20mM HEPES pH 8,0 et 100 mM NaCl, compatible avec la 

conservation de l’intégrité de SAGA HAT selon nos collaborateurs.   
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La Figure 13 présente des spectres MALDI-MS du complexe SAGA HAT ponté avec 

différentes options d’échange de tampon. Tout d’abord, dans le tampon d’origine, aucun signal 

n’est détecté (Figure 13A). Ceci peut être expliqué par la présence du glycérol, visqueux et 

faiblement volatil, qui perturbe la cristallisation de la matrice avec l’échantillon [17], et confirme 

la nécessité de réaliser un échange de tampon avant la détection en MALDI-MS. Ensuite, il est 

important de savoir quelle option d’échange de tampon (avant ou après pontage) permet une 

meilleure détection du complexe ponté : 

- Avec un échange de tampon seulement après pontage, nous n’observons aucun signal 

(Figure 13B). Notre hypothèse est que le glycérol serait « emprisonné » dans le 

complexe ponté et ne pourrait plus être éliminé correctement lors de l’échange de 

tampon. Il serait intéressant de conduire des études plus approfondies pour vérifier si 

ceci se reproduit sur d’autres systèmes biologiques. 

- Un échange de tampon avant pontage permet une bonne détection du signal du 

complexe ponté grâce à une bonne élimination du glycérol et des sels (Figure 13C). 

- Enfin, un échange de tampon avant et après pontage n’améliore pas le signal (Figure 

13D), probablement car le gain dû à l’élimination du sel résiduel est contrecarré par la 

perte de l’échantillon lors de l’échange. 

Ces résultats nous ont conduits à choisir un échange de tampon avant pontage.  

 

 

  

Figure 13. Spectres MALDI-MS du complexe SAGA HAT ponté avec différentes options d’échange de 
tampon dans 20mM HEPES pH 8,0 + 100 mM NaCl (matrice SA, dépôt goutte séchée). (A) Sans 

échange de tampon, (B) Echange de tampon après pontage, (C) Echange de tampon avant pontage, 
(D) Echange de tampon avant et après pontage.  
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Afin d’avoir un bon rendement de pontage en évitant des agrégations non-spécifiques, une 

optimisation des conditions de réaction est également indispensable.  

Nous avons testé le pontage avec le BS3 aux différents ratios molaires protéine/BS3 (1:50, 

1:75, 1:200) et aux différents temps de réaction (30 min, 2 h). La Figure 14 montre les spectres 

obtenus pour un temps de réaction de 30 min. Au ratio 1 : 50, des pics correspondants aux sous-

unités libres sont encore observés. Au ratio 1 : 75, nous ne détectons plus de sous-unités mais 

seulement des pics liés au complexe ponté. Au ratio 1 : 200, le grand excès d’agent de pontage 

induit beaucoup d’hétérogénéités dans les espèces pontées menant à un élargissement des pics 

du complexe et une diminution de l’intensité.  

Ainsi, nous avons sélectionné les conditions de pontage du SAGA HAT avec le BS3 à un 

ratio protéine/BS3 1 : 75 (ce qui est équivalent à un ratio molaire de lysine/BS3 de 1:0,5 car SAGA 

HAT contient 164 lysines en tout) et un temps de réaction de 30 min à température ambiante. Ceci 

est en accord avec les conditions de réaction typiquement observées pour le pontage avec les 

agents de type ester NHS (concentration de protéine de l’ordre de la micromolaire, 20 à 1000 fois 

en excès d’agents de pontage, temps de réaction d’environ 30 min à température ambiante ou 2 h 

dans la glace [18]). La réaction de pontage est arrêtée avec une solution de Tris à 25mM dans le 

volume final. 

 

 

 

Figure 14. Spectres MALDI-MS du SAGA HAT ponté avec différents ratios protéine/BS3 et un temps 
de réaction de 30 min (matrice SA, dépôt goutte séchée). (A) Protéine/BS3 1 : 50, (B) Protéine/BS3 
1 : 75, (C) Protéine/BS3 1 : 200. De ces résultats, les conditions optimales de pontage ont été fixées 

à un ratio 1 : 75 [19]. 

 

Enfin, comme toute étude par MALDI-MS, la puissance du laser et le nombre de tirs ont 

également été optimisés afin d’arriver à un bon compromis entre l’intensité du signal et la largeur 

des pics observés. Dans notre cas, le meilleur signal est obtenu avec une puissance laser de 53% 

et une accumulation de 3000 tirs. 
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Après le pontage, une digestion tryptique en solution a été réalisée pour générer des 

produits pontés. Là encore, la quantité de trypsine et le temps de digestion ont été optimisés ; sont 

retenus un ratio d’enzyme/protéine de 1 : 5 et une incubation à 37°C pendant 3h.  

Après digestion, l’échantillon est analysé en nanoLC-MS/MS dans un spectromètre de 

masse LTQ Orbitrap Elite (Thermo Scientific) en mode positif couplé à un nanoRSLC U3000 

(Thermo Scientific). 1 pmol de l’échantillon est injecté sur une pré-colonne (C18 Dionex Acclaim 

PepMap100, 75 µm i.d. x 2 cm, 3 µm, 100 Å) avec H2O/ACN/acide formique (98/2/0,1) à 5 μL/min 

pendant 3,5 minutes. Ensuite, la séparation chromatographique a lieu sur une colonne C18 

(Thermo Scientific Accucore, 75 µm i.d. x 50 cm, 2.6 µm, 150 Å) à 40°C avec 0,1% acide formique 

dans l’eau (phase mobile A) et 0,08% acide formique dans 80% ACN (phase mobile B). Le gradient 

dure 150 min (5 à 50% en phase B pendant 120 min, 50 à 99% en phase B pendant 1 min, 99% en 

phase B pendant 10 min, 99 à 5% en phase B pendant 1 min, 5% en phase B pendant 18 min) avec 

un débit de 200 nL/min. Puis les peptides sont analysés sur l’Orbitrap Elite en fragmentation HCD. 

L’accumulation des ions a été fixée à 100 ms et 4 x 104 ions. Les précurseurs de charge +1 sont 

exclus. La fenêtre d’isolation des ions précurseurs a été fixée à 2 Da, l’énergie de collision HCD à 

30% pour la fragmentation. Le spectromètre de masse fonctionne en mode « full scan » dans la 

gamme de 300–1200 m/z avec une résolution de 240 000 à 400 m/z, puis les quinze ions les plus 

abondants sont soumis à l’analyse MS/MS dans l’orbitrap avec une résolution de 15 000. Les 

peptides sélectionnés pour la MS/MS sont exclus pendant 30 s.  Enfin, les données brutes de masse 

sont converties en format MGF et MZML par le logiciel Proteome Discoverer™ (Thermo Scientific, 

version 1.4) pour l’identification.  

 

3.4. Choix et utilisation des logiciels d’identification 
 

Comme détaillé dans le chapitre précédent, il existe une multitude de logiciels dédiés à 

l’identification des peptides pontés développés dans des laboratoires de recherche. L’équipe de 

David Goodlett a répertorié les caractéristiques de quelques-uns de ces logiciels dans le Tableau 

1. Dans notre étude, nous avons utilisé en parallèle pLink [20] et xQuest [21]. La différence dans 

leur algorithme de recherche permet d’augmenter la confiance et est très utile pour vérifier leur 

bon fonctionnement. 
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Tableau 1. Les propriétés et applications de quelques logiciels dédiés à l'identification des 
peptides pontés. (*) Basé sur la première publication, (**) A l’échelle du protéome. Adapté de [22].  

Nom du 
logiciel 

Appli-
cation 

(*) 

Type de 
données 

Base de 
données 

Calcul 
de 

score 

Réfé-
rence 

Site web 

MS MS² Petite Large 
(**) 

GPMAW Marqué ✓ ✓ ✓ - - [23] http://www.gpmaw.com 

xComb Label-
free 

- ✓ ✓ - - [24] https://goodlett.umarylan
d.edu/xcomb.php 

X!Link Label-
free 

- ✓ ✓ - ✓ [25] Contact du développeur 
(yjlee@iastate.edu) 

XLink-
Identifier 

Label-
free 

- ✓ ✓ - ✓ [26] http://www.du-lab.org 

StavroX/
MeroX 

Label-
free 

✓ ✓ ✓ - ✓ [27,28] http://www.stavrox.com 

BLinks Label-
free 

✓ ✓ ✓ - ✓ [29] http://brucelab.gs.washin
gton.edu/BLinks.php 

pLink Label-
free 

✓ ✓ ✓ ✓ ✓ [20] http://pfind.ict.ac.cn/soft
ware/pLink 

xQuest/ 
xProphet 

Marqué ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ [21] http://proteomics.ethz.ch/
cgi-

bin/xquest2_cgi/index.cgi 
XiQ Marqué ✓ - - - - [11] http://129.215.14.65/xiq 

 

 

3.4.1. Logiciel pLink 
 

Le logiciel pLink est développé au sein de l’équipe de Si-Min He, à l’Institute of Computing 

Technology (Chinese Academy of Sciences, Pékin, Chine). Il fonctionne sous le système 

d’exploitation Windows, et est téléchargeable à partir du lien suivant : 

http://pfind.ict.ac.cn/software/pLink. Pour l’utiliser, il faut ouvrir la console sous Windows et 

entrer les commandes.  

Durant ces travaux de thèse, la version 1.15 du logiciel a été utilisée. Il possède l’outil 

pLabel permettant de visualiser l’interprétation des spectres MS/MS. Son algorithme (Figure 15) 

permet d’identifier des peptides qui sont pontés par un agent de pontage lourd ou léger. Les 

données à traiter doivent être sous format MGF. 

Le fonctionnement de pLink peut être résumé comme suit : parmi les spectres de masse 

soumis à l’interrogation (« raw data »), le logiciel commence par faire un tri pour n’en considérer 

que ceux de qualité susceptibles d’être identifiés (« spectra quality filtering »). S’ensuit une étape 

de traitement des spectres (« preprocessing of spectra ») où les pics correspondants aux ions 

précurseurs, aux pertes de H20 et NH3, les pics du bruit de fond, etc. sont mis de côté et ne seront 

pas considérés dans l’identification. Ensuite, avant la recherche de toutes les combinaisons de 

peptide ponté α-β (où le peptide α est ponté au peptide β),  se trouve l’étape de « prescoring » où 

pLink regarde les séquences possibles de α séparément en considérant β comme une modification 

sur la lysine (et vice versa) et attribue un score à chaque identification. Les 500 premiers candidats 

α et β ayant les meilleurs scores seront considérés pour être appariés en paires de peptides 

pontés. Puis le logiciel identifie la séquence entière du peptide ponté et attribue le score affiné 
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(« fine scoring »). Dans les étapes de « prescoring » et « fine scoring », les données expérimentales 

issues du « preprocessing » sont comparées aux données théoriques issues de la base de données 

(« protein database »). Pour les systèmes peu complexes, l’étape de « prescoring » peut être omise. 

Ensuite, le score de l’étape « fine scoring » est utilisé pour calculer la valeur de « e-value » pour 

chaque peptide ponté identifié. Enfin, le logiciel évalue le FDR (« False Discovery Rate »), crée le 

rapport d’identification et annote les spectres.  

  

 

 

Figure 15. Représentation schématique de l'algorithme de pLink [20]. 

 

Lors de l’utilisation de pLink, les données nécessaires pour la recherche sont présentes 

par défaut dans des fichiers .ini (« enzyme.ini » pour les enzymes, « instrument.ini » pour les 

paramètres instrumentaux, « xlink.ini » pour les acides aminés cibles des agents de pontage etc.). 

Puis les paramètres de recherche sont entrés par l’utilisateur dans le fichier « pLink.ini ». Enfin, il 

faut ouvrir la console sous Windows pour lancer l’exécution du « plink.ini ». A la fin de la 

recherche, le dossier de résultats est généré automatiquement. 

Dans le cadre de notre étude, le temps de recherche de pLink est de quelques heures pour 

environ 20 000 spectres MS/MS avec un ordinateur de bureau fonctionnant sous Windows XP 

(Windows XP Professional Version 2002 Service Pack 3, 32 bits, Intel Core 2 Duo CPU E6550 @ 

2.33GHz, 2.97Go RAM). 

 

3.4.2. Logiciel xQuest 
 

Le logiciel xQuest est développé au sein de l’équipe de Ruedi Aebersold à l’Institute of 

Molecular Systems Biology (ETH Zürich, Suisse). La version téléchargeable sur 

http://proteomics.ethz.ch/cgi-bin/xquest2_cgi/index.cgi fonctionne sous système d’exploitation 

Linux. Dans notre cas avec un ordinateur fonctionnant sous Windows, nous avons téléchargé au 

préalable une machine virtuelle telle que VMware Player pour ce faire. 
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Son algorithme repose sur l’identification des peptides qui sont pontés à la fois par un 

agent de pontage léger et un agent de pontage lourd (marqué isotopiquement). Il est donc 

nécessaire d’utiliser au préalable un mélange d’agents de pontage non marqué et marqué. En 

présence d’un mélange équimolaire des agents de pontages lourd et léger, un peptide a autant de 

chance de réagir avec un agent de pontage léger qu’un agent de pontage lourd. Par conséquent, 

les peptides pontés fourniront des ions dont la différence de masse correspond au marquage. Dans 

notre cas, nous avons utilisé un mélange de BS3 léger et BS3 lourd où 4 atomes d’hydrogène ont 

été remplacés par 4 atomes de deutérium, le peptide ponté avec l’agent de pontage lourd aura une 

différence de masse de 4,0246 Da par rapport au même peptide mais ponté avec l’agent de 

pontage léger.  

Sur la Figure 16 est représenté le fonctionnement de xQuest sur les paires de peptides 

modifiées avec les agents de pontage lourds et léger. (i) Les spectres MS/MS sont comparés, les 

ions qui sont présents dans les deux spectres (en vert) sont nommés ions communs (« common 

ions »), les ions présentant une différence de masse correspondant au marquage (en rouge) sont 

nommés « cross-link ions ». (ii) Ces deux groupes d’ions sont séparés. (iii) Les « common ions » 

sont utilisés pour lister les séquences de peptides possibles. (iv) Les peptides candidats issus de 

l’étape (iii) sont identifiés en considérant l’ensemble des « common ions » et les « cross-link ions ». 

(v) Seuls les candidats qui « matchent » avec la masse de l’ion précurseur Mr sont retenus et le 

spectre est annoté en (vi).    
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Figure 16. Représentation schématique de l'algorithme de xQuest [21]. 

 

Pour être traitées par xQuest, les données MS doivent être sous format MZXML. Si 

l’utilisation de pLink est plus aisée car le résultat d’identification est généré automatiquement, 

l’utilisateur doit intervenir à chaque étape de fonctionnement de xQuest. Brièvement, il faut tout 

d’abord créer la base de données decoy avec « xdecoy.pl ». Ensuite, dans « xmm.def » et 

« xquest.def », l’utilisateur modifie des paramètres de recherche comme la tolérance MS et 

MS/MS, la masse de l’agent de pontage, l’écart de masse entre l’agent de pontage non marqué et 

marqué etc. Il lance ensuite la recherche dans le terminal de commande. Enfin, les résultats de la 

recherche dans « xquest.xml » doivent être copiés dans le dossier résultat et son accès autorisé 

dans le terminal de commande.  

