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Les protéines sont des composants essentiels de tous les organismes vivants. Impliquées dans 

la plupart des processus biologiques, elles peuvent être des cibles thérapeutiques et aussi des 

médicaments potentiels. 

Les projets de génomique et de protéomique ont permis de grandes avancées dans la 

compréhension de leur fonctionnement. De nombreux génomes sont maintenant séquencés et 

les gènes dont sont issues les protéines sont ainsi déterminés. Des nouvelles protéines sont 

identifiées chaque jour dans différents types cellulaires ou dans différents états de 

l’organisme. Cependant l’identification et la localisation des protéines ne suffisent pas à 

comprendre la totalité de leur mode d’action. Des études biochimiques et structurales sont 

alors indispensables.  

L’établissement de la relation structure/fonction des protéines permet la compréhension de 

leur rôle dans les processus biologiques. De plus, les protéines n’agissent que rarement seules 

et sont souvent impliquées dans des complexes avec d’autres protéines, avec des acides 

nucléiques ou avec des petites molécules. Différentes méthodes sont actuellement disponibles 

pour étudier la structure des protéines, comme par exemple la cristallographie ou la RMN. 

Même si ces méthodes sont extrêmement performantes, elles présentent tout de même des 

limites. La cristallographie nécessite le passage de la protéine sous la forme d’un cristal, la 

RMN peut difficilement étudier des molécules dont la taille est supérieure à 40 kDa, et les 

deux méthodes requièrent des quantités importantes d’échantillon. De plus, au regard du 

nombre croissant de protéines identifiées pour lesquelles l’obtention d’une structure est 

désirée, l’analyse systématique de toutes ces protéines nécessiterait un temps considérable. Il 

a donc été nécessaire de développer d’autres méthodes alternatives complémentaires des 

méthodes physico-chimiques classiques. C’est dans ce cadre que la spectrométrie de masse a 

montré tout son potentiel. Associée aux échanges hydrogène/deutérium (H/D) ou la 

réticulation chimique, elle permet l’obtention de données structurales intéressantes.  

 

Le travail réalisé durant cette thèse a consisté à développer des méthodes innovantes utilisant 

la spectrométrie de masse pour étudier la structure des protéines et à appliquer ces méthodes à 

une problématique biologique. Après une description de la spectrométrie de masse, qui 

permettra d’apprécier toute la potentialité de cet outil analytique, nous décrirons la méthode 

des échanges H/D associés à la spectrométrie de masse. Nous développerons une nouvelle 

technique, basée sur la méthode classique, à partir d’une protéine modèle : la protéine PBP-

2X. Puis nous nous intéresserons aux réticulations chimiques. Cette méthode récemment 

associée à la spectrométrie de masse sera testée et optimisée sur le cytochrome c. 
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Enfin, nous pourrons appliquer ces deux nouvelles méthodes à une problématique biologique. 

La structure de deux protéines, PcrV et PcrG, impliquées dans le système de sécrétion de type 

III de Pseudomonas aeruginosa, sera étudiée et le complexe qu’elles peuvent former sera 

caractérisé. 
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INTRODUCTION 

 

 

La spectrométrie de masse est une méthode analytique qui permet de déterminer la masse 

moléculaire d’un composé chimique ou biologique.  

Cette technique a une place privilégiée dans le domaine de l’analyse grâce à sa faible 

consommation d’échantillon (parfois de l’ordre de la femtomole) et donc sa sensibilité, à sa 

grande résolution, et à la relative rapidité des analyses. 

Un spectromètre de masse est classiquement composé de trois grandes parties : la source 

d’ionisation, l’analyseur et le détecteur (figure 1). Une molécule subit une ionisation au 

niveau de la source. Au niveau de l’analyseur, les ions sont séparés en fonction de leur rapport 

masse sur charge (m/z). Enfin le détecteur collecte ces ions, quantifie leur intensité et amplifie 

le signal. Ces dernières étapes se déroulent dans un vide poussé pour éviter toute collision 

entre les ions et les molécules de gaz. 

 

 

 

 

 

 

Source 
d’ionisation

 

Analyseur
 

Détecteur

 
 
 
 

Traitement des 
données : 

 spectre de masse 

Echantillon 

Figure 1 : Représentation schématique d’un spectromètre de masse 

Un spectromètre de masse est composé de trois grandes parties : la source d’ionisation qui crée les 

ions, l’analyseur qui sépare les ions et le détecteur qui les collecte. Le traitement des données se 

fait ensuite par informatique et donne le spectre de masse. 



 -6- 

Après le détecteur, un système informatique permet le traitement des données et génère un 

spectre de masse qui précise la variation du courant ionique observé en fonction du rapport 

m/z et permet de déterminer la masse moléculaire de l’espèce analysée. 

 

Depuis le développement des sources d’ionisation dites douces, le MALDI et l’electrospray, 

par Tanaka et Fenn au cours des années 1980 (Prix Nobel 2002) (Fenn et al., 1989 ; Tabet et 

Rebuffat, 2003), la spectrométrie de masse a connu un essor considérable dans le monde de la 

biologie. Les applications dans ce domaine sont très nombreuses et notamment dans l’étude 

des protéines. 

La spectrométrie de masse peut en effet intervenir en contrôle-qualité pour déterminer la 

pureté et l’homogénéité d’une protéine, ou être utilisée en protéomique pour identifier les 

protéines (Gevaert et Vanderkerckhove, 2000). Elle est également un outil de choix dans les 

études structurales pour la vérification fine d’une séquence, la localisation de certains motifs, 

les études de changement de conformation et de repliement, la caractérisation de complexes 

covalents ou non et de leurs zones d’interaction.  

 

Les sources, analyseurs et détecteurs existants peuvent être associés de manière différente et 

ainsi créer une grande variété d’appareil. Le choix d’un type de source ou d’un type 

d’analyseur dépendra de la nature de l’échantillon à analyser et du type de donnée souhaité 

(sensibilité, résolution et précision de mesure). 

Dans cette étude nous avons utilisé essentiellement quatre types d’appareils : un spectromètre 

de masse de type electrospray-triple quadripôle (API III, Perkin Elmer-Sciex), un 

spectromètre de masse de type electrospray-piège ionique (Esquire 3000+, Bruker Daltonics), 

un spectromètre de masse de type electrospray-Q-TOF (Q-TOF Micro, Waters), et un 

spectromètre de masse  de type MALDI-TOF (Voyager Elite XL, Applied Biosystems). 
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1 LES SOURCES 

 

1.1 L’electrospray 

 

Les sources de type electrospray permettent la production d’ions en phase gazeuse à partir 

d’un échantillon en solution. Le fait de partir d’un échantillon en solution est le grand 

avantage de ce type de source. En effet la majeure partie des réactions chimiques et 

biologiques se déroulant en phase liquide, l’analyse de ces réactions peut se faire de façon 

simple (après seulement un dessalage ou une séparation par exemple). De plus, les sources 

electrospray peuvent facilement être couplées à des techniques de séparation de type 

chromatographie liquide ou électrophorèse capillaire. 

Dans le mode d’ionisation electrospray, l’échantillon est solubilisé dans un solvant organique 

à pH acide (ou basique) et amené par un capillaire dans la source à pression atmosphérique. 

L’extrémité du capillaire étant portée à un haut potentiel, il en résulte un champ 

électrostatique entre l’extrémité du capillaire et la contre-électrode. Les ions migrent à la 

surface du liquide, un spray est formé. Le processus d’electrospray peut être assisté d’un gaz 

nébuliseur. Les gouttelettes chargées sont ensuite désolvatées, puis séchées par un flux 

d’azote chauffé circulant à contre courant. Ceci entraîne une série d’éclatement de la goutte et 

des ions en phase gazeuse sont finalement produits (Kebarle et Tang, 1993). 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique d’une source electrospray 

La haute tension fait migrer les charges à l’extrémité du capillaire. Des gouttelettes 

chargées sont créées. Suite à leur désolvatation, elles subissent des explosions 

coulombiennes, se transforment en microgouttelettes puis en nanogouttelettes et enfin 

en ions en phase gazeuse. Les ions sont ensuite transférés vers l’analyseur. 

Capillaire Cône de 
Taylor

Formation de 
la goutte Fission des 

gouttelettes
Haute 
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Pression 
atmosphérique

Vers l’analyseur

Capillaire Cône de 
Taylor

Formation de 
la goutte Fission des 

gouttelettes
Haute 
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Pression 
atmosphérique

Vers l’analyseur
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Le processus de création d’ion par electronébulisation peut se décomposer en trois grandes 

étapes : la formation du spray, la fission des gouttelettes et enfin la formation des ions en 

phase gazeuse. (figure 2) 

Les ions ainsi formés sont ensuite transférés vers l’analyseur. 

 

 

1.1.1 La formation du spray. 

 

Le spray est formé par la différence de potentiel entre l’extrémité du capillaire et la contre-

électrode (de 2 à 6kV). Le champ électrostatique qui en résulte induit la migration des ions 

positifs et négatifs. Si le capillaire est considéré comme étant la cathode, les ions positifs vont 

migrer vers l’extrémité du capillaire. Les forces de répulsion des charges vont alors augmenter 

et dépasser la tension de surface du solvant. Il y a formation d’un ménisque qui va s’étendre 

en suivant la ligne des champs électrique, c’est le cône de Taylor (Figure 3). Lorsque le 

champ électrique à l’extrémité de ce cône sera assez important, des fines gouttelettes seront 

émises. La source electrospray peut être apparentée à une cellule électrolytique dans laquelle 

se passe une réaction d’oxydoréduction entre le capillaire et le solvant. Ce mode de création 

de gouttelette est appelé « mécanisme électrophorétique ». 