Dans le cadre de notre étude, le temps de recherche de xQuest est de 1-2 h (plus rapide 

que pLink) pour environ 20 000 spectres MS/MS avec un ordinateur de bureau fonctionnant sous 

Windows XP (Windows XP Professional Version 2002 Service Pack 3, 32 bits, Intel Core 2 Duo 

CPU E6550 @ 2.33GHz, 2.97Go RAM). 
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La différence principale entre pLink et xQuest est que pLink permet d’identifier des 

peptides modifiés par un agent de pontage marqué ou non marqué, tandis que xQuest identifie 

seulement des peptides qui sont pontés à la fois par un agent de pontage non marqué et un agent 

de pontage marqué (Figure 17). 

 

 

Figure 17. Comparaison des fonctionnements de pLink et xQuest. 

 

3.5. Contraintes, avantages et limites 
 

Premièrement, la réaction de pontage est protéine-dépendante et complexe-dépendante. 

Dans ce sens, sa mise en œuvre ainsi que son optimisation constitue un processus d’essai-erreur 

[8,12], afin de trouver la nature d’agent de pontage ainsi que les conditions expérimentales 

adéquates pour une réaction de pontage réussie.  

Deuxièmement, l’utilisation ainsi que l’interprétation des résultats de pLink et xQuest a 

demandé également beaucoup de temps pour diverses raisons : 

- Les formats de données : les données MS doivent être sous forme de fichier .mgf pour 

pLink, et .mzXML pour xQuest. Pour cela, l’outil MSConvert du logiciel ProteoWizard 

(version 3.0.4743) a été utilisé pour convertir les fichiers de données MZML au format 

mzXML (Figure 18).  
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Figure 18. Conversion des formats de données utilisée dans ces travaux de thèse pour l’utilisation 
de pLink et xQuest.  

 

- Le mode d’utilisation des logiciels : ces deux logiciels ne possèdent pas d’interface 

d’utilisateur. Pour xQuest, il faut entrer les lignes de commande des étapes une par 

une dans la console sous Linux (création de la banque de protéine decoy, identification, 

mise en forme du fichier de résultats). Pour pLink, l’utilisation est plus aisée car 

l’utilisateur n’est pas tenu à commander chaque étape, néanmoins il faut quand même 

passer par la console sous Windows. Pour un utilisateur novice peu habitué aux 

commandes informatiques, ceci pourrait constituer une difficulté. Dans ce cas, 

l’utilisation parallèle de ces deux logiciels permet entre autres de vérifier leur bon 

fonctionnement.  

- Détermination de seuils de score à partir desquels les identifications sont considérées 

comme fiables : en effet, il n’existe pas de « règle d’or » ou de critères normalisés 

concernant les seuils de confiance. C’est pourquoi plusieurs essais ont été effectués 

pour déterminer nous-même ces seuils. Pour cela, nous avons répété les 

identifications, mais avec une base de données contenant les séquences de protéines 

aléatoires, ou encore avec une fausse masse d’agent de pontage. De ces tests, dans le 

cas de notre étude, nous avons défini le score seuil de xQuest à 25 et de pLink à E-06. 

Il est à noter que ce seuil est relatif, il dépend de la qualité des résultats et des scores 

obtenus pour les peptides, et est donc à adapter en fonction des données obtenues et 

des systèmes biologiques étudiés.  

- Validation manuelle : même si les logiciels font le plus grand travail d’identification, il 

est indispensable d’effectuer une validation manuelle de l’identification. Ceci permet 

de vérifier notamment s’il y a bien au moins 3 acides aminés consécutifs identifiés, et 

si les fragments identifiés sont de bonne intensité. De cette validation manuelle, dans 

ce travail de thèse, environ 10% des peptides identifiés ont été éliminés (ce qui est 

comparable au 14% éliminé par validation manuelle dans une étude similaire de Han 

et al. [30]).   
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Troisièmement, l’algorithme de recherche de xQuest passe par la création d’un filtre 

(« filter ») qui ne retient que les spectres des peptides pontés à la fois par les agents de pontage 

lourd et léger. Néanmoins, ce couple n’est pas toujours détecté par le spectromètre de masse, il 

peut n’y avoir que des peptides pontés lourds sans leurs homologues légers et vice versa. C’est 

pourquoi l’utilisation parallèle de ce logiciel avec pLink permet de s’assurer de ne pas manquer 

ces peptides en question. 

D’autre part, il est possible que la conformation des complexes étudiés soit flexible. Ainsi, 

les ponts sont formés en fonction de la conformation de départ à l’état natif du complexe. Dans le 

cas des complexes flexibles, les mêmes pontages peuvent ne pas exister d’un réplicat à l’autre. 

Cependant, une zone de proximité n’est en général pas déterminée par un seul mais plusieurs 

pontages, d’où l’importance de vérifier si les mêmes zones sont retrouvées. 

Enfin, il faut garder à l’esprit que les zones de proximités trouvées dépendent de l’agent 

de pontage choisi (fonctions réactives, longueur du bras espaceur). Par conséquent, il est 

intéressant d’utiliser différents agents de pontage pour avoir des informations complémentaires. 

Dans le même objectif, il est également envisageable d’utiliser d’autres protéases que la trypsine, 

ou d’autres modes de fragmentation comme par exemple l’ETD (« electron-transfer 

dissociation ») lors d’analyse en MS/MS.  

 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet d’une publication dans le journal scientifique à 

comité de lecture Protein Science (Wiley Blackwell, 2015).  
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3.6. Publication : Chemical cross-linking and mass 

spectrometry to determine the subunit interaction network 

in a recombinant human SAGA HAT subcomplex 
 

Protein Science 2015, 24 (8), 1232–1246. DOI: 10.1002/pro.2676 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

SUPPLEMENTARY METHODS  

LC-MS/MS data acquisition  

1 pmol of digested peptides was injected onto a pre-column (C18 Dionex Acclaim 

PepMap100, 75 µm i.d. x 2 cm, 3 µm, 100 Å) with H2O/ACN/FA (98/2/0.1) at 5 μL/min for 3.5 

minutes. Chromatographic separation was carried out on a C18 column (Thermo Scientific 

Accucore, 75 µm i.d. x 50 cm, 2.6 µm, 150 Å) at 40°C by using 0.1% formic acid in water (mobile 

phase A) and 0.08% formic acid in 80% acetonitrile (mobile phase B) with a 150 min-long gradient 

(5 to 50% phase B for 120 min, 50 to 99% phase B for 1 min, 99% phase B for 10 min, 99 to 5% 

phase B for 1 min, 5% phase B for 18 min) at a flow rate of 200 nL/min. The peptides were then 

analyzed on a Thermo Scientific Orbitrap Elite with HCD fragmentation. The ion accumulation was 

set at 100 ms and 4 x 104 ions. The precursors with unknown charge state or a charge state of +1 

were excluded. Peptides selected for MS/MS acquisition were then placed on an exclusion list for 

30 s using the dynamic exclusion mode to limit duplicate spectra. The minimum signal count was 

set at 500. 

 

MS data analysis 

The MS raw data were converted to MGF and MZML files using the Proteome Discoverer™ 

Software (Thermo Scientific, v1.4). Then the MZML files were converted to mzXML files by use of 

MSConvert tools (ProteoWizard 3.0.4743). For the identification by pLink and xQuest, the 

database was constituted of the sequences of four subunits (UniProt), the sequence of GCN5 

contains additionally a histidine-tag. 

 

SAGA HAT sequence analysis and structural modeling 

Secondary structure analysis of SAGA HAT subunits was done in PSIPRED v3.3 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) to determine helical and beta-sheet containing regions and 

MARCOIL v1.0 (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/marcoil) to predict coiled-coil domains. To 

identify conserved domains and residues sequence alignment of yeast, drosophila, mouse and 

human SAGA HAT subunits was performed using ClustalW2 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Homology searches and template-based 

structure predictions were done with HHPRED (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred) using 

HMM PDB database with default settings. ADA2B ZZ and SWIRM domains, GCN5 PCAF domain 

were searched and aligned with homologous proteins with known structures. One to several best 

scoring templates was chosen to create PIR alignment file with "Create model" function in 

HHPRED. These alignments were subsequently used as input files for Modeller v9.14 to create 3D 

homology models. Defaults settings were used except additional distance restraints were added 

based on cross-linking data (distance between Cα atoms of cross-linked lysines was set below 

theoretical maximum of 30Å). Ten models were generated for each protein domain and the best 

scoring model (according to DOPE score) was further refined with automatic loop refinement 

function in Modeller with the same distance restraints. This allowed improving the disordered 
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loop regions of each domain. Protein structures of four overlapping domains of ADA3 protein (1-

116, 110-189, 183-277 and 273-432) were generated by Robetta (http://robetta.bakerlab.org) 

with default threshold and settings. Complete models of GCN5, ADA2B and ADA3 were generated 

using rigid-body fitting Patchdock program (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/) with 

defaults thresholds, except additional cross-linking restraints were added as before. Ten top 

scoring results of molecular docking were further refined with FireDock 

(http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock). Visualization of the results and distance measurements 

were performed in UCSF Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/). The quality of the final 

models was verified using ProQ, QMEAN, SelectPro and Verify3D algorithms, all models received 

good to fair scores (Supplementary Table 4). 
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SUPPLEMENTARY FIGURES AND TABLES  

 

Supplementary Figure 1. MALDI-MS spectra of the cross-linked complex with different ratios 
protein:cross-linker BS3 for 30 min incubation time. (A) Protein:cross-linker 1:50. (B) 

Protein:cross-linker 1:75. (C) Protein:cross-linker 1:200. The optimal conditions for cross-linking 
reaction were fixed at 1:75. 

 

 

 

Supplementary Figure 2. MS/MS spectra of intramolecular cross-linked peptides as identified by 
pLink. (A) Intralink within ADA3, score E-10. (B) Intralink within ADA2B, score E-10. 
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Supplementary Figure 3. MS/MS spectra of low scored cross-linked peptides as identified by pLink. 
(A) Interlink between ADA3-ADA2B, score E-06. (B) Intralink within GCN5, score E-06. 

 

 

 

 

Supplementary Figure 4. Cross-linking map within the SAGA HAT subunits obtained by (A) pLink, 
(B) xQuest. 
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Supplementary Table 1. Detailed list of intermolecular cross-links between SAGA HAT subunits. 
The bolded underlined lysines are cross-linked. Sequence1 and Sequence2 are the sequences of 

the linked peptides. 

GCN5-ADA3 

Linked K 
in GCN5 

Linked K in 
ADA3 

Sequence1 Sequence2 
Score in 

pLink 
Score in 
xQuest 

Mass (Da) 
Mass 

precision 
(ppm) 

314 85 SQAEDVATYKVNYTR FLKLGR 5,26E-14 55 2614,3754 -0,4 
314 147 SQAEDVATYKVNYTR IPKNDAPNR 3,65E-12  2905,4569 1,1 
314 221 SQAEDVATYKVNYTR AAAVADKK  45,71 2654,3527 -0,9 
314 354 SQAEDVATYKVNYTR QAELKALSAHNR 1,56E-13 44,66 3218,6297 -0,7 
361 85 QLLEKFR FLKLGR 5,47E-10  1803,0770 0,8 
366 78 VEKDK KGDR 4,89E-07  1229,6615 -0,7 
366 85 VEKDK FLKLGR 7,13E-07  1491,8961 0,7 
366 421 VEKDK TLKER 5,47E-09  1400,7874 -0,1 
536 85 GIIEFHVIGNSLTPKANR FLKLGR 1,74E-06  2835,6122 0,2 
561 78 MPKEYIAR KGDR 2,27E-07  1622,8750 -0,1 
561 85 MPKEYIAR FLKLGR 1,15E-08 50,64 1877,0595 -0,1 
561 109 MPKEYIAR LEGKTGHGPGPGPGR 1,15E-09  2560,3219 1,3 
561 147 MPKEYIAR IPKNDAPNR 1,37E-13  2172,1661 -0,6 
580 85 TLALIKDGR FLKLGR 1,28E-11 45,79 1856,1238 -0,5 
649 85 KQGFSK FLKLGR 8,37E-10 51,03 1563,9136 -0,7 
649 124 KQGFSK SKNVQPK 2,08E-10 45,04 1630,9042 -0,3 
649 304 KQGFSK NQNKPFSVPHTK  36,54 2227,1581 -7,6 
657 405 DIKVPK IMAARQKKR  27,06 1937,1456 -7,9 
660 85 VPKSR FLKLGR 1,29E-06  1455,8925 -0,8 
707 85 KQAQIR FLKLGR 1,03E-08  1617,0026 -0,3 
713 364 KVYPGLSCFK KHDLLR  35,84 2059,1279 -0,5 
748 418 EKGKELK DQAWKTLK  32,19 1957,0869 -0,8 
750 418 EKGKELK DQAWKTLK  44,43 1957,0843 -2,1 
784 78 KSEAPDYYEVIR KGDR 9,97E-07  2081,0428 2,5 
816 85 KLFVADLQR FLKLGR  35,8 1959,1605 -3,3 

GCN5-ADA2B 

Linked K 
in GCN5 

Linked K in 
ADA2B 

Sequence1 Sequence2 
Score in 

pLink 
Score in 
xQuest 

Mass (Da) 
Mass 

precision 
(ppm) 

314 328 SQAEDVATYKVNYTR NLAGSKR  44,78 2626,3341 -0,4 
314 331 SQAEDVATYKVNYTR GKEDGK 5,50E-07 57,22 2514,2217 -0,8 
314 378 SQAEDVATYKVNYTR TIIIKDHLQK 7,20E-09 42,5 3089,6396 -3,3 
314 390 SQAEDVATYKVNYTR QGIPSKSR  40,44 2753,3972 -0,5 
361 390 QLLEKFR QGIPSKSR 4,30E-06  1942,0999 -2,7 
536 214 GIIEFHVIGNSLTPKANR LKER 2,43E-06  2651,5058 -0,7 
572 214 LVFDPKHK LKER 2,85E-08  1664,9613 -1,1 
572 220 LVFDPKHK KNIAR 7,75E-13  1720,9987 -0,8 
580 250 TLALIKDGR RKITKEEK  38,81 2154,2570 -7,7 
580 250 TLALIKDGR ITKEEK  35,23 1870,0746 -1,6 
702 250 KLIERK ITKEEK  29,07 2645,4865 -3,5 

GCN5-SGF29 

Linked K 
in GCN5 

Linked K in 
SFG29 

Sequence1 Sequence2 
Score in 

pLink 
Score in 
xQuest 

Mass (Da) 
Mass 

precision 
(ppm) 

314 40 SQAEDVATYKVNYTR SEHNLVNIQKTHER 4,31E-11  3585,7811 -1,3 
314 50 SQAEDVATYKVNYTR MQTENKISPYYR 2,09E-08 38,84 3410,6459 0,2 
561 40 MPKEYIAR SEHNLVNIQKTHER 2,71E-16  2852,4903 1,1 
561 50 MPKEYIAR MQTENKISPYYR 5,72E-12 44,79 2673,3288 -0,2 
580 40 TLALIKDGR SEHNLVNIQKTHER 5,47E-09  2827,5303 1,9 
580 50 TLALIKDGR MQTENKISPYYR 5,78E-10 51,09 2652,3947 0,1 
649 40 KQGFSK SEHNLVNIQKTHER 1,06E-16 34,72 2539,3443 -0,2 
649 50 KQGFSK MQTENKISPYYR 4,39E-10 43,37 2360,1818 -0,7 
649 79 KQGFSK KALDK 1,49E-09  1404,7976 -0,5 
649 112 KQGFSK KTMR 6,92E-08  1365,7438 1,2 
816 40 KLFVADLQR SEHNLVNIQKTHER 4,67E-07  2934,5975 -6,7 
816 50 KLFVADLQR MQTENKISPYYR 1,39E-14  2755,4366 0,5 
855 50 LKEGGLIDK MQTENKISPYYR 1,85E-06  2638,3675 -0,3 

ADA3-ADA2B 

Linked K 
in ADA3 

Linked K in 
ADA2B 

Sequence1 Sequence2 
Score in 

pLink 
Score in 
xQuest 

Mass (Da) 
Mass 

precision 
(ppm) 

147 235 IPKNDAPNR DYNLVPAFLGKDK 7,92E-13 45,89 2644,4160 0,4 
147 390 IPKNDAPNR QGIPSKSR  42,1 2033,1002 -0,8 
194 331 IPPLGKHYSQR GKEDGK 3,05E-09 41,76 2069,1205 -0,1 
194 378 IPPLGKHYSQR TIIIKDHLQK 7,49E-06  2640,5114 0,0 
194 390 IPPLGKHYSQR QGIPSKSR  35,29 2304,2634 -3,0 
210 319 WAQEDLLEEQKDGAR KENK 3,62E-06  2446,2276 0,6 
210 319 WAQEDLLEEQKDGAR RKENKNLAGSK 3,33E-08 30,06 3172,6412 -6,4 
210 322 WAQEDLLEEQKDGAR ENKNLAGSK 1,63E-10 39,13 2884,4199 -0,1 
210 322 WAQEDLLEEQKDGAR KENKNLAGSK 2,88E-12 40,76 3016,5401 -0,1 
210 328 WAQEDLLEEQKDGAR NLAGSKR 4,43E-06 56,43 2673,3658 0,2 
210 331 WAQEDLLEEQKDGAR GKEDGK 7,99E-08 50,25 2557,2294 -0,1 
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ADA3-ADA2B (continued) 

Linked K 
in ADA3 

Linked K in 
ADA2B 

Sequence1 Sequence2 
Score in 

pLink 
Score in 
xQuest 

Mass (Da) 
Mass 

precision 
(ppm) 

210 378 WAQEDLLEEQKDGAR TIIIKDHLQK 8,13E-06  3132,6454 -0,6 
210 390 WAQEDLLEEQKDGAR QGIPSKSR  33,39 2796,4038 -0,2 
221 319 AAAVADKK KENK 4,79E-07  1431,8233 1,6 
221 322 AAAVADKK ENKNLAGSK 9,36E-09 297,22 1874,0409 1,1 
221 322 AAAVADKK KENKNLAGSK 6,31E-15 45,29 1998,1108 -0,4 
221 328 AAAVADKK NLAGSKR 3,39E-14 42,52 1654,9365 0,5 
221 331 AAAVADKK GKEDGK 1,54E-09 44,44 1542,8210 -2,8 
221 373 AAAVADKK YVTVKTIIIK 1,63E-08  2087,2605 0,8 
221 378 AAAVADKK TIIIKDHLQK  30,64 2118,2407 -0,3 
221 390 AAAVADKK QGIPSKSR  41,6 1781,9974 -1,4 
223 328 KGLIGPLTELDTK NLAGSKR 3,72E-07  2270,3145 0,1 
223 378 KGLIGPLTELDTK TIIIKDHLQK 2,86E-06  2729,5941 0,0 
242 328 DVDALLKK NLAGSKR 1,06E-06  1783,0202 -0,8 
242 378 DVDALLKK TIIIKDHLQK 2,96E-11 45,58 2246,3254 0,2 
242 390 DVDALLKK QGIPSKSR 9,38E-06 44,71 1910,0836 0,5 
304 378 NQNKPFSVPHTK TIIIKDHLQK 4,59E-06  2741,5227 -2,4 
304 390 NQNKPFSVPHTK QGIPSKSR  42,97 2405,2822 0,3 
312 390 NQNKPFSVPHTKSLESR QGIPSKSR  26,06 2977,5704 -1,0 
354 390 QAELKALSAHNR QGIPSKSR  40,72 2346,2754 -0,6 
364 282 KHDLLR EKMLR 3,79E-07  1597,9274 0,2 
372 390 LAKEEVSR QGIPSKSR 2,14E-07 41,31 1940,0690 0,1 
397 403 KIMAAR KRILNFLTESGWISR  29,07 2645,4865 1,0 

ADA3-SGF29 

Linked K 
in ADA3 

Linked K in 
SGF29 

Sequence1 Sequence2 
Score in 

pLink 
Score in 
xQuest 

Mass (Da) 
Mass 

precision 
(ppm) 

77 50 VLEAETQILTDWQDKK MQTENKISPYYR 6,23E-14 33,99 3586,8165 0,2 
78 50 KGDR MQTENKISPYYR 4,17E-07  2141,0575 1,3 
85 40 FLKLGR SEHNLVNIQKTHER 2,34E-08  2574,4029 -0,1 
85 50 FLKLGR MQTENKISPYYR 1,70E-09 47,29 2399,2672 0,0 
85 50 RFLKLGR MQTENKISPYYR  39,28 2555,3450 -9,1 
97 50 DHELGAPPKHGKPK MQTENKISPYYR  34,14 3176,6059 -0,6 

109 40 LEGKTGHGPGPGPGR SEHNLVNIQKTHER 4,30E-08  3257,6652 -0,3 
147 40 IPKNDAPNR SEHNLVNIQKTHER 1,57E-11  2869,5094 0,4 
147 50 IPKNDAPNR MQTENKISPYYR 4,08E-10 45,14 2690,3476 -0,4 
372 40 LAKEEVSR SEHNLVNIQKTHER 1,38E-11 30,73 2772,4517 -1,3 
372 50 LAKEEVSR MQTENKISPYYR 1,06E-06  2597,3158 -0,6 
397 50 KIMAAR MQTENKISPYYR 4,09E-07  2355,2078 -0,1 
421 40 TLKER SEHNLVNIQKTHER 6,71E-06  2487,3193 0,3 
421 50 TLKER MQTENKISPYYR 7,04E-07  2312,1834 0,4 
421 99 TLKER IAAKIAGLYNDSEPPR 2,34E-07  2501,3789 0,6 
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Supplementary Table 2. Detailed list of intramolecular cross-links between SAGA HAT subunits. 
The bolded underlined lysines are cross-linked. Sequence1 and Sequence2 are the sequences of 

the linked peptides.  

GCN5-GCN5 

Linked K 
in GCN5 

Linked K 
in GCN5 

Sequence1 Sequence2 
Score in 

pLink 
Score in 
xQuest 

Mass (Da) 
Mass 

precision 
(ppm) 

314 649 SQAEDVATYKVNYTR KQGFSK  39,59 2575,2896 -0,9 
314 707 SQAEDVATYKVNYTR KQAQIR 9,81E-08 46,79 2624,3554 -0,2 
314 742 SQAEDVATYKVNYTR ETGWKPLGK 5,26E-08 36,5 2896,4580 -0,9 
314 784 SQAEDVATYKVNYTR KSEAPDYYEVIR 5,16E-10  3350,6306 1,2 
314 816 SQAEDVATYKVNYTR KLFVADLQR 1,36E-12 46,81 2970,5450 0,2 
361 366 QLLEKFR VEKDK 1,03E-09  1691,9758 -1,5 
361 368 QLLEKFR DKLVPEK 6,68E-09  1902,1126 0,4 
361 373 QLLEKFR LVPEKR 3,29E-07 47,42 1811,0658 -0,6 
366 373 FRVEKDK LVPEKR  39,34 1799,0284 -1,2 
368 361 VEKDKLVPEKR RQLLEKFR  35,02 2566,4723 -9,2 
368 361 DKLVPEK QLLEKFR  44,42 1898,0857 -1,0 
373 361 DKLVPEKR QLLEKFR 2,10E-14 57,08 2058,2137 0,3 
373 366 LVPEKR VEKDK 3,58E-08  1495,8609 -0,1 
471 657 TLPENLTLEDAKR DIKVPK 2,98E-08  2339,3248 -1,4 
471 742 TLPENLTLEDAKR ETGWKPLGK 3,09E-06 27,54 2651,4177 0,2 
649 366 KQGFSK VEKDK 7,43E-06  1452,8124 0,3 
649 697 KQGFSK QKEIIK  35,89 1588,9178 -0,7 
694 649 IPYTELSHIIKK KQGFSK 3,98E-12 42,7 2276,3080 0,8 
694 701 IPYTELSHIIKK EIIKK 2,54E-09  2208,3132 -0,2 
694 702 IPYTELSHIIKK KLIER 3,60E-06  2236,3194 0,2 
697 649 QKEIIK KQGFSK 2,77E-07  1588,9187 -0,7 
707 701 KQAQIR EIIKK 2,22E-08  1509,9242 -1,0 
707 702 KQAQIR KLIER 1,01E-06  1541,9553 -0,6 
713 707 KVYPGLSCFK KQAQIR 1,84E-09  2021,1131 -3,7 
742 707 ETGWKPLGK KQAQIR 2,37E-13 48,82 1899,0878 -1,0 
742 750 ETGWKPLGK EKGKELK  46,76 1983,1016 -1,3 
742 816 ETGWKPLGK KLFVADLQR  46,91 2241,2484 -1,7 
742 816 ETGWKPLGKEK KLFVADLQR  43,6 2498,3893 -0,2 
742 855 ETGWKPLGKEK LKEGGLIDK  34,12 2381,3111 -4,0 
746 649 ETGWKPLGKEK KQGFSK 7,28E-07  2103,1363 0,8 
746 707 ETGWKPLGKEK KQAQIR 4,74E-11  2156,2253 0,4 
746 750 ETGWKPLGKEK GKELK 1,24E-06  1983,1040 -0,4 
746 816 ETGWKPLGKEK KLFVADLQR 5,40E-20 43,04 2498,3893 -0,2 
746 855 ETGWKPLGKEK LKEGGLIDK 3,13E-06 41,16 2381,3205 0,1 
753 742 GKELKDPDQLYTTLK ETGWKPLGKEK 5,88E-07  3157,6909 0,0 
753 742 ELKDPDQLYTTLK ETGWKPLGKEK  40,49 2972,5712 -1,1 
753 746 ELKDPDQLYTTLK ETGWKPLGKEK 2,50E-06  2976,5995 -1,0 
753 816 ELKDPDQLYTTLK KLFVADLQR 6,88E-13 40,98 2789,5199 -0,6 
753 816 GKELKDPDQLYTTLK KLFVADLQR  34,12 2974,6384 0,2 
770 753 NLLAQIKSHPSAWPFMEPVK ELKDPDQLYTTLK  26,58 3993,0957 -0,1 
784 707 KSEAPDYYEVIR KQAQIR 1,79E-09  2353,2578 -0,7 
784 801 KSEAPDYYEVIR FPIDLKTMTER 4,99E-14  2956,4891 0,9 
784 816 KSEAPDYYEVIR KLFVADLQR 9,68E-12  2699,4470 -1,0 
801 361 FPIDLKTMTER QLLEKFR 1,06E-06 51,3 2420,3136 0,2 
816 649 KLFVADLQR KQGFSK 4,48E-09 37,95 1924,1082 0,4 
816 707 KLFVADLQR KQAQIR 2,88E-08  1973,1722 1,1 
816 742 KLFVADLQR ETGWKPLGK 3,16E-17  2245,2770 0,4 
816 855 KLFVADLQR LKEGGLIDK 3,54E-10 40,21 2198,2673 0,3 
848 373 CASALEKFFYFK DKLVPEKR  30,13 2574,3460 -3,7 

ADA3-ADA3 

Linked K 
in ADA3 

Linked K 
in ADA3 

Sequence1 Sequence2 
Score in 

pLink 
Score in 
xQuest 

Mass (Da) 
Mass 

precision 
(ppm) 

77 85 VLEAETQILTDWQDKK FLKLGR 2,70E-07 35,67 2786,5211 -0,2 
77 421 VLEAETQILTDWQDKK TLKER 1,86E-08  2699,4380 0,1 
85 78 FLKLGR KGDR 8,77E-08  1348,8127 -0,3 
85 421 FLKLGR TLKER 2,07E-11  1515,9136 0,0 
97 85 DHELGAPPKHGKPK FLKLGR  36,04 2380,3330 -2,1 

100 85 DHELGAPPKHGKPK RFLKLGR  38,78 2536,4174 -8,5 
109 85 LEGKTGHGPGPGPGR FLKLGR 5,56E-07  2286,2595 -1,5 
109 147 LEGKTGHGPGPGPGR IPKNDAPNR 1,10E-09  2577,3410 -0,8 
124 85 SKNVQPK FLKLGR 9,73E-11  1669,9878 -0,5 
129 85 NVQPKIQEYEFTDDPIDVPR FLKLGR  38,76 3272,7109 0,8 
147 85 IPKNDAPNR FLKLGR 4,37E-07 49,79 1898,1038 -1,5 
147 124 IPKNDAPNR SKNVQPK 1,16E-13 44,55 1965,0943 -0,3 
178 372 TLEELLKPPEDEAEHYK LAKEEVSR 6,20E-11 30 3108,5888 0,7 
188 354 TLEELLKPPEDEAEHYKIPPLGK QAELKALSAHNR 2,29E-12  4120,1843 -1,2 
194 221 IPPLGKHYSQR AAAVADKK 5,72E-08 45,37 2209,2519 0,3 
194 354 TLEELLKPPEDEAEHYKIPPLGKHYSQR RQAELKALSAHNR 2,85E-08  4948,5834 1,4 
210 194 WAQEDLLEEQKDGAR IPPLGKHYSQR 4,08E-10 38,14 3223,6561 0,1 
210 221 WAQEDLLEEQKDGAR AAAVADKK 9,69E-07 38,24 2829,4808 -1,0 
210 221 WAQEDLLEEQKDGAR AAAVADKKK  32,87 2825,4543 -0,6 
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ADA3-ADA3 (continued) 

Linked K 
in ADA3 

Linked K 
in ADA3 

Sequence1 Sequence2 
Score in 

pLink 
Score in 
xQuest 

Mass (Da) 
Mass 

precision 
(ppm) 

210 223 WAQEDLLEEQKDGAR KGLIGPLTELDTK 1,46E-08  3308,7139 0,7 
210 242 WAQEDLLEEQKDGAR DVDALLKK 1,90E-07 36,62 2825,4446 0,1 
210 304 WAQEDLLEEQKDGAR NQNKPFSVPHTK 2,97E-09  3324,6674 1,8 
221 242 AAAVADKK DVDALLKK  47,06 1811,0398 -0,4 
223 221 KGLIGPLTELDTK AAAVADKK 9,47E-10 28,55 2294,3078 -0,8 
223 242 KGLIGPLTELDTK DVDALLKK 6,01E-16 38,12 2422,3945 0,4 
242 221 DVDALLKK AAAVADKK 8,65E-15  1811,0403 0,6 
304 354 NQNKPFSVPHTK QAELKALSAHNR 5,99E-15 38,29 2870,5150 0,2 
304 372 NQNKPFSVPHTK LAKEEVSR 2,45E-09 30,49 2464,3073 0,3 
312 210 NQNKPFSVPHTKSLESR WAQEDLLEEQKDGAR 2,09E-06 29,25 3896,9593 -0,2 
372 364 LAKEEVSR KHDLLR 2,75E-20 57,94 1853,0670 -0,1 
411 397 KEKDQAWK KIMAAR 9,24E-12 48,55 1858,0135 0,0 
411 421 KEKDQAWK TLKER 1,43E-07  1814,9889 -0,5 
413 410 EKDQAWK TPTKK 3,91E-06  1618,8866 -0,4 
413 410 TPTKKEKDQAWK TPTKKEK  39,65 2427,3510 5,6 
413 421 EKDQAWK TLKER 1,31E-08  1686,8940 0,5 
418 397 DQAWKTLK KIMAAR 2,57E-12 53,85 1815,0069 -0,4 
418 410 EKDQAWKTLK TPTKK 1,74E-06  1961,1133 -0,5 
421 78 TLKER KGDR 2,44E-07  1257,7040 0,1 
421 410 TLKER TPTKK 5,98E-08  1356,7976 -0,3 
428 85 ESILKLLDG FLKLGR  35,56 1857,0957 -1,0 
428 397 TLKERESILKLLDG KIMAAR  30,37 2440,4072 -0,6 