 

 

 

 

 
Figure 3 : Représentation schématique de la création du spray 

La source est assimilée à une cellule électrolytique 
D’après Wong et al., 1988 

Oxydation

Réduction

Haute 
tension

Oxydation

Réduction

Haute 
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1.1.2 La fission des gouttelettes 

 

 

Les gouttelettes du spray sont progressivement évaporées avec l’aide du gaz rideau d’azote à 

contre-courant et de la température à l’interface. Les charges se concentrent alors dans la 

goutte dont le rayon diminue. Les forces de répulsion coulombiennes augmentent jusqu’à 

devenir supérieures aux forces de cohésion de la goutte. On atteint alors la limite de Rayleigh, 

et une fission coulombienne a lieu. Ce phénomène se répète plusieurs fois, les gouttelettes 

deviennent des micro-gouttelettes puis des nano-gouttelettes. 

 

 

1.1.3 La formation des ions en phase gazeuse 

 

Lorsque la goutte atteint un diamètre de 10 nm environ, on ne connaît pas les phénomènes 

exacts qui conduisent à l’ion en phase gazeuse. Plusieurs modèles ont été proposés, les deux 

principaux sont le modèle de Dole et le modèle d’Iribarne et Thomson. 

 

1.1.3.1 Le modèle de Dole. 

 

Il estime que si le processus de division par fission coulombienne va assez loin, et si la 

solution est suffisamment diluée, on finit par obtenir une goutte qui contient une seule 

molécule avec une ou plusieurs charges. Cette molécule passe alors sous phase gazeuse après 

évaporation du solvant (Dole et al., 1968). C’est le modèle de la goutte sèche. (figure 4) 

 

 
Figure 4 : Le modèle de Dole 

L’ion en phase gazeuse est produit suite à une ultime fission coulombienne 

FissionFission
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1.1.3.2 Le modèle d’Iribarne et Thomson  

 

Ils ne penchent pas pour un éclatement de la gouttelette mais pour une évaporation ionique. 

L’ion serait alors extrait par désorption de champ (Iribarne et Thomson, 1976), (figure 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il n’est pas possible de conclure sur un mécanisme précis quant à la création de l’ion en phase 

gazeuse, chaque modèle présentant des limites. Le modèle de Dole parait compliqué à 

appliquer à des solutions très concentrées, quant au modèle d’Iribarne et Thomson, il est 

difficilement concevable pour des macromolécules biologiques pour des raisons cinétiques et 

thermodynamiques. Dans la pratique, le processus de création des ions pourrait dépendre de 

l’analyte et se rapprocher des deux modèles à la fois selon les cas. 

 

 

1.1.4 Le calcul de la masse 

 

L’ionisation de type electrospray est caractérisée par la formation d’ions multichargés. Les 

ions sont déjà présents en solution sous forme d’anions ou de cations. En mode positif, les 

charges sont apportées par des protons H+ ou par des cations Na+, K+, NH4+, le plus souvent 

issus du solvant. Dans le cas de l’analyse des peptides, on considère que les charges positives 

Figure 5 : Le modèle d’Iribarne et Thomson 

Le champ électrique à la surface de la goutte est si intense que l’ion est extrait par 
désorption de champ. 

DESORPTION D’IONDESORPTION D’ION
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sont issues de la protonation du groupement NH2 terminal et des résidus basiques (lysine, 

arginine et histidine) ou de la neutralisation des charges négatives. Les charges négatives dans 

le cas des analyses en mode négatif sont liées à la déprotonation des résidus acides (acide 

aspartique, acide glutamique) et du groupement COOH terminal ou à des contre-ions (Loo et 

al., 1988). 

Le spectre de masse d’une protéine correspond aux intensités relatives des ions multichargés 

en fonction de leur rapport m/z. Cette répartition statistique de tous les états de charge de 

l’échantillon a généralement l’allure d’une courbe de Gauss. La masse moléculaire est 

calculée à partir de deux états de charge consécutifs grâce à la résolution d’un système 

d’équations.  

 

 

 

 

Avec m1 et m2 les valeurs de m/z de deux pics consécutifs (avec m1>m2), M la masse du 

produit analysé et n l’état de charge du pic m1. Cette équation n’est valable que dans le cas où 

la charge est apportée par un proton. 