ADA2B-ADA2B 

Linked K 
in ADA2B 

Linked K 
in ADA2B 

Sequence1 Sequence2 
Score in 

pLink 
Score in 
xQuest 

Mass (Da) 
Mass 

precision 
(ppm) 

235 253 DYNLVPAFLGKDK EEKELR 2,10E-08 40,36 2419,2634 0,5 
237 242 DKKEK EKALK 3,81E-06  1371,7972 0,1 
237 247 DKKEK KITK 1,72E-07  1272,7652 0,7 
238 242 DKKEK EKALK 2,83E-08  1371,7972 1,1 
238 247 DKKEK KITK 9,25E-06  1272,7652 -0,2 
242 247 EKALK KITK 4,36E-06  1213,7645 -0,5 
242 253 EKEKALK EEKELR 2,13E-09 52,26 1784,9886 0,1 
250 253 KITKEEK EEKELR  31,09 1814,9965 -1,3 
253 238 EEKELR DKKEK 5,47E-07  1586,8514 0,3 
253 242 EEKELR EKALK 6,09E-06  1527,8507 0,4 
253 242 ITKEEKELR EKALK 5,67E-07  1870,0774 -1,1 
253 247 EEKELR KITK 8,05E-07  1432,8437 -0,6 
253 250 EEKELR ITKEEK  34,11 1686,8928 -6,6 
280 390 EFDDLFENMHKEK QGIPSKSR  39,28 2690,2995 -0,6 
282 247 EKMLR KITK 9,49E-06  1305,7990 -0,4 
314 383 HKREKR DHLQKR 2,17E-06  1786,9913 -5,8 
322 331 ENKNLAGSK GKEDGK  306,33 1729,8794 -3,1 
322 331 KENKNLAGSK GKEDGK 1,76E-14 49,1 1862,0045 -0,5 
322 331 KENKNLAGSK RGKEDGK  26,7 2014,0787 -1,0 
328 319 NLAGSKR KENK 2,19E-07  1399,7782 0,0 
328 331 NLAGSKR GKEDGK 7,86E-09 47,48 1518,8302 0,1 
331 319 GKEDGK KENK 3,76E-07  1291,6919 -1,2 
378 390 TIIIKDHLQK QGIPSKSR  41,78 2217,2841 -0,2 
390 253 QGIPSKSR EEKELR  36,79 1811,9725 -0,9 
390 328 QGIPSKSR NLAGSKR  38,11 1753,9810 0,6 
390 383 QGIPSKSR DHLQKR 2,23E-10 45,56 1809,0157 0,0 
399 390 LPSYLDKVLK QGIPSKSR 8,86E-07 50,7 2184,2526 0,4 

SGF29-SGF29 

Linked K 
in SGF29 

Linked K 
in SGF29 

Sequence1 Sequence2 
Score in 

pLink 
Score in 
xQuest 

Mass (Da) 
Mass 

precision 
(ppm) 

40 50 SEHNLVNIQKTHER MQTENKISPYYR 2,16E-17 36,09 3370,6721 -0,2 
99 112 IAAKIAGLYNDSEPPR KTMR 2,29E-06  2406,2877 -0,1 
99 161 IAAKIAGLYNDSEPPR PGDKVAAR 3,36E-11  2664,4234 -0,8 

161 112 PGDKVAAR KTMR 2,88E-08  1488,8382 -0,2 
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Supplementary Table 3. Detailed list of dead-end, inter-linked, intra-linked and non-cross-linked 
lysines. 

GCN5 
K position in GCN5 Non-cross-linked Dead-end Inter-linked Intra-linked 

116  X   
126  X   
127 X    
130 X X   
138  X   
144  X   
149     
152  X   
213  X   
220 X    
228 X X   
232 X    
253 X    
267     
284 X    
294 X    
314 X X X X 
361 X X X X 
366 X X X X 
368 X X  X 
373 X X  X 
383 X X   
458 X X   
471 X X  X 
536 X X X  
561  X X  
572  X X  
574  X   
580  X X  
613 X    
624 X X   
629 X    
648  X   
649  X X X 
654  X   
657  X X X 
660 X X X  
668 X    
694 X X  X 
695 X X   
697 X X  X 
701  X  X 
702 X  X X 
707 X X X X 
713 X X X X 
722  X   
742 X X  X 
746 X X  X 
748 X X X  
750 X X X X 
753 X X  X 
763 X X   
770 X X  X 
783  X   
784 X X X X 
801  X  X 
816  X X X 
848    X 
853  X   
855  X X X 
862  X   
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ADA3 
K position in ADA3 Non-linked Dead-end Inter-linked Intra-linked 

5 X    
15 X X   
21 X X   
77 X X X X 
78 X X X X 
85  X X X 
97 X X X X 

100  X  X 
102  X   
103  X   
105 X X   
109 X X X X 
122 X X   
124 X X X X 
129 X X  X 
147 X X X X 
178 X X  X 
188 X X  X 
194 X X X X 
210 X X X X 
221 X X X X 
222 X X   
223 X X X X 
235 X X   
242 X X X X 
243 X X   
288 X    
304 X X X X 
312 X X X X 
319 X X   
348 X X   
354 X X X X 
363 X    
364 X X X X 
372 X X X X 
397 X X X X 
404 X    
405 X  X  
410 X X  X 
411  X  X 
413 X X  X 
418 X X X X 
421 X X X X 
428 X X  X 

ADA2B 
K position in ADA2B Non-linked Dead-end Inter-linked Intra-linked 

6 X    
7 X    

121 X X   
202 X    
212     
214  X X  
220   X  
235 X X X X 
237    X 
238  X  X 
240  X   
242  X  X 
245  X   
247  X  X 
250  X X X 
253  X  X 
258     
269  X   
280 X X  X 
282 X X X X 
287     
301 X X   
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ADA2B (continued) 
K position in ADA2B Non-linked Dead-end Inter-linked Intra-linked 

314    X 
317  X   
319  X X X 
322  X X X 
328  X X X 
331 X X X X 
335 X X   
356 X X   
373 X X X  
378 X X X X 
383 X X  X 
390 X X X X 
399 X X  X 
402  X   
403  X X  

SGF29 
K position in SGF29 Non-linked Dead-end Inter-linked Intra-linked 

22 X X   
40 X X X X 
50 X X X X 
58  X   
67 X    
79  X X  
83 X X   
88 X X   
99  X X X 

112 X X X X 
136 X    
140 X    
161    X 
167  X   
189 X    
200 X    
217 X    
230 X    
288  X   
291     
292     
293     

 

 

 

Supplementary Table 4. Quality evaluations of domain models. For each homology model of the 
protein domains the quality assessment was performed in several bioinformatics software 

packages. 

Domain 
Residue 

number 

Templates 

used 
HHpred 

% 

identity 

ProQ  

LGscore 
QMEAN SelectPro Verify3D 

hADA2B 

SWIRM 
330-418 2aqe_A 99,9 25 1,403 0,781 0,661 0,17 

hADA2b 

ZZ 
7-56 2e5r_A 99,2 30 0,576 0,573 0,357 0,19 

hGCN5 

PCAF 
177-399 

1w9c_A 

3m1i_C 
NA NA 1,892 0,382 0,622 0,2 

mADA3 1-432 NA NA NA 2,756 0,432 0,783 0,21 
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3.7. Perspective : application à l’étude des complexes 

protéiques membranaires ?  
 

Malgré les quelques exemples de protéines membranaires ou de complexes de protéines 

membranaires étudiés avec succès en ESI-MS [31,32] ou en MALDI-MS [33,34], l’investigation des 

protéines membranaires par MS reste délicate à cause de l’utilisation des détergents nécessaires 

à leur solubilisation. Une approche récemment appliquée avec succès est d’étudier des complexes 

de protéines membranaires par CX-MS [35–37].   

Dans ce contexte, nous avons voulu étendre l’approche de pontage développée sur SAGA 

HAT sur des systèmes de protéines membranaires, et de voir si le pontage marche toujours même 

en présence de grande concentration de détergent (au-dessus de la CMC, concentration micellaire 

critique). Pour cela, nous avons conduit les études préliminaires sur un complexe hydrosolubles 

supportant une forte présence en détergent.  

Avant mon arrivée au laboratoire, des essais avaient montré le potentiel du kit de pontage 

K100 proposé par CovalX pour ponter avec succès le complexe RARα∆AB-RXRα∆AB (récepteur de 

l’acide rétinoïque - récepteur X des rétinoïdes). De plus, ce complexe supporte et reste formé à 

grande concentration de détergent. Par conséquent, nous avons décidé de continuer les tests de 

pontage sur ce complexe en grande concentration de détergent (10 mM de CHAPS). 

Le kit de pontage K100 a été optimisé et est commercialisé par CovalX AG (Zürich, Suisse). 

C’est un mélange de 3 agents de pontage (Figure 19):  

- SBAT (1,1’-(suberoyldioxy) bisazabenzotriazole, longueur du bras espaceur 11,4 Å) 

- SBBT (1,1’-(suberoyldioxy) bisbenzotriazole, longueur du bras espaceur 11,4 Å) 

- GBAT (glutaroyldioxy bisazabenzotriazole, longueur du bras espaceur 7,7 Å)  

Ces agents de pontage réagissent sur les amines primaires de la même façon que les esters 

NHS. Cependant, la présence des groupements aromatiques dans leurs structures permet une plus 

grande réactivité grâce à la délocalisation des électrons [38]. Ainsi, le mélange de ces trois agents 

de pontage de différentes longueurs du bras espaceur capables de lier spécifiquement des 

complexes de protéines permet d’augmenter l’efficacité du pontage [39]. Il est vendu en kit sous 

format de tubes de 2 mg contenant entre autres sa solution de solubilisation (diméthylformamide 

ou DMF). Il est conseillé pour stabiliser les complexes de masse de 10-100 kDa.  
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Figure 19. Formules chimiques du K100. 

 

De même que pour le complexe SAGA HAT, des optimisations de conditions de réaction de 

pontage et de détection MALDI-MS ont été effectuées. Sur la Figure 20 sont présentés des spectres 

MALDI-MS du complexe RAR-RXR après pontage dans différents tampons : 

- (A) 20 mM HEPES + 2 mM CHAPS + 300 mM NaCl 

- (B) 20 mM HEPES + 10 mM CHAPS + 300 mM NaCl 

En présence de 10 mM CHAPS (au-dessus de la CMC du CHAPS qui est de 6 mM) et de 

300mM NaCl, le pic à 86 kDa correspondant au complexe ponté est détecté, ce qui suggère que la 

réaction de pontage a lieu même en grandes concentrations du détergent CHAPS et du NaCl.  

 

Figure 20. Spectre MALDI-MS du complexe RAR-RXR à 5 µM après pontage avec le K100 (matrice 
SA, dépôt goutte séchée) dans (A) 20 mM HEPES + 2 mM CHAPS + 300 mM NaCl, (B) 20 mM HEPES + 

10 mM CHAPS + 300 mM NaCl. La réaction de pontage a été conduite avec le K100 à 2 mg/mL 
pendant 30 min à température ambiante. 

 

Ainsi, ce résultat encourage grandement des études à venir en CX-MS dans le cadre d’une 

collaboration avec l’équipe du Dr. Jean-Pierre Simorre à l’Institut de Biologie Structurale de 
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Grenoble sur un complexe de protéines membranaires PBP1B (« Penicilling Binding Protein 1B ») 

demandant de grandes concentrations en sel et en détergent.   

 

3.8. Conclusion 
 

Notre travail de pontage couplé à la MS a été mis à profit dans le but de dresser une carte 

d’interactions entre les sous-unités de SAGA HAT, ce qui a permis à nos collaborateurs à l’IGBMC 

d’affiner par modélisation moléculaire un premier modèle à basse résolution du complexe SAGA 

HAT. 

Afin de compléter cette carte et à partir des mêmes données expérimentales MS/MS 

obtenues, nous pourrions modifier les paramètres d’interrogation des logiciels d’identification, 

comme par exemple en autorisant les pontages entre les acides aminés autres que les lysines. En 

effet, comme discuté en chapitre 2, même si les agents de pontage de type ester NHS réagissent 

majoritairement sur les lysines, les réactions secondaires sur les serines, tyrosines etc. peuvent 

avoir lieu. Dans ce sens, les pontages créés entre des résidus autres que les lysines peuvent 

apporter des informations structurales complémentaires, surtout dans des régions du complexe 

où peu de lysines sont présentes. Il serait également intéressant d’utiliser d’autres techniques de 

fragmentation, comme par exemple l’ETD (« Electron-Transfer Dissociation ») ou l’EThcD 

(Electron-Transfer and higher-energy collision Dissociation »), pour obtenir d’autres jeux de 

données. Une autre perspective consisterait à réaliser la réaction de pontage de SAGA HAT avec 

d’autres types d’agent de pontage. En effet, dans notre étude, nous avons identifié les zones de 

proximité grâce aux pontages par le BS3. Une réaction de pontage avec des agents contenant 

d’autres fonctions réactives (agents de pontage photoréactifs, agents de pontage réagissant sur 

des thiols etc.) permettrait d’obtenir d’autres zones de proximité entre d’autres acides aminés. Il 

serait également envisageable d’ajouter une étape d’enrichissement avant l’analyse du mélange 

peptidique en MS/MS, comme par exemple la chromatographie d’échange cation (SCX), afin de 

mieux détecter les peptides pontés. Enfin, se placer dans des conditions de pontage minimal (avec 

des sous-unités non pontées complètement) serait aussi utile, afin d’obtenir un minimum 

d’hétérogénéités dans les formes pontées du complexe.  

Les premiers tests de réaction de pontage dans un milieu très concentré en sel et en 

détergent encouragent les études à venir sur des complexes de protéines membranaires par CX-

MS. Dans ce sens, il serait intéressant de transférer des étapes réalisées dans le cadre de ces 

travaux de thèse sur les types de système dont l’investigation est délicate par la MS 

supramoléculaire « classique », comme des complexes protéiques membranaires ou des systèmes 

biologiques dont la structure est flexible.   