 

Des logiciels de déconvolution permettent de réaliser ce calcul et d’obtenir ainsi un spectre 

déconvolué (ou spectre reconstruit) de la protéine qui représentera cette fois l’intensité en 

fonction du poids moléculaire et non plus en fonction du rapport m/z (figure 6). 

 

 

 

 

 

 

m1=(M+n)/n  

m2=(M+n+1)/(n+1) 

 

Figure 6 : Spectre de masse (A)et spectre reconstruit (B)en Da de la myoglobine. 

Chaque pic sur le spectre de masse représente un état de charge de la protéine (ici de 11 à 22) 

A : Spectre de masse de la myoglobine B : Spectre reconstruit de la myoglobine 
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1.2 Le MALDI 

 

L’ionisation de type MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionisation) est un autre type 

d’ionisation douce très utilisé dans l’analyse des protéines. 

La technique MALDI permet le passage de molécules très polaires et/ ou thermiquement 

fragiles à l'état solide sous forme d'ions intacts à l'état gazeux. 

Les produits à analyser sont dissous dans une matrice qui possède une forte absorption à la 

longueur d’onde du laser utilisée, et vont ainsi pouvoir transmettre l’énergie du laser aux 

analytes à ioniser. L’irradiation du mélange par le laser va provoquer le dépôt d’énergie dans 

la phase condensée par excitation électronique des molécules de la matrice. Il y a formation 

d’un plasma et les ions sont désorbés par transfert de protons entre la matrice photoexcitée et 

la substance analysée (figure 7). Ce mécanisme de transfert est encore aujourd’hui mal défini 

mais pourrait résulter de réactions acide/base entre la matrice et l’analyte (Busch et al., 1995). 

Lorsque les ions sont formés, ils peuvent être accélérés par l’application d’un champ 

électrostatique. 

 

 

 

 

 

 

 

Le mélange matrice/échantillon (avec un large excès de matrice) est déposé sur une plaque en 

métal. Après évaporation du solvant, la matrice va alors co-cristalliser avec l’analyte. Le 

diamètre de la surface irradiée est de l’ordre de 100 à 500 µm. Ainsi, l’impact faible du laser 

permet de transmettre une grande quantité d’énergie par unité de matrice, en minimisant 

Photon (laser UV)matrice

analyte

+

Analyte sous forme 
protonée

Désorption

Ionisation

Évaporation de la 
matrice

Photon (laser UV)matrice

analyte

+

Analyte sous forme 
protonée

Désorption

Ionisation

Évaporation de la 
matrice

Figure 7 : Schéma du processus de désorption/ionisation  
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toutefois la dégradation potentielle de l’échantillon que le faisceau laser incident aurait pu 

générer. Le type de laser le plus souvent utilisé est le laser à azote qui a une longueur d’onde 

de 337 nm. Le choix de la matrice est très important, il va dépendre du laser utilisé, mais aussi 

du composé à analyser (et notamment de la gamme de masse dans laquelle il se situe). Les 

plus couramment utilisées pour l’analyse des protéines et des peptides sont l’acide 2,5-

dihydroxybenzoique (2,5-DHB) (Karas et al., 1990) et les dérivés de l’acide cinnamique 

(Beavis et al., 1989 et 1992), comme l’acide férulique, l’acide sinapinique et l’acide �.-cyano-

4-hydroxycinamique.  

L’intérêt majeur de la technique d’ionisation MALDI est de créer essentiellement des ions 

monochargés (ou faiblement chargés), et d’ainsi faciliter l’interprétation des spectres de masse 

obtenus.  

La technique d’ionisation de type MALDI est constamment améliorée, notamment par 

l’émergence de techniques d’ionisation dérivées. Les nouvelles sources de type AP-MALDI 

(MALDI à pression atmosphérique) (Laiko et al., 2000), DIOS (Desorption/ Ionization On 

Silicon), (Wei et al., 1999) et AP-DIOS (Laiko et al., 2002), qui n’utilisent pas de matrice, ont 

permis d’élargir les possibilités et les applications des sources de type MALDI en biologie. 

 

Quel que soit le processus d’ionisation, une fois l’ion créé, il est transféré vers l’analyseur. Ce 

transfert doit s’accompagner d’un gradient de pression dans l’interface source/analyseur, 

réalisé par différentes étapes de pompage. La transmission du faisceau d’ion est assistée par 

des quadripôles, hexapôles ou octopôles qui servent de guides et par des lentilles qui 

refocalisent le faisceau. 
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2 LES ANALYSEURS 

 

Les analyseurs ont pour fonction de séparer les ions précédemment créés en fonction de leur 

rapport m/z. Il existe une grande variété d’analyseurs. Les plus courants sont des analyseurs 

dits à balayage qui détectent les ions successivement au cours du temps. De plus en plus 

d’appareils sont équipés d’analyseurs hybrides, associant plusieurs types d’analyseurs, et 

combinant ainsi les spécificités intéressantes de chacun. Le choix d’un analyseur va dépendre 

principalement : 

de sa gamme de masse (la valeur limite du rapport m/z mesurable)  

de sa précision dans la mesure de la masse 

de sa résolution, c’est la capacité à différencier des ions de rapport m/z voisins. 