En résumé, ce travail a permis de confirmer le potentiel du pontage chimique couplé à la 

MS pour étudier la stœchiométrie et les zones de proximité des sous-unités des complexes 

biomoléculaires. Cette méthode s’intègre dans l’éventail des techniques de biologie structurale 

permettant l’accès à la structure des protéines et à leurs interactions. Ceci permettra d’améliorer 

la précision des modèles structuraux et de s’approcher le plus possible à l’état natif des complexes 

à un moment donné de leurs vies. On parle aujourd’hui d’approche intégrative, et le couplage CX-

MS y jouera un rôle important.  
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Chapitre 4 : Suivi par ESI-MS de la 

formation des complexes de RAR-RXR 

avec diffe rents ADNs  
 

 

 

 

 

 

 

 

Nous avons abordé dans le chapitre 1 les informations apportées par la spectrométrie de 

masse supramoléculaire « classique » par ESI-MS dans l’étude des complexes biologiques non-

covalents. Dans ce chapitre, nous expliquerons comment nous avons adapté cette approche pour 

étudier les complexes formés par RAR-RXR (récepteur de l’acide rétinoïque - récepteur X des 

rétinoïdes) avec différents ADNs. Tout d’abord, nous avons défini des conditions expérimentales 

permettant de détecter des espèces qui co-existent en solution et mis en lumière la relation entre 

leur abondance relative et le ratio molaire protéine/ADN. Ensuite, nous verrons comment le suivi 

de la dynamique d’assemblage et de désassemblage des différents états d’oligomérisation a été 

réalisé. Enfin, nous démontrerons l’influence de la séquence et de la longueur du spacer des ADNs 

sur la formation de l’hétérodimère RAR-RXR-ADN.  
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4.1. Contexte de l’étude : les complexes RAR-RXR-ADN 
 

Dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe du Dr. Natacha Rochel au Département de 

Biologie Structurale Intégrative de l’IGBMC, nous avons travaillé sur les complexes formés par 

RAR-RXR DBD (récepteur de l’acide rétinoïque - récepteur X des rétinoïdes, domaine de liaison à 

l’ADN) avec différents éléments de réponse. Faisant partie de la famille des récepteurs nucléaires, 

le complexe RAR-RXR agit comme un régulateur de la transcription qui active ou réprime les gènes 

[1]. Cette régulation de l’expression des gènes se passe par l’association de RAR-RXR aux ADN-

éléments de réponse RAREs (« RAR response element ») [2] (Figure 1). 

  

 

Figure 1. Représentation schématique de l’association de RAR-RXR à l’ADN. 

  

Les RAREs contiennent une séquence hexamérique consensus 5’-RGKTCA-3’ (avec R = A 

ou G, K = G ou T) pouvant être répétée de manière directe (DR – « direct repeat ») ou indirecte (IR 

– « inverted repeat ») comme représentée sur la Figure 2. 

 

           

Figure 2. Représentation schématique des RAREs DR (« direct repeat ») et IR (« inverted repeat »). 

 

Ces deux sites de fixation sont séparés par un nombre de paires de base variant de 0 (dans 

ce cas on parle par exemple de DR0) à 8 (DR8) [3] qui détermine la longueur du spacer de l’ADN 

(Figure 3). Les connaissances actuelles dans le domaine de la reconnaissance de l’ADN par RAR-

RXR sont limitées aux complexes formés avec les éléments de type DR1 et DR5 [4–6].  
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Figure 3. Représentation schématique de quelques exemples de longueurs du spacer de l’ADN. 

 

Dans ce projet de recherche, nos collaborateurs souhaitent étudier la structure de la forme 

hétérodimérique (connue comme fonctionnelle) des complexes de RAR-RXR associés à différents 

éléments de réponse par la DRX. Cependant, les conditions de cristallisation déjà testées ne 

permettent pas d’obtenir des cristaux d’hétérodimère mais essentiellement des cristaux des 

formes homodimériques. Par conséquent, la question qui nous a été posée est de savoir quel 

élément de réponse induit l’hétérodimère avec RAR-RXR et dans quelles conditions 

expérimentales. Dans ce contexte, le choix de l’ESI-MS supramoléculaire s’est naturellement 

imposé grâce aux informations qu’elle permet d’obtenir. En effet, cette technique a fait ses preuves 

dans les études concernant l’existence, la stœchiométrie, ainsi que l’architecture des complexes 

protéiques [7]. En particulier, elle permet de suivre les différents états d’oligomérisation présents 

en solution, ainsi que les assemblages des partenaires en fonction du temps ou du milieu [8]. 

L’objectif de cette étude est donc d’explorer la composition et la dynamique d’interaction 

de RAR-RXR avec différents ADN. Dans ce sens, l’ESI-MS a été utilisée tout d’abord comme outil de 

screening des ADN afin de savoir lequel se lie et forme l’hétérodimère avec RAR-RXR. Ainsi, nous 

espérons que les informations obtenues par ESI-MS permettront d’affiner les conditions de 

cristallisation ou qu’elles pourront être incluses dans la modélisation moléculaire pour les études 

structurales de RAR-RXR-ADN.  

 

4.2. Mise au point de l’étude des complexes RAR-RXR-ADN 

par ESI-MS 
 

4.2.1. Difficultés de l’étude des complexes de type protéine-ADN 
 

Bien que plusieurs études sur des complexes non-covalents par ESI-MS soient reportées, 

celles concernant des interactions de type protéine-ADN sont encore peu nombreuses [9–12]. Ceci 

pourrait s’expliquer par la grande polarité et la nature polyanionique de l’ADN. Les groupements 

phosphates tendent à se lier de manière non-spécifique aux cations alcalins présents dans le 

milieu [11] ; les adduits de sodium ou potassium alors formés persistent après l’ionisation et la 

désolvatation, ce qui a pour résultat l’élargissement du signal, rendant la mesure des masses et la 

détermination de la stœchiométrie plus difficiles [13]. Par conséquent, la préparation 

d’échantillon demande beaucoup d’attention.  
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En amont de l’analyse en ESI-MS, un échange de tampon est réalisé afin de transférer 

l’échantillon dans un solvant volatil compatible avec l’ionisation électrospray et capable de 

maintenir les interactions non-covalentes. Dans le cas de notre étude, nous avons utilisé un 

tampon d’acétate d’ammonium à 100 mM, pH 7,8. Les échanges ont donc été réalisés afin d’avoir 

des solutions mères de protéines et d’ADN dans ce tampon. Au début, ces échanges se sont avérés 

délicats à maîtriser du fait d’adduits restants qui élargissaient le signal sur le spectre de masse 

comme illustré en Figure 4. Les spectres de RAR seul et RXR seul (Figure 4A et Figure 4B) sont 

bien résolus ; néanmoins, le spectre des deux protéines incubées avec 1 équivalent d’ADN (Figure 

4C) présente beaucoup d’adduits élargissant le signal et rendant la mesure des masses et la 

détermination de la stœchiométrie impossibles. 

 

 

 

Figure 4. Spectres de masse de (A) RAR seul à 9µM, (B) RXR seul à 9µM, (C) RAR-RXR incubés avec 
1 équivalent de RARβ2 DR5. 

   

Après optimisations, l’utilisation des colonnes de filtration sur gel Micro Bio-Spin (Biorad) 

avec deux passages successifs pour l’ADN seul a été concluante dans le cas de notre étude : elle 

nous a permis de nous affranchir de ces adduits, ce qui a été indispensable pour une détermination 

précise des masses des espèces détectées (Figure 5). 
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Figure 5. Spectres de masse des récepteurs rétinoïques RAR-RXR incubés avec 1,2 équivalent de 
RARβ2 DR5 avec deux échanges de tampon successifs pour l’ADN seul. 

 

D’autre part, la concentration d’échantillon lors de l’analyse doit être suffisante pour 

favoriser la formation des dimères de RAR-RXR et permettre de détecter le signal avec une bonne 

intensité, mais ne doit pas être trop importante pour éviter des associations non-spécifiques. Afin 

d’être non ambigu dans des cas de stœchiométries très hétérogènes, la concentration de protéine 

a été revue à la hausse par rapport à nos conditions initiales et a été fixée à 32 µM.  

  

4.2.2. Optimisation des paramètres instrumentaux 
 

Dans ce projet, les analyses MS ont été réalisées en mode positif sur un spectromètre de 

masse MicrOTOF (BrukerDaltonics). Les paramètres instrumentaux ont été optimisés afin de 

maintenir les complexes protéine-ADN intacts lors du passage en phase gazeuse et lors de la 

transmission dans l’interface  du spectromètre de masse.  

Tout d’abord, il est important d’avoir la pression du gaz de nébulisation et le débit du gaz 

de séchage adéquats, afin de stabiliser le spray et d’assurer une bonne désolvatation des ions. 

Dans le cas de notre étude, la pression du gaz de nébulisation a été fixée à 0,6 bar et le débit du 

gaz de séchage à 6 L/min. 

D’autre part, dans l’interface du spectromètre de masse où les ions sont transférés de la 

source à l’analyseur, l’énergie interne des ions peut être suffisamment importante pour dissocier 

le complexe [14]. La tension d’accélération (Capillary Exit) est un paramètre particulièrement 

déterminant : cette différence de potentiel entre la sortie du capillaire en verre et le premier 

skimmer du micrOTOF induit un champ électrique dans l’interface accélérant les ions. Cette 

énergie cinétique acquise va accroître l’énergie interne des ions seuls ou encore solvatés. Ainsi, 

l’augmentation de cette tension permet d’améliorer leur transfert jusqu’à l’analyseur et la 

désolvatation des ions, mais elle peut induire la dissociation des interactions non-covalentes et 
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donc la dissociation des complexes. Pour notre étude, nous avons fait varier cette tension de 100 

V à 200 V, le meilleur signal étant obtenu pour une tension de 150 V. 

Nous avons également adapté des paramètres de stockage (« pre-pulse storage time ») et 

de transmission (« transfer time ») pour mieux détecter des complexes protéine-ADN qui ont des 

rapports m/z plus élevés que les protéines libres. Avec un temps de transmission plus faible, on 

favorise la détection des formes de protéines libres, tandis qu’avec un temps de transmission plus 

élevé, on observe préférentiellement des formes complexées. La Figure 6 illustre cet effet 

discriminant auquel il faut faire attention pour pouvoir relier les signaux détectés sur les spectres 

de masse à l’abondance relative des espèces présentes. C’est un compromis entre une bonne 

détection des ions lourds et une meilleure représentativité des espèces présentes en solution. 

Dans le cas de notre étude, le « pre-pulse » a été fixé à 40 µs et le « transfer time » à 100 µs. 

 

 

 

Figure 6. Spectres de masse des récepteurs rétinoïques RAR-RXR incubés avec 0,25 équivalent de 
RARβ2 DR5. (A) Pre-pulse à 40µs, (B) Pre-pulse à 30µs. 
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4.3. Stratégie de l’étude des complexes RAR-RXR-ADN 
 

Tout d’abord, nous avons optimisé les conditions expérimentales pour la détection des 

hétérodimères RAR-RXR-ADN. Au début du projet, nous avons pensé qu’un excès d’ADN 

favoriserait la formation des formes dimériques et donc de l’hétérodimère RAR-RXR lié à l’ADN. 

De manière surprenante, ce ne fut pas du tout le cas. Par conséquent, nous avons voulu suivre 

l’évolution des espèces détectées représentées en Figure 7 en fonction de la quantité d’ADN 

ajoutée. Ainsi, il s’est avéré que les abondances relatives des formes oligomériques dépendent 

spécifiquement du ratio molaire protéine/ADN.  

 

 

 

Figure 7. Représentation schématique des espèces détectées en ESI-MS dans l’étude de                
RAR-RXR-ADN.  

 

Ensuite, nous avons cherché à savoir si les deux sites de fixation de l’ADN peuvent 

accueillir les deux protéines indépendamment de leur nature. Pour cela, des mélanges de RAR seul 

avec l’ADN (sans RXR) et de RXR seul avec l’ADN (sans RAR) ont été analysés. Il en résulte que 

pour les ADN testés et en cas de présence d’une seule protéine, les deux sites peuvent être occupés 

entièrement par RAR ou RXR pour former le monomère et l’homodimère correspondants. 

Face à ces résultats, nous nous sommes demandé si une fois l’homodimère constitué, 

l’hétérodimère peut encore être formé. Pour cela, nous avons réalisé les expériences d’ordre 

d’ajout : RAR est d’abord incubé avec l’ADN avant l’ajout de RXR ou à l’inverse, nous incubons 

d’abord RXR avec l’ADN avant l’ajout de RAR. Les résultats ont montré qu’il y a un déplacement 

des homodimères pour former l’hétérodimère. Ceci a confirmé que l’occupation des sites de 

fixation est un processus dynamique [15], et que grâce à la coopérativité de l’hétérodimérisation 

et la stabilité des interactions protéiques avec l’ADN, la formation de l’hétérodimère est favorisée 

comparé à celle de l’homodimère [16].   

Ensuite, nous avons voulu étudier l’influence de la séquence et de la longueur du spacer 

entre les deux sites sur la répartition des formes oligomériques. D’abord, nous avons analysé les 

mélanges de RAR-RXR avec différents ADNs possédant la même séquence (RARβ2) mais se 

distinguant par le nombre de nucléotides entre deux sites « direct repeat » (DR0, DR1, DR2, DR5). 

Il en résulte que pour RARβ2, plus la longueur du spacer est importante, plus l’hétérodimère est 

abondant. Ensuite, les expériences ont été réalisées avec les RAREs dont les séquences sont 
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différentes. Les résultats obtenus ont suggéré que la séquence de l’ADN joue également un rôle 

indéniable dans la répartition des formes complexées formées. 

En résumé, le protocole expérimental développé en ESI-MS au cours de ce projet de 

recherche a permis de détecter les différentes espèces présentes en solution et de suivre 

l’assemblage et le désassemblage des oligomères formés. De plus, il a permis de suivre la 

dynamique d’interaction en fonction de l’ordre d’ajout, et de mettre en lumière l’influence du 

spacer et de la séquence de l’ADN dans la formation des complexes de RAR-RXR-ADN. 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet d’une publication dans le journal scientifique à 

comité de lecture Biophysical Chemistry (Elsevier, 2015).  
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4.4. Publication : Monitoring of the retinoic acid receptor–

retinoid X receptor dimerization upon DNA binding by 

native mass spectrometry 
 

 

Biophysical Chemistry 2015. DOI: 10.1016/j.bpc.2015.10.006 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

 

 

Supplementary Figure 1. DNA binding to RAR-RXR DBD-LBD measured by MST. Unlabeled RARb2 
DR5 was titrated into a fixed concentration of labeled RAR-RXR. The representative MST curves 
are showed in (A) 50 mM HEPES, pH 8.0, 100 mM sodium chloride, 2% glycerol and (B) 100mM 

ammonium acetate, pH 7.8 buffers. ∆Fnorm = normalized fluorescence change. Three measurements 
were averaged and the standard deviation was determined. The Kd values were calculated by 

directly fitting the curve using the Hill function as described in [28]. In this study: 

𝑹𝑨𝑹 − 𝑹𝑿𝑹 + 𝑹𝑨𝑹𝒃𝟐 𝑫𝑹𝟓 ⇆ 𝑹𝑨𝑹 − 𝑹𝑿𝑹 − 𝑹𝑨𝑹𝒃𝟐 𝑫𝑹𝟓 

 𝑲𝒅 =
[𝑹𝑨𝑹−𝑹𝑿𝑹]𝒇𝒓𝒆𝒆.[𝑹𝑨𝑹𝒃𝟐 𝑫𝑹𝟓]𝒇𝒓𝒆𝒆

[𝑹𝑨𝑹−𝑹𝑿𝑹−𝑹𝑨𝑹𝒃𝟐 𝑫𝑹𝟓]
 

𝑲𝒅 =
([𝑹𝑨𝑹−𝑹𝑿𝑹]°−[𝑹𝑨𝑹−𝑹𝑿𝑹−𝑹𝑨𝑹𝒃𝟐 𝑫𝑹𝟓]).([𝑹𝑨𝑹𝒃𝟐 𝑫𝑹𝟓]°−[𝑹𝑨𝑹−𝑹𝑿𝑹−𝑹𝑨𝑹𝒃𝟐 𝑫𝑹𝟓])

[𝑹𝑨𝑹−𝑹𝑿𝑹−𝑹𝑨𝑹𝒃𝟐 𝑫𝑹𝟓]
. 
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Supplementary Figure 2. Mass spectra of retinoic receptors RAR-RXR bound to 0.25 equivalent of 
RARβ2 DR5 illustrating the influence of the pre-pulse time of the mass spectrometer on the 

detected abundance of free protein versus protein-DNA complexes. (A) Capillary exit at 150 V and 
pre-pulse time at 40 µs; (B) Capillary exit at 150 V and pre-pulse time at 30 µs.  

 

 

 

Supplementary Figure 3. (A) RAR incubated with Hoxb13 DR0; (B) RAR incubated with Hoxb13 DR0 
followed by an addition of RXR; (C) RXR incubated with Hoxb13 DR0; (D) RXR incubated with 

Hoxb13 DR0 followed by an addition of RAR. 
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Supplementary Figure 4.  Mass spectra of RAR-RXR bound to 0.25 equivalent of Msi DR0. 

 

 

 

Supplementary Table 1. Kd values (nM) for apparent binding affinities of RAR-RXR and different 
RAR binding element oligonucleotides from MST. Buffer A: 50 mM HEPES, pH 8.0, 100 mM sodium 
chloride, 2% glycerol. Buffer B: 100mM ammonium acetate, pH 7.8.  * Measured by ITC in Moutier 

et al., 2012. 

Element Buffer A Buffer B 

RARβ2 DR5 73 ± 8 * - 

 80 ± 10 118 ± 15 

Hoxb13 DR0 116 ± 15 * - 

Msi DR0 76 ± 13 * - 

Socs3 DR0 110 ± 16 * - 
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4.5. Conclusion 
 

Notre travail a montré le grand potentiel de la MS supramoléculaire dans le cadre d’étude 

d’interactions protéine-ADN. Ainsi nous pouvons étudier la présence des trois états 

d’oligomérisation (monomère, homodimère et hétérodimère) de RAR-RXR en fonction des ADNs 

différents. Les résultats obtenus ont mis en évidence la relation entre les ratios molaires 

protéine/ADN et la dynamique d’assemblage des complexes. En outre, ils ont aussi montré que la 

séquence et la longueur du spacer de l’ADN jouent un rôle important dans la coopérativité 

d’hétérodimérisation. Ceci est particulièrement utile pour le screening des ADN et pour 

déterminer les conditions d’obtention d’hétérodimères en amont de la cristallographie. 

En se basant sur ce protocole, les expériences préliminaires sont déjà réalisées et seront 

poursuivies sur un élément de réponse de type DR8. L’étude des oligomères de RAR-RXR y est 

plus complexe car il est composé de 3 sites de fixation potentiels (DR2-DR0-IR). De plus, il serait 

intéressant de conduire l’étude dynamique avec les protéines entières qui contiennent les LBDs 

(« ligand binding domain », domaine de liaison au ligand) en plus des DBDs. Ceci permettra de 

travailler au plus proche des conditions in vivo, ainsi que d’explorer le mécanisme de recrutement 

des co-activateurs et/ou co-répresseurs. Enfin, il serait également envisageable de combiner 

l’étude par l’ESI-MS avec l’approche CX-MS, afin d’avoir des informations complémentaires sur les 

zones d’interaction. 

En résumé, les résultats de ces travaux de thèse ont confirmé le potentiel de la MS 

supramoléculaire pour l’étude des édifices non-covalents ainsi que sa place parmi les techniques 

d’analyse structurale. En particulier, l’ESI-MS permet de suivre la dynamique d’interaction et de 

détecter les espèces présentes en solution, et peut être utilisée en amont et/ou en parallèle des 

autres techniques.  
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Chapitre 5 : Mesure par ESI-MS des 

constantes de dissociation des complexes 

RXR-ligand 
 

 

 

 

 

 

 

 

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que l’ESI-MS supramoléculaire permettait de 

détecter des espèces présentes en solution ainsi que de suivre la dynamique d’assemblage des 

complexes non-covalents. Dans ce chapitre, nous allons exploiter une autre information pouvant 

être obtenue par l’ESI-MS : les constantes de dissociation des complexes. Pour cela, nous avons 

adapté cette approche pour mesurer les constantes de dissociation des complexes formés entre RXR 

et trois différents ligands. Tout d’abord, nous allons aborder des modèles mathématiques 

développés pour le calcul des constantes de dissociation par ESI-MS. Ensuite, nous mentionnerons 

les difficultés rencontrées ainsi que la mise au point des expériences de titrage. Enfin, nous 

discuterons des valeurs de constantes de dissociation obtenues ainsi que les propositions de 

solution aux problèmes de notre système d’étude.  
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5.1. Contexte de l’étude : les complexes RXR-ligand 
 

Dans le cadre d’une seconde collaboration avec le Dr. Natacha Rochel au Département de 

Biologie Structurale Intégrative de l’IGBMC, nous avons étudié les complexes formés par RXR LBD 

(récepteur X des rétinoïdes, domaine de liaison au ligand) avec différents ligands. RXR fait partie de 

la famille des récepteurs nucléaires et est un facteur de transcription qui régule l’expression des 

gènes. Son fonctionnement est modulé de par son association avec des ligands agonistes, 

antagonistes ou synergistes [1].  

Dans ce projet de recherche, nos collaborateurs s’intéressent à un ligand agoniste de RXR : le 

R-DHRA (l’énantiomère R de l’acide 9-cis-13,14-dihydrorétinoïque), récemment identifié comme 

ligand naturel chez les souris [2]. L’objectif de cette étude est de savoir si le R-DHRA active et se lie 

au RXR de la même façon que d’autres ligands existants qui sont le 9-cis-RA (acide 9-cis-rétinoïque, 

ligand naturel) et le BMS 649 (ligand synthétique). Le Tableau 1 regroupe les informations 

concernant ces ligands.  

 

Tableau 1. Les différents ligands utilisés lors de cette étude. 

Ligand Structure 
Formule 

brute 

Masse 

(Da) 

Solvant de 

conservation 

9-cis RA 
N° CAS : 5300-03-8   

 

 
 

C20H28O2 300,4 Ethanol 

BMS 649 
N° CAS : 146670-40-8 

 

 

C24H28O4 380,5 Ethanol 

R-DHRA 

- 

 

 
 

C20H30O2 302,5 Ethanol 
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Pour cela, différentes techniques permettant la détermination des constantes de dissociation 

ont été considérées. En ITC, la mesure est rendue difficile, dans le cas de notre étude, à cause des 

échanges de chaleurs avec le solvant organique : en raison de la faible quantité de ligand disponible, 

il n’est pas possible de garder la quantité de solvant organique fixe lors de la mesure. En quenching 

de fluorescence, nos collaborateurs ne peuvent vérifier que la poche de remplissage de RXR était 

vraiment inoccupée en absence du ligand. En ESI-MS supramoléculaire, cette vérification pourra se 

faire plus facilement ; en outre, cette technique a été reportée dans plusieurs études comme 

permettant de déterminer avec succès des constantes de dissociation des complexes protéine-ligand 

[3–7]. De plus, quelques études développées auparavant au sein de notre laboratoire ont également 

confirmé le potentiel de l’ESI-MS supramoléculaire pour la mesure des constantes de dissociation 

des complexes non-covalents de type protéine-protéine [8]. 

Dans ce contexte, nous avons voulu adapté cette approche pour déterminer les constantes de 

dissociation des complexes RXR-ligand par des expériences de titrage. 

 

5.2. Modèles mathématiques du calcul des constantes de 

dissociation 
 

Pour évaluer la stabilité des complexes non-covalents par MS, les méthodes les plus 

communément utilisées sont les expériences de compétition [3,5,6] et les expériences de titrage 

[9,10]. Pour notre étude, nous avons choisi les expériences de titrage pour déterminer les valeurs 

des constantes de dissociation de nos complexes. Dans cette méthode, la concentration de la 

protéine est gardée constante tandis que la concentration du ligand varie. Pour chaque 

concentration du ligand, l’intensité du signal correspondant à la protéine libre et l’intensité du signal 

correspondant au complexe sont mesurées sur le spectre de masse. A partir de ces données, une 

régression non linéaire effectuée sur les points de titrage permet de déterminer la valeur de la 

constante de dissociation pour chaque complexe. 

Dans ce sens, deux approches ont été développées par Daniel et al. [9] et Jecklin et al. [10]. Si 

elles se basent sur le même principe de résolution d’une équation du second degré, elles diffèrent 

par les relations considérées, et ainsi l’expression finale et la valeur obtenue : constante 

d’association Ka pour Daniel et al., et constante de dissociation Kd pour Jecklin et al., Kd étant 

l’inverse de Ka. Nous détaillons ci-dessous les étapes de résolution non explicitées dans ces deux 

publications.  

Nous notons [PL] la concentration du complexe protéine-ligand, [P] la concentration de 

protéine libre, et [L] la concentration du ligand libre. Les concentrations totales sont représentées 

avec un « 0 » en indice. 

Par définition, la constante d’association Ka s’écrit : 

𝑲𝒂 =
[𝑷𝑳]

[𝑷]. [𝑳]
 

(Équation 1) 
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Par la conservation de la matière, la concentration totale de la protéine ([𝑃]0) est la somme 

des concentrations des espèces libres ([𝑃]) et complexées ([𝑃𝐿]) : 

[𝑃]0 = [𝑃] + [𝑃𝐿]  →  [𝑃] = [𝑃]0 − [𝑃𝐿] 

(Équation 2) 

De même, pour le ligand : 

[𝐿]0 = [𝐿] + [𝑃𝐿] →  [𝐿] = [𝐿]0 − [𝑃𝐿] 

    

(Équation 3) 

Daniel et al. posent R comme le rapport de la concentration du complexe sur la concentration 

de la protéine libre. Ainsi, R correspond au rapport de l’intensité du signal du complexe sur 

l’intensité du signal de la protéine libre, déterminées à partir des spectres de masse : 

 

𝑅 =
[𝑃𝐿]

[𝑃]
 

(Équation 4) 

De (Équation 1) et (Équation 4): 

𝐾𝑎 =
𝑅

[𝐿]
 

Avec (Équation 2) : 

𝐾𝑎 =
𝑅

[𝐿]0 − [𝑃𝐿]
 

(Équation 5) 

 

[𝑃𝐿] = [𝑃𝐿].
[𝑃]

[𝑃]
=

[𝑃𝐿]
[𝑃]

[𝑃]
=

[𝑃𝐿]
[𝑃]

[𝑃]
.
[𝑃]0
[𝑃]0

=

[𝑃𝐿]
[𝑃]

. [𝑃]0

[𝑃]0
[𝑃]

 

 

Avec (Équation 2) : 

[𝑃𝐿] =

[𝑃𝐿]
[𝑃]

. [𝑃]0

[𝑃] + [𝑃𝐿]
[𝑃]
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En simplifiant le dénominateur par [P] : 

[𝑃𝐿] =

[𝑃𝐿]
[𝑃]

1 + [𝑃𝐿]
1

 . [𝑃]0 

Avec (Équation 4) : 

[𝑃𝐿] =
𝑅

1 + 𝑅
. [𝑃]0 

 

En remplaçant cette expression dans (Équation 5) : 

 

𝐾𝑎 =
𝑅

[𝐿]0 −
𝑅

1 + 𝑅
[𝑃]0

 

 

𝐾𝑎 =
𝑅

[𝐿]0(1 + 𝑅) − 𝑅[𝑃]0
1 + 𝑅

 

 

𝐾𝑎 =
𝑅(1 + 𝑅)

[𝐿]0(1 + 𝑅) − 𝑅[𝑃]0
 

 

𝐾𝑎 =
𝑅2 + 𝑅

[𝐿]0(1 + 𝑅) − [𝑃]0𝑅
 

 

𝐾𝑎[𝐿]0(1 + 𝑅) − 𝐾𝑎[𝑃]0𝑅 = 𝑅
2 + 𝑅 

 

𝐾𝑎[𝐿]0 + 𝐾𝑎[𝐿]0𝑅 − 𝐾𝑎[𝑃]0𝑅 = 𝑅
2 + 𝑅 

 

−𝑅2 − 𝑅 +𝐾𝑎[𝐿]0𝑅 − 𝐾𝑎[𝑃]0𝑅 + 𝐾𝑎[𝐿]0 = 0 

 

−𝑅2 + 𝑅(−1 + 𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0) + 𝐾𝑎[𝐿]0 = 0 

 

∆ = (𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0 − 1)
2 − 4. (−1).𝐾𝑎[𝐿]0 
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Or (𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0 − 1)
2 ≥ 0 et 4. 𝐾𝑎[𝐿]0 > 0 

 

∆= (𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0 − 1)
2 − 4. (−1).𝐾𝑎[𝐿]0 > 0 

 

Il y a donc deux solutions : 

 

{
 
 

 
 𝑅1 =

−(−1 + 𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0) + √4𝐾𝑎[𝐿]0 + (𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0 − 1)²

2. (−1)

𝑅2 =
−(−1 + 𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0) − √4𝐾𝑎[𝐿]0 + (𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0 − 1)²

2. (−1)

 

 

Examinons les deux solutions : 

 

𝑅2 =
1

2
. (−1 + 𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0 −√4𝐾𝑎[𝐿]0 + (𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0 − 1)

2) 

 

 Or 4.𝐾𝑎. [𝐿]0 > 0 

 

(𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0 − 1)
2 < (𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0 − 1)

2 + 4𝐾𝑎[𝐿]0 

 

Comme les deux côtés sont positifs, en prenant leurs racines carrées : 

 

−1− 𝐾𝑎[𝑃]0 +𝐾𝑎[𝐿]0 < √4𝐾𝑎[𝐿]0 + (𝐾𝑎[𝐿]0 − 𝐾𝑎[𝑃]0 − 1)
2 

 

−1− 𝐾𝑎[𝑃]0 +𝐾𝑎[𝐿]0 −√4𝐾𝑎[𝐿]0 + (𝐾𝑎[𝐿]0 −𝐾𝑎[𝑃]0 − 1)
2 < 0 

 

𝑅2 < 0 (Impossible par définition de R) 
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Par conséquent, nous ne gardons que R1 comme solution :  

 

𝑹𝟏 =
𝟏

𝟐
. (−𝟏 +𝑲𝒂[𝑳]𝟎 −𝑲𝒂[𝑷]𝟎 +√𝟒𝑲𝒂[𝑳]𝟎 + (𝑲𝒂[𝑳]𝟎 −𝑲𝒂[𝑷]𝟎 − 𝟏)

𝟐) 

(Équation 6) 

 

Ce qui est l’expression de Daniel et al. 

 

Avec les mêmes étapes, Jecklin et al. utilisent l’expression de la constante de dissociation Kd 

à la place de Ka: 

 

𝐾𝑑 =
[𝑃][𝐿]

[𝑃𝐿]
 

 

𝑅 =
[𝑃]

[𝑃𝐿]
 

 

(Ici l’expression de R est l’inverse de celle définie par de Daniel et al.) 