 

Dans cette étude, les analyseurs que nous avons utilisés sont de type quadripôle, trappe 

ionique, temps de vol, couplage quadripôle/temps de vol et temps de vol/temps de vol. 

 

 

2.1 Les analyseurs de type filtre quadripolaire. 

 

Le principe de cet analyseur est d’utiliser la stabilité des trajectoires des ions dans le 

quadripôle en fonction des tensions qui y sont appliquées pour les séparer selon leur rapport 

m/z. 

Il est composé de quatre cylindres parallèles reliés électriquement deux à deux (Dawson et al., 

1986). Les deux paires de barres sont de polarité opposée, ce qui forme un champ électrique à 

deux dimensions (figure 8). L’application simultanée d’une tension continue et d’une tension 

radiofréquence impose aux ions qui passent entre les cylindres un chemin oscillant. Pour des 

valeurs précises de tension et de radio fréquence, seuls les ions avec un rapport m/z donné 

peuvent atteindre l’extrémité des quadripôles et se diriger vers le détecteur. 
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Lorsque les ions entrent dans l’analyseur, ils subissent donc les forces résultantes du champ 

électrique total composé du champ alternatif quadripolaire superposé à un champ constant 

selon l’équation : 

�- 0=±(U±Vcos �&t) 

ou �- 0 est la tension appliquée aux barres, �& la fréquence angulaire, U la tension continue et V 

l’amplitude du voltage RF. 

 

Ces forces vont alors définir les zones de stabilité des ions pour qu’ils soient transmis. Leur 

trajectoire va obéir à l’équation de Mathieu (résolue en 1866). 

 

    

d 2u

d�[2 �� (au �� 2q u.cos 2�[).u � 0  

u = x ou y, �[ = �Zt/2, 

    
au � 

8zeU

mr0

2
�Z2

;qu � 
4zeV

mr0

2
�Z2

 

avec r0 : le rayon du cercle inscrit entre les 4 barres ; �Z : la fréquence angulaire telle que �Z = 

2�Sf où f est la fréquence du champ alternatif ; m : la masse de l’ion ; ze : la charge de l’ion ; au 

et qu : les solutions de l'équation différentielle de Mathieu. 

Figure 8 : Schéma d’un analyseur quadripolaire 

+ �) 0

- �) 0
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Les ions vont donc être séparés en fonction de leur rapport m/z, par la variation de U et de V. 

Le champ électrique qu’elles vont créer va imposer aux ions une trajectoire oscillante selon x 

et y, tout au long de l’axe z. Pour que l’ion arrive jusqu’au détecteur, il suffira que les 

oscillations selon x et y ne dépasse pas r0, le rayon du cercle inscrit entre les barres. 

 

Dans un diagramme, au =f(qu), on peut représenter les zones de stabilité, ou zones de valeurs 

de U et de V telles que x et y n'atteignent pas au cours du temps des valeurs supérieures ou 

égales à r0 (figure 9). 

En superposant les diagrammes de stabilité selon x et y, quatre zones de travail possibles, 

marquées de A à D, sont obtenues. De manière générale, les analyseurs utilisent la zone A ou 

U est positif. 

D’après les équations, le déplacement d’une masse à l’autre se fait en divisant de manière 

proportionnelle au et qu. Le triangle initial défini comme la zone A subit comme une 

homothétie. Ainsi un balayage de U et V avec U/V constant permet de détecter les différentes 

masses (figure 10). Plus la pente de la droite sera élevée, meilleure sera la résolution. Par 

Figure 9 : Zones de stabilité dans un quadripôle selon x ou y,  

D'après De Hoffmann et al., 1994  
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contre, dans ce type d’appareil, on peut noter que la résolution et la sensibilité sont 

inversement liées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

A pente nulle, la résolution sera nulle, mais tous les ions seront transmis dès lors que la bonne 

tension V est appliquée, c’est le mode RF only très utilisé notamment dans le cadre du 

couplage de plusieurs analyseurs. 