 

𝐾𝑑 = 𝑅. [𝐿] = 𝑅([𝐿]0 − [𝑃𝐿]) 

 

(Équation 7) 

Comme avant : 

[𝑃𝐿] =

[𝑃𝐿]
[𝑃]

1 +
[𝑃𝐿]
[𝑃]

[𝑃]0 

 

[𝑃𝐿] =

1
𝑅

1 +
1
𝑅

[𝑃]0 

 

[𝑃𝐿] =
1

𝑅(1 +
1
𝑅)
[𝑃]0 
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[𝑃𝐿] =
1

𝑅(
𝑅 + 1
𝑅 )

[𝑃]0 

 

[𝑃𝐿] =
1

1 + 𝑅
[𝑃]0 

 

En remplaçant [PL] par son expression dans (Équation 7), on obtient : 

𝐾𝑑 = 𝑅([𝐿]0 −
1

1 + 𝑅
[𝑃]0) 

 

𝐾𝑑 =
𝑅([𝐿]0(1 + 𝑅) − [𝑃]0)

1 + 𝑅
 

 

𝐾𝑑 + 𝐾𝑑. 𝑅 = 𝑅[𝐿]0 + 𝑅²[𝐿]0 − 𝑅[𝑃]0 

 

−𝑅²[𝐿]0 + 𝑅(𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0) + 𝐾𝑑 = 0 

 

∆ = (𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0)
2 − 4. (−1). [𝐿]0𝐾𝑑 

 

𝑂𝑟 (𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0)
2 ≥ 0 𝑒𝑡 4. 𝐾𝑑. [𝐿]0 > 0  

 

𝐷′𝑜ù  ∆ = (𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0)
2 + 4.𝐾𝑑. [𝐿]0 > 0 

 

Il y a donc deux solutions : 

 

{
 
 

 
 𝑅1 =

−𝐾𝑑 + [𝐿]0 − [𝑃]0 +√4𝐾𝑑[𝐿]0 + (𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0)²

−2[𝐿]0

𝑅2 =
−𝐾𝑑 + [𝐿]0 − [𝑃]0 −√4𝐾𝑑[𝐿]0 + (𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0)²

−2[𝐿]0
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Examinons les deux solutions : 

 

𝑅1 =
−𝐾𝑑 + [𝐿]0 − [𝑃]0 +√4𝐾𝑑[𝐿]0 + (𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0)²

−2[𝐿]0
 

 

 

𝑅1 = −
−𝐾𝑑 + [𝐿]0 − [𝑃]0 +√4𝐾𝑑[𝐿]0 + (𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0)²

2[𝐿]0
 

 

Or 4. 𝐾𝑑. [𝐿]0 > 0 

 

(𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0)
2 < (𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0)

2 + 4.𝐾𝑑. [𝐿]0  

 

Comme les deux côtés sont positifs, en prenant leurs racines carrées : 

 

𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0 < √4𝐾𝑑[𝐿]0 + (𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0)
2  

 

0 < √4𝐾𝑑[𝐿]0 + (𝐾𝑑 − [𝐿]0 + [𝑃]0)
2 −  𝐾𝑑 + [𝐿]0 − [𝑃]0 

 

Donc en multipliant les deux côtés par −
1

2[𝐿]0
 

 

𝑅1 < 0 (Impossible par définition de R) 

 

Par conséquent, nous ne prenons que R2 comme solution :  

 

𝑹𝟐 = −
−𝑲𝒅+ [𝑳]𝟎 − [𝑷]𝟎 −√𝟒𝑲𝒅[𝑳]𝟎 + (𝑲𝒅 − [𝑳]𝟎 + [𝑷]𝟎)²

𝟐[𝑳]𝟎
 

 (Équation 8) 

 

Ce qui est l’expression finale de Jecklin et al. 
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Que ce soit avec l’expression de Daniel et al. ou Jecklin et al., en déterminant les rapports des 

intensités des signaux du complexe et de la protéine libre, et en connaissant les concentrations 

totales de la protéine et du ligand introduites, nous pouvons placer les points de titrage sur une 

courbe, avec la concentration totale en ligand en abscisse et en ordonnée le rapport R : R = f ([L]0). 

Une régression non linéaire avec l’expression finale de R en fonction de [𝐿]0 permet de déterminer 

Ka ou Kd à partir des constantes de régression.   

 

5.3. Difficultés et mise au point des expériences de titrage de 

RXR-ligand suivies par ESI-MS 
 

Pour pouvoir utiliser les expressions de Daniel et al. ou Jecklin et al. où sont reliées les 

intensités du signal MS et les concentrations des espèces, il faudrait s’assurer que les rendements 

d’ionisation de la protéine libre et du complexe sont similaires. Ainsi, leurs facteurs de réponse sont 

comparables et les intensités des signaux peuvent être reliées à leur concentration en solution. Si ce 

n’est pas le cas, il faudrait prendre en compte les ratios des facteurs de réponse comme ont 

mentionné Gabelica et al. [4]. Dans notre cas, les masses des ligands BMS 649, 9-cis-RA et R-DHRA 

(successivement de 380,5 Da, 300,4 Da et 302,5 Da) sont beaucoup plus faibles devant la masse de la 

protéine qui est de 28 985 Da. Par conséquent, nous considérons que les masses de la protéine libre 

et du complexe protéine-ligand ainsi que leurs rapports m/z sont relativement proches, que leurs 

facteurs de réponse sont similaires, et que le changement conformationnel de la protéine induit par 

son association au ligand reste modeste.  

Avant les analyses en ESI-MS, un échange de tampon est effectué pour avoir une solution de 

protéine dans le tampon d’acétate d’ammonium (AcONH4) à 200 mM. Ce tampon permet de garder 

la configuration native de la protéine tout en étant compatible avec l’analyse en ESI-MS. Après 

l’échange, la concentration en protéine est vérifiée par l’expérience de Bradford. Les solutions mères 

de ligand quant à elles sont à 10-2 M dans l’éthanol. 

Ensuite, la concentration de travail a été optimisée. En effet, elle doit être suffisante pour 

favoriser la formation du complexe et pour que les espèces présentes puissent être détectées en MS, 

mais une concentration trop importante peut mener à des associations non-spécifiques. De plus, 

dans notre cas d’étude où les solutions mères de ligands sont dans 100% d’éthanol, une contrainte 

supplémentaire s’impose : le solvant final du complexe protéine-ligand ne doit pas contenir plus de 

2 % en éthanol dans le volume final pour ne pas dénaturer la protéine. Or, la concentration en 

protéine est gardée fixe et la concentration des ligands est augmentée pour les points de titrage ; le 

volume en éthanol est alors de plus en plus important dans la solution de mélange. Pour toutes ces 

raisons, nous avons optimisé et fixé la concentration de RXR à 5 µM, ce qui permet d’obtenir une 

bonne détection en MS et de varier les concentrations en ligand tout en restant inférieur à 2% en 

éthanol. Ainsi, les mélanges de protéine-ligand sont réalisés à 4°C dans 100 mM AcONH4, pH 8, avec 

la concentration de protéine fixe à 5 µM et la concentration du ligand variable. 

D’autre part, les paramètres instrumentaux ont également été optimisés, particulièrement la 

tension d’accélération (« capillary exit »), pour avoir une bonne détection des espèces tout en 

évitant toute fragmentation du complexe. Dans ce sens, la valeur optimale du « capillary exit » est 

fixée à 60 V, celle du « transfer time » à 100 µs et celle du « pre-pulse storage » à 40 µs. De même, 
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nous avons pris soin d’effectuer les points de mesure dans la même journée, avec le même appareil 

et les mêmes paramètres.  

  Lors des analyses en ESI-MS, nous avons remarqué que les complexes adhèrent longtemps 

au capillaire d’injection, ce qui demande beaucoup de temps de rinçage entre chaque analyse et peut 

induire des erreurs dans l’intensité du signal MS détecté. Par conséquent, nous avons optimisé nos 

étapes de rinçage. Après chaque analyse, le premier rinçage est réalisé d’abord avec du tampon 

AcONH4 à 100 mM pour bien solubiliser et enlever de la protéine. Ensuite, nous faisons passer une 

solution d’AcONH4 à 100 mM contenant 10 % en éthanol pour mieux solubiliser et enlever le ligand. 

Enfin, du tampon AcONH4 à 100 mM est injecté pour conditionner le circuit avant l’analyse suivante. 

Avec ces trois étapes, le rinçage est beaucoup moins chronophage et beaucoup plus efficace qu’un 

simple passage du tampon.  

La Figure 1 représente les spectres de masse les plus représentatifs de RXR seule et des 

complexes de RXR-ligand. RXR est présente sous une forme majoritaire et plusieurs formes 

minoritaires dues à la gluconoylation, seule la forme majoritaire de la protéine est annotée.  

 

 

 

 

Figure 1. Spectres de masse ESI-MS en mode positif dans 100 mM AcONH4 de (A) RXR seule à 5 µM, 
(B) RXR à 5 µM + 9-cis-RA à 25 µM, (C) RXR à 5 µM + BMS 649 à 50 µM, (D) RXR à 5 µM + R-DHRA à 

150 µM. Incubation à 4°C pendant 15 min.  
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5.4. Mise au point et difficultés du calcul des constantes de 

dissociation pour trois ligands utilisés : 9-cis-RA, BMS 649 et 

R-DHRA 
 

Après avoir obtenu des spectres des points de titrage, nous avons décidé d’utiliser 

l’expression de Jecklin et al. (Équation 8) pour notre détermination de constantes de dissociation. 

Pour ce faire, le logiciel KaleidaGraph (Synergy Software) a été utilisé pour réaliser la régression non 

linéaire. 

Afin d’obtenir une bonne régression des données, après les études préliminaires, nous avons 

réalisé plus de points de titrage autour de la « flexion » de la courbe de régression. De même, comme 

le soulignent Daniel et al., une bonne correction de la ligne de base des spectres de masse est 

importante car nous relevons les intensités des signaux de protéine libre et des complexes 

directement sur les spectres de masse. Par conséquent, plusieurs méthodes de correction de la ligne 

de base ont été testées. Dans la première méthode, nous déterminons manuellement la ligne de base 

pour chaque pic et la soustraction est ensuite appliquée. Dans la seconde, une valeur constante est 

soustraite des spectres de manière automatique par la fonction « baseline substraction » du logiciel 

de traitement des spectres DataAnalysis (Bruker). Il en résulte que dans notre cas, la soustraction 

automatique de la ligne de base par le logiciel DataAnalysis est la méthode la plus robuste et la plus 

reproductible. 

La Figure 2 représente les courbes obtenues à la suite des expériences de titrage des 

complexes RXR-ligand. 
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Figure 2. Courbes de titrage de RXR par (A) 9-cis-RA, (B) BMS 649, (C) R-DHRA avec 5 µM de RXR.  

   

Le Tableau 2 résume les valeurs des constantes de dissociation qui découlent du titrage suivi 

par ESI-MS, ainsi que les constantes de dissociation évaluées par nos collaborateurs à l’aide des 

expériences de quenching de fluorescence. 
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Tableau 2. Les constantes de dissociation des complexes RXR-ligand déterminées par quenching 
de fluorescence et ESI-MS. 

Complexe 
Kd (nM) déterminée par 

quenching de fluorescence 
Kd (nM) déterminée par 

ESI-MS 

RXR – 9-cis-RA 20 22,6 x 103 

RXR – BMS 649 34 5,1 x 103 

RXR – R-DHRA 90 204,7 x 103 

 

 

Les valeurs calculées par l’ESI-MS diffèrent de trois ordres de grandeur des valeurs obtenues 

par nos collaborateurs. De plus, la faible valeur des coefficients de détermination (R²) de la 

régression des points de titrage par ESI-MS traduit un manque d’adéquation entre le modèle 

mathématique utilisé et la distribution de nos points.  

Face à ces problèmes, nous avons tout d’abord voulu vérifier le bon fonctionnement de notre 

logiciel de régression KaleidaGraph. Pour cela, une régression de nos données MS a été réalisée par 

nos collaborateurs avec le logiciel Origin (OriginLab). De cela, nous avons obtenu les mêmes valeurs 

de constantes de dissociation et les mêmes coefficients de détermination pour les deux logiciels, ce 

qui permet d’écarter l’hypothèse d’un dysfonctionnement de KaleidaGraph. 

Par conséquent, nous avons envisagé différentes hypothèses explicatives concernant nos 

conditions expérimentales. 

 

5.4.1. Problème de conformation de la protéine RXR ? 
 

Cela ne nous paraît pas invraisemblable que dans la solution de protéine sur laquelle nous 

avons travaillé, la conformation de la protéine ait changé, soit lors de la purification, soit lors de son 

transfert dans le tampon AcONH4 par échange de tampon. Par conséquent, les interactions entre 

RXR et les ligands auraient pu être perturbées. Afin de trancher sur ce point, il faudra travailler avec 

une autre préparation de protéine.  

 

5.4.2. Problème de solubilité du ligand ? 
 

Notre réflexion s'est tout d'abord portée sur les difficultés expérimentales rencontrées lors 

de l’analyse en ESI-MS. En effet, il a fallu rincer abondamment entre chaque analyse du fait de 

l’adhésion de  l’échantillon sur le circuit d’injection. De plus, et ce malgré toutes nos précautions, le 

sprayer du spectromètre de masse s’est bouché une fois lors de nos expériences. Toutes ces 

constatations nous font émettre l’hypothèse d’un problème de solubilité des ligands dans notre 

tampon de travail. Par conséquent, nous avons souhaité doser le ligand dans le mélange avec la 

protéine dans 100 mM AcONH4 par RMN pour chacun de nos points de titrage en ESI-MS pour une 

éventuelle correction des données. Malheureusement, nos concentrations de travail en ligand sont 

trop faibles pour un dosage en RMN. Néanmoins, pour avoir un ordre d’idée, nos collaborateurs ont 
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mesuré les concentrations du ligand BMS 649 ainsi que du R-DHRA seul à 200 µM dans 100 mM 

AcONH4 + 5% EtOH (différent de notre solvant de travail : 100 mM AcONH4 + 2% EtOH au 

maximum). Il s’est avéré que le BMS 649 est 16,7 fois moins concentré et le R-DHRA 20 fois moins. 

Dans le cas de notre étude, nos collaborateurs ont réalisé des expériences de quenching de 

fluorescence avec les concentrations de travail autour de nM dans le tampon Tris 10 mM + NaCl 100 

mM. Il serait possible que les ligands soient plus solubles dans ce tampon comparé à l’AcONH4, 

surtout avec des solutions 1000 fois moins concentrées qu’en ESI-MS.  

D’autre part, dans les travaux de thèse réalisés par S. Sanglier-Cianferani sur les complexes 

RXR-ligand en ESI-MS [11], à 2,3 équivalent de ligand, le taux de fixation du 9-cis RA a été estimé à 

75 % et du BMS 649 à 100 %. Or dans notre étude, aux alentours de cet équivalent, ces proportions 

sont de l’ordre de 25 % et 45 %. Cette différence semble suggérer un problème de ligands ou un 

souci concernant la protéine.   

De plus, en ce qui concerne les ligands 9-cis RA et BMS 649, nos collaborateurs ont remarqué 

qu’il existe parfois de grandes différences d’un lot commercial à l’autre, ce qui par exemple influe 

fortement les expériences de cristallisation. Ces problèmes de reproductibilité peuvent signifier 

qu'un lot de moindre qualité peut avoir été employé lors de notre projet. 

Tous ces faits tendent à confirmer l’hypothèse d’un problème de solubilité du ligand dans le 

mélange avec la protéine dans le tampon de travail (100 mM AcONH4 + 2% EtOH). Cette mauvaise 

solubilité entraînerait une sur-estimation de la concentration totale du ligand et une sous-

estimation de la concentration du complexe en solution, d’où une régression imparfaite lors de la 

détermination des constantes de dissociation.  