 

 

2.2 Les analyseurs de type piège à ions (trappe ionique) 

 

La trappe ionique est en fait l’homologue en trois dimensions des analyseurs de type 

quadripolaires. A l’inverse du quadripôle, qui ne laisse passer que les ions d’un rapport m/z 

donné, le piège ionique accumule à l’intérieur de sa zone de champ tous les ions sélectionnés. 

La capacité de confinement des ions est liée à la formation d’un pseudo puits de potentiel. Les 

ions piégés sont ensuite libérés successivement suivant leur rapport m/z, cette libération 

intervient lorsqu’ils deviennent instables (McLuckey et al., 1994). 

 

 

Figure 10 : droites de fonctionnement d’un analyseur quadripolaire sur la 

première zone de stabilité. D’après Hoffmann et al., 1994. 
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2.2.1 Structure de la trappe 

 

Elle est composée d’une électrode centrale circulaire en forme de diabolo (l’électrode 

annulaire), couverte de deux calottes hémisphériques (les électrodes end-cap) (De Hoffmann 

et al. ,1994) (figure 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La géométrie de ces électrodes est choisie pour se rapprocher au maximum d’un champ 

quadripolaire idéal lorsqu’un seul potentiel de type RF est appliqué sur l’électrode annulaire ; 

dans ce cas les électrodes end-cap restent à la masse et ne servent que dans les expériences de 

MS-MS pour l’isolation des ions. Dans la réalité, il semble qu’une tension soit tout de même 

appliquée sur les électrodes end-cap pour compenser la non-perfection géométrique du piège. 

Comme dans le cas du quadripôle, la trajectoire tridimensionnelle des ions à l’intérieur du 

piège est imposée par un champ quadripolaire et elle peut être définie par l’équation de 

Lentilles en entrée 
de trappe

Entrée des ions au 
niveau de la trappe

Sortie des 
ions

Lentilles en entrée 
de trappe

Entrée des ions au 
niveau de la trappe

Sortie des 
ions

Electrode annulaire 

Electrodes end-cap 

Figure 11 : Schéma et photographie d’un analyseur de type trappe ionique : 

Il est constitué d’une électrode centrale circulaire en forme de diabolo (électrode 

annulaire), couverte de deux calottes hémisphériques (électrodes end-cap) 
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Mathieu. Cependant il convient d’ajouter une nouvelle dimension : z. Ainsi, u=x, y ou z, et 

une nouvelle composante, r, peut être définie telle que r2=x2+y2.  

 

 

2.2.2 Le piégeage des ions 

 

Le piégeage peut se faire par l’application d’un potentiel RF sur l’électrode annulaire.  

Les ions ne vont pouvoir rester piégés que si leur trajectoire est stable simultanément 

axialement et radialement. Lorsque le diagramme de stabilité axiale est superposé au 

diagramme de stabilité radiale, deux zones, A et B, où les ions sont stables dans les deux 

dimensions sont identifiées. Dans les appareils classiques, seule la zone A est utilisée (figure 

13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La répulsion mutuelle des ions induisant des augmentations du rayon de leur trajectoire, il est 

nécessaire d’utiliser un gaz neutre, généralement de l’hélium, pour les confiner (McLuckey et 

Projection linéaire dans le plan x-y

Figure 12 : Figure de Lissajous 

Elle représente la trajectoire des ions piégés sous forme d’un huit 

tridimensionnel à laquelle se superpose une oscillation. 

D’après March, 2000 
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al. 1994). Cet hélium va également servir à refocaliser les ions lors de leur entrée dans la 

trappe en diminuant leur énergie cinétique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3 L’éjection des ions 

 

L’éjection des espèces ioniques de la trappe se fait selon cinq processus principaux : 

Leur trajectoire peut se situer en dehors d’une zone de stabilité. 

Leur trajectoire peut se situer à l’intérieur d’une zone de stabilité, mais l’amplitude 

d’oscillations des ions peut dépasser les limites géométriques de la trappe. 

Les ions peuvent subir des collisions défocalisantes avec les particules contenues dans le 

piège. 

Les effets d’espace de charge  peuvent contribuer à la défocalisation des ions s’ils sont en trop 

grand nombre dans le piège.  

 

az

qz

ar

qr

az

qz

A

B

Stabilité AxialeStabilité Axiale

Stabilité RadialeStabilité Radiale

Figure 13 : Diagramme de stabilité des ions dans le piège ionique.  

D’après March 2000. 
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Dans le cas le plus simple, l’éjection sélective des ions se fait par une déstabilisation axiale 

selon l’axe z. Il se produit donc un balayage de l’amplitude du potentiel RF défini par qz. Les 

ions atteignent le qejec et sont ainsi éjectés séquentiellement selon des rapports m/z croissants 

(figure 14). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

2.3 L’analyseur temps de vol 

 

2.3.1 Principe général 

 

L’analyseur de type temps de vol ou TOF (pour Time Of Flight) est par son concept de base le 

plus simple des analyseurs. 

Si dans la source, les ions sont accélérés par une tension Vs et parcourent une distance d pour 

atteindre le détecteur sans aucune autre accélération. Un ion de masse m et de charge totale 

q=ze aura une énergie cinétique Ec en sortie de source telle que : 

 

Ec=1/2 mv2=qVs 

 

Si les ions parcourent ensuite une distance d en un temps t dans un tube ou ne règne aucune 

différence de potentiel et ou le vide permet d’éviter d’éventuelles collisions. 

 

500 300 200 100

qZ=

qejec= 0,908qejec= 0,908

Rf = 1000 Volts

az

0

0,7980,3990,2660,160
500 300

0,526 0,877qz =

Rf = 3300 Volts

Figure 14 : Ejection sélective des ions  

D’après Bécue, 2004 (communication personnelle). 
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Comme  

t=d/v 

Alors : 

t=d*�—(m/(2zeVs)) 

 

Le temps de vol des ions permettra donc de déterminer leur rapport m/z. Le facteur de 

proportionnalité entre t et m/z sera donc fonction de l’appareillage et des conditions 

expérimentales. Le principal problème de cette technique est le manque de résolution. En 

effet, la dispersion énergétique des ions à l’entrée de l’analyseur entraine une grande perte de 

résolution. Cette dispersion a pu être compensée par l’introduction de systèmes qui permettent 

la refocalisation des ions à la fois sur le plan énergétique et sur le plan temporel. Ces systèmes 

sont l’extraction retardée (Vestal et al., 1995) et le réflectron (Cotter 1992). 

  

 

2.3.2 L’extraction retardée 
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Figure 15 : L’extraction retardée : 

Refocalisation énergétique des ions dans la source du fait d'un temps de délai avant 

l'extraction des ions  

Source : Voyager Biospectrometry Workstation, User Guide (Applied Biosystem, 2001) 
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Le laser permet de donner une grande énergie aux ions, puis ces ions rentrent dans une phase 

de relaxation, avant d’être réaccélérés. Ce délai permet aux ions une refocalisation 

énergétique (figure 15). Ainsi, l’analyse gagnera en résolution et par conséquent en précision 

dans la mesure de la masse et en sensibilité. De plus l’appareil sera alors moins sensible aux 

fortes fluences laser. 

 

 

2.3.3 Le réflectron 

 

Le système réflectron va permettre une focalisation des ions d’un même rapport m/z sur le 

plan temporel. Le réflecteur est composé d’une série d’électrodes annulaires portées à des 

potentiels croissants qui définissent un champ électrique repousseur homogène, la trajectoire 

est ainsi inversée (figure 16). 

Une tension fixe est appliquée au niveau du réflectron. Les ions les plus énergétiques sont les 

plus rapides et ils pénètrent donc plus dans la zone de champs. Leur trajectoire jusqu’au 

détecteur sera alors plus longue, et ainsi tous les ions d’un même rapport m/z parviendront au 

même moment au détecteur, quelle que soit leur énergie de départ. Cette méthode permet de 

gagner en résolution. 

Le grand inconvénient de cette technique est la transmission des ions de plus haut rapport m/z. 

Ainsi, l’analyse des molécules de faible masse sera plutôt réalisée en mode réflectron, tandis 

que l’analyse des grosses molécules se fera préférentiellement en mode linéaire. Le m/z limite 

dépendant beaucoup du type d’appareillage utilisé. 
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Figure 16 : Schéma de fonctionnement d'un TOF avec reflectron.  

Ce dernier permet de refocaliser les temps de vol des ions ayant un même rapport m/z. 
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2.3.4 L’injection orthogonale 

 

 

Les analyseurs de type temps de vol sont préférentiellement adaptés aux méthodes 

d’ionisation pulsées comme le MALDI, le tir laser donnera alors le temps de départ pour la 

mesure du temps. Les méthodes d’ionisation continue, comme l’electrospray, ne sont donc à 

priori pas adaptées au TOF, cependant il est intéressant de combiner les propriétés de 

l’electrospray à celle du TOF. Pour cela il est possible d’injecter les ions dans le TOF, 

orthogonalement suivant l’axe z. Avec un tel dispositif, une faible dispersion en vitesse 

initiale suivant l’axe z est observée, ce qui permet d’obtenir une bonne résolution.  

L’injection se déroule alors selon deux processus (figure 17), l’un continu, l’autre pulsé. Les 

ions arrivent de manière continue dans la source selon l’axe y, avec une vitesse Vy. Ils sont 

accélérés de manière pulsée selon l’axe z. Le « pusher » va donc accélérer les ions à un même 

niveau d’énergie et donner le départ de la mesure du temps de vol (Verentchikov.et al., 1994).  