Pour remédier à ce problème, plusieurs perspectives d’étude s’ouvrent à nous. Tout d’abord, 

nous pouvons travailler avec des solutions de ligand dans du DMSO (diméthylsulfoxyde) à la place 

de l’éthanol. Le DMSO étant un solvant qui solubilise mieux les ligands que l’éthanol, les ligands 

seront probablement mieux solubilisés dans 100 mM AcONH4 + 2% DMSO que dans 100 mM 

AcONH4 + 2% EtOH. Néanmoins, le DMSO est moins volatil et plus visqueux, sa présence va 

entraîner la formation d’adduits et diminuer l’intensité des signaux détectés en ESI-MS. 

Nous pourrons également réaliser des expériences de compétition en incubant plusieurs 

ligands dans le même mélange avec RXR pour évaluer les constantes de dissociation relatives, ceci 

en supposant que les solubilités des ligands dans le tampon 100 mM AcONH4 + 2% EtOH sont quasi 

identiques. Pour cela, les ligands utilisés doivent avoir des masses suffisamment distinctes pour 

pouvoir être différenciés lors d’analyse en ESI-MS. Dans notre cas d’étude, le BMS 649 de masse 

380,5 Da peut être utilisé avec le R-DHRA (302,5 Da). Toutefois, cette approche ne permet pas 

d’obtenir les valeurs absolues des constantes de dissociation.  

Il existe aussi la possibilité de vérifier l’association des ligands sur gel natif en incubant le 

mélange RXR-ligand avec des co-activateurs qui ne s’y lient qu’en présence du ligand. Enfin, nous 

pourrons travailler avec un lot différent de ligands pour s’affranchir du problème de  

reproductibilité entre des lots commerciaux. Il serait également intéressant de réaliser les 

expériences de quenching de fluorescence dans le tampon utilisé en ESI-MS, c’est-à-dire 100 mM 

AcONH4 + 2% EtOH, afin d’étudier l’évolution des valeurs de constantes de dissociation selon la 

nature du tampon de travail. 
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5.5. Conclusion 
 

Dans ce projet, nous cherchions à évaluer les constantes de dissociation des complexes de 

RXR-ligand par ESI-MS. Malgré les optimisations expérimentales et le traitement des données, les 

valeurs des constantes de dissociation obtenues sont différentes de trois ordres de grandeur de 

celles mesurées par nos collaborateurs par quenching de fluorescence. De plus, la faible valeur des 

coefficients de détermination de la régression de nos points de titrage suggère que nos données 

s’éloignent du modèle mathématique utilisé. Nos hypothèses qui pourraient l’expliquer sont un 

problème de solubilité des ligands dans le mélange avec la protéine dans le tampon d’acétate 

d’ammonium utilisé pour l’analyse en ESI-MS, et/ou un problème de conformation de protéine.  

Quoiqu’il en soit, ces résultats tendent à montrer que la détermination de la constante de 

dissociation est possible par l’ESI-MS, mais que son succès dépend des systèmes étudiés. 

Dans le cas des complexes protéiques hydrosolubles, cette détermination est facilitée grâce à 

la solubilité similaire des partenaires dans le même solvant. De plus, il est possible de détecter les 

partenaires protéiques libres sur le même spectre de masse, à la différence des systèmes protéine-

ligand où nous ne pouvons détecter les signaux de la protéine libre et du ligand libre qu’avec 

différents paramètres instrumentaux.  

Dans notre cas d’étude sur les complexes de type protéine-ligand, le problème de solubilité 

du ligand serait l’origine majeure des difficultés rencontrées dans l’évaluation de la valeur de 

constante de dissociation, et pourrait constituer la limite de notre approche. Pour nous affranchir de 

ce problème, nous pourrons envisager plusieurs perspectives, comme travailler avec d’autres lots de 

ligands, ou avec des solutions mères des ligands dans du DMSO au lieu de l’éthanol. Il serait 

également intéressant d’évaluer des constantes de dissociation relatives par des expériences de 

compétition, mais ceci implique l’hypothèse que les solubilités des ligands sont quasi identiques.    

En résumé, la détermination de la constante de dissociation par ESI-MS est possible, mais 

notre étude suggère qu’elle ne peut être appliquée aux différents systèmes avec la même facilité. 

Dans certains cas, des problèmes de mise en œuvre peuvent survenir ; dès lors, la complexité de 

l'étude augmente ainsi que la nécessité d'effectuer des investigations plus approfondies. Ceci n’en 

reste pas moins intéressant, au contraire, il permet de mettre en lumière les difficultés pouvant être 

rencontrées, dont la résolution permettra de repousser encore plus loin le potentiel de la MS 

supramoléculaire.  
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Conclusion générale et perspectives   
 

Dans la première partie de ce manuscrit consacrée à l’étude bibliographique, nous avons fait 

le point sur l’état d’avancement des connaissances en MS supramoléculaire. Même si l’ESI-MS reste 

un outil de choix pour étudier les complexes biologiques non-covalents, quelques-unes de ses 

limitations subsistent, comme par exemple la difficulté à transférer intacts certains complexes dans 

les tampons classiquement utilisés en ESI-MS. Dans ce contexte, la stratégie du pontage chimique 

couplé à la MS (CX-MS) émerge comme une alternative intéressante pour étudier les édifices non-

covalents. Néanmoins, de nombreuses problématiques ont été soulevées, principalement en ce qui 

concerne l’optimisation des conditions de réaction et l’interprétation des données. 

Dans ce contexte, ces travaux de thèse s’inscrivent dans la volonté de repousser le potentiel 

de la MS concernant l’analyse des complexes supramoléculaires, de développer les approches 

expérimentales et de répondre à des questions biologiques. Les résultats sur le développement de la 

MS ont été présentés à travers différents systèmes biologiques étudiés tout au long de cette thèse : 

 

- Premièrement, nous avons développé avec succès une approche de CX-MS pour étudier 

le complexe non-covalent SAGA HAT. Son étude par la cristallographie et la microscopie 

électronique a rencontré des difficultés, liées probablement à la grande hétérogénéité et 

flexibilité du complexe. Dans ce contexte, nos objectifs étaient de déterminer la 

stœchiométrie ainsi que les zones de proximité de SAGA HAT par CX-MS. Pour cela, les 

conditions de réaction de pontage avec le BS3 (ratios agent de pontage/protéine, temps 

de réaction, températures) ont été optimisées, la cinétique de réaction suivie par 

MALDI-MS, et les peptides générés par digestion trypsique ont été analysés par nanoLC-

MS/MS. Beaucoup de temps a ensuite été consacré à l’utilisation de pLink est xQuest,  

deux logiciels dédiés à l’identification des produits pontés, afin d’interpréter les données 

MS/MS obtenues. L’identification des peptides a été systématiquement validée 

manuellement. Les pontages inter- et intramoléculaires identifiés ont permis de dresser 

une carte des zones de proximité entre les sous-unités du complexe. De nombreux 

pontages entre ADA3 et ADA2B suggèrent de fortes interactions entre ces sous-unités, 

tandis qu’il n’existe aucun pontage entre SGF29 et ADA2B. Enfin, cette carte 

d’interactions a permis d’affiner par modélisation un premier modèle moléculaire à 

basse résolution du complexe SAGA HAT. 

En perspective, nous cherchons maintenant à optimiser et appliquer cette méthodologie 

à d’autres systèmes, comme par exemple les protéines membranaires ou les protéines 

intrinsèquement non structurées. Dès lors, il serait intéressant de transférer des étapes 

réalisées dans le cadre de ces travaux de thèse sur des systèmes dont l’investigation est 

délicate par la MS supramoléculaire « classique ». 

D’une façon plus générale, les résultats obtenus au cours de ce projet améliorent 

considérablement notre compréhension de l’approche CX-MS et permettent de mieux 

appréhender ses limites : sa mise en œuvre n’est pas triviale, chaque étape 

expérimentale est cruciale, dépend du stade précédent et contribue au succès de l’étude. 

L’accent doit être mis sur le choix de l’agent de pontage, le contrôle des conditions de 
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réaction, l’optimisation des analyses par MS et le traitement des données par des outils 

bio-informatiques adéquats. 

  

- Deuxièmement, nous avons adapté l’approche ESI-MS supramoléculaire pour étudier les 

complexes formés par RAR-RXR DBDs avec différents ADN. Le choix de l’ESI-MS s’est 

imposé : cette technique permet de détecter les différentes espèces qui co-existent en 

solution ainsi que de suivre les assemblages des partenaires en fonction du temps ou du 

milieu. De par la nature polyanionique de l’ADN, l’étude des interactions de type 

protéine-ADN par ESI-MS est délicate à cause d’adduits alcalins qui élargissent le signal 

MS rendant la mesure des masses difficile voire impossible. Pour notre étude, après 

l’optimisation du protocole d’échange de tampon, nous avons optimisé les conditions 

d’observation de complexes d’intérêt puis effectué des expériences de titration, et suivi 

la dynamique d’interaction en fonction des conditions expérimentales. Les paramètres 

instrumentaux ont été également optimisés afin d’obtenir le meilleur signal sans 

dissocier les complexes. 

Les expériences de titration suggèrent que la quantité d’ADN ajoutée joue un rôle 

important dans la formation des complexes avec RAR-RXR. En effet, un défaut d’ADN 

semble privilégier la formation d’hétérodimère RAR-RXR-ADN, tandis qu’en présence 

d’un excès d’ADN, d’autres espèces (monomères et homodimères) sont favorisées. Des 

expériences sur l’ordre d’ajout des protéines quant à elles ont permis de comprendre 

que : i) les deux sites d’interaction d’ADN sont susceptibles d’être occupés en totalité par 

la quantité de protéines présentes sans discrimination spécifique,                                                       

ii) l’hétérodimérisation est coopérative. Enfin, nous avons aussi mis en lumière 

l’influence de la longueur et de la séquence des ADNs testés sur la répartition des 

espèces présentes. 

Dans l’avenir, ce protocole ainsi mis au point sera utilisé pour conduire l’étude avec les 

protéines entières afin de travailler au plus proche des conditions physiologiques, ainsi 

que d’explorer le mécanisme de recrutement des co-activateurs ou co-répresseurs. 

En résumé, nos résultats confirment le potentiel de l’ESI-MS dans la détection des 

différentes espèces qui co-existent en solution et qui sont difficiles à distinguer par 

d’autres méthodes d’analyse. En outre, elle permet de suivre la dynamique d’assemblage 

des complexes, et peut être utilisée en amont et/ou en parallèle des autres techniques. 

 

- Enfin, nous avons souhaité adapter l’approche de mesure des constantes de 

dissociation par ESI-MS aux complexes RXR-ligands. Nous avons réalisé les expériences 

de titrage de la protéine par trois différents ligands (9-cis-RA, BMS 649 et R-DHRA), afin 

d’évaluer les valeurs des constantes de dissociation par une régression non linéaire de 

nos données. Les premiers résultats obtenus nous indiquent que nos données ne suivent 

pas le modèle mathématique utilisé, et que les valeurs des constantes de dissociation 

diffèrent de trois ordres de grandeur de celles mesurées par nos collaborateurs par 

quenching de fluorescence. Nos hypothèses qui pourraient l’expliquer sont un problème 

de solubilité des ligands dans le mélange avec la protéine dans le tampon d’acétate 
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d’ammonium utilisé pour l’analyse en ESI-MS, et/ou un problème de conformation de la 

protéine.  

Face à cette difficulté, nous avons envisagé différentes perspectives. Notamment, il s’agit 

de travailler avec d’autres lots de ligands et de protéine, avec des solutions mères des 

ligands dans du DMSO au lieu de l’éthanol, et de s’assurer que la protéine est dans sa 

bonne conformation pour se lier correctement aux ligands. Il serait également 

intéressant d’évaluer des constantes de dissociation relatives par des expériences de 

compétition, mais ceci implique l’hypothèse que la part soluble des ligands est à peu 

près la même.   

Quoiqu’il en soit, ces résultats ont soulevé un point important : la détermination de la 

constante de dissociation est possible par l’ESI-MS, mais elle ne peut être appliquée aux 

différents systèmes avec la même facilité. Dans certains cas, des problèmes de mise en 

œuvre peuvent survenir ; dès lors, la complexité de l'étude augmente ainsi que la 

nécessité d'effectuer des investigations plus approfondies. 

 

En conclusion, les résultats de ces travaux de thèse ont permis de repousser le potentiel de la 

MS dans l’analyse des interactions non-covalentes des composés biologiques, que ce soit par MALDI-

MS en couplage avec un pontage chimique, ou par ESI-MS en conditions natives. Ainsi, ces travaux de 

thèse nous permettent d’espérer de passer de la MS supramoléculaire dans des conditions 

« classiques » parfaitement adéquates et contrôlées (comme par exemple des systèmes bien solubles 

dans l’acétate d’ammonium, des complexes protéine-protéine) à des travaux sur des systèmes plus 

délicats (systèmes intégrant l’ADN difficile à dessaler, complexes flexibles, protéines membranaires 

ou encore protéines non structurées).  
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Résumé 

L’élucidation des interactions non-covalentes des complexes biologiques revêt d’une importance 
majeure dans la compréhension du fonctionnement cellulaire. L’objectif de ce travail de thèse est 
d’approfondir les développements de la spectrométrie de masse (MS) pour l’étude de ces complexes, 
que ce soit par MALDI-MS (la désorption-ionisation laser assistée par matrice) ou par ESI-MS 
(l’ionisation électrospray). Ce travail s’est articulé autour de trois axes : i) étude de la stœchiométrie et 
de la topologie du complexe SAGA HAT (Spt-Ada-Gcn5 Acétyltransferase, module Histone Acétyl 
Transferase) par pontage chimique couplé à la MS ; ii) suivi de la dimérisation des complexes formés 
par RAR-RXR (récepteur de l’acide rétinoïque - récepteur X des rétinoïdes) avec différents ADNs ; iii) 
mesure de la constante de dissociation des complexes RXR-ligand. Les méthodologies développées ont 
permis de repousser le potentiel de la MS et d’obtenir des informations structurales des complexes 
biologiques. 

Mots-clés : spectrométrie de masse, pontage chimique, complexes biologiques non-covalents, étude 
dynamique, interaction protéine-protéine, interaction protéine-ADN, interaction protéine-ligand 

  
 
 

Summary 

Elucidation of non-covalent interactions of biological complexes takes on great importance for the 
understanding of cellular function. The purpose of this thesis is a further development of mass 
spectrometry (MS) for the study of these complexes, either by MALDI-MS (matrix-assisted laser 
desorption-ionization) or by ESI-MS (electrospray ionization). This work was focused on three main lines: 
i) study of the stoichiometry and the topology of SAGA HAT (Spt-Ada-Gcn5 Acetyltransferase, Histone 
Acetyl Transferase module) complex by chemical cross-linking coupled to MS; ii) monitoring the 
dimerization of the complexes formed by RAR-RXR (retinoic acid receptor - retinoid X receptor) with 
different DNAs; iii) measuring the dissociation constant of RXR-ligand complexes. The developed 
methodologies made it possible to expand the potential of MS and get insight into structure of biological 
complexes. 

Keywords: mass spectrometry, cross-linking, non-covalent biological complexes, dynamics study, 
protein-protein interaction, protein-DNA interaction, protein-ligand interaction 
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