 

 

 

 

 

 

Le système d’injection orthogonal a permis de coupler les sources electrospray avec les 

analyseur temps de vol et d’ainsi créer les ES-TOF. 

 

Figure 17 : Schéma du système d’injection orthogonale 
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3 LA FRAGMENTATION DES IONS 

 

3.1 Principe général  

 

La fragmentation des ions permet d’obtenir des informations sur leur structure. Cette 

fragmentation est le résultat d’une augmentation de l’énergie interne, l’ion parent (ou 

précurseur va alors se dissocier et former des ions fils (ou fragments). La dissociation des ions 

précurseurs peut résulter d’événements de collision (CID pour collision-induced dissociation). 

La collision peut avoir lieu en source avec des molécules de gaz ou de solvant. La multiplicité 

des ions précurseurs alors concernés par la fragmentation, va générer de nombreux ions 

fragments. La filiation des ions sera alors difficilement établie et l’analyse des spectres d’ions 

fragments sera fastidieuse. Pour obtenir avec certitude l’identité des ions fragments, il est 

nécessaire de les isoler physiquement. Les spectromètres de masse tandem permettent cette 

isolation. Dans ces appareils, l’analyse se fait en deux phases : dans la première, les ions 

parents (ou précurseurs) sont sélectionnés, et dans la seconde les ions issus de sa 

fragmentation, appelés ions fils ou ions produits, sont analysés. Entre ces deux étapes a lieu la 

fragmentation, qui peut se réaliser dans des cellules de collision grâce à un gaz inerte avec 

lequel les ions entreront en collision. 

Les différentes étapes d’analyse de la MS-MS peuvent se faire dans des analyseurs distincts, 

l’un sélectionnant l’ion parent, l’autre analysant les ions fils, on parle alors de MS-MS dans 

l’espace. C’est le principe par exemple utilisé dans les triples quadripôles, dans les analyseurs 

hybrides (de type Q-TOF par exemple) ou dans les TOF-TOF.  

Mais les deux étapes peuvent également se dérouler dans un même analyseur, c’est la MS-MS 

dans le temps, mise en oeuvre dans les trappes à ion.  

Il est théoriquement possible de coupler un nombre infini d’analyseurs et d’ainsi réaliser des 

expériences de MS/MS/MS/MS..... ou MSn, cependant l’intensité des ions diminuant à chaque 

étape du fait de la longueur de leur trajet et de la présence de gaz de collision, le nombre de 

MS consécutives reste dans la pratique limité. 
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3.2 La fragmentation dans l’espace  

 

3.2.1 Les triples quadripôles (QqQ) 

 

Ce type d’appareil est constitué de trois quadripôles. Le premier quadripôle va sélectionner 

l’ion parents, et le troisième va analyser les ions fragments. Le second quadripôle servira de 

cellule de collision. Il travaillera alors en mode « RF only ». De ce fait, les ions seront 

focalisés et transmis avec une grande efficacité.  

Selon les modes de balayages des quadripôles Q1 et Q3, plusieurs types d’expériences 

pourront être réalisés. 

Si une tension fixe est appliquée en Q1, et un balayage de tension en Q3, le spectre obtenu 

sera un spectre d’ions produits. Pour un précurseur particulier choisi en Q1, les ions fragments 

sont recherchés. 

Si un balayage de tension est réalisé en Q1 et une tension fixe appliquée en Q3, un spectre 

d’ions précurseurs sera obtenu. Les différents ions parents qui donnent le même ion fixe 

seront identifiés par cette méthode. 

Si un balayage de tension est effectué en Q1 et en Q3, un spectre de perte de neutre sera 

obtenu. Les deux quadripôles balayent simultanément la gamme de masse en laissant une 

différence de masse constante entre eux. Le spectre de masse permettra alors de déterminer 

tous les ions fragments qui ont perdu une molécule, par rapport à leur précurseur, d’une masse 

égale à la différence de balayage. 

 

 

3.2.2 Les Qq-TOF 

 

Si l’on compare cet instrument hybride à un triple quadripôle, le TOF remplacera le troisième 

quadripôle (figure 18).  
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Cet appareil est constitué d’un premier quadripôle, puis d’un hexapôle qui tiendra lieu de 

cellule de collision. Le « pusher » accélérera les ions dans la direction axiale grâce à des 

« pulses » de tensions de fréquences élevées et les ions atteindront le temps de vol ici équipé 

d’un réflectron. 

En MS simple, le premier quadripôle sera utilisé en « RF only », tous les ions seront donc 

transmis au temps de vol, qui les séparera selon leur rapport m/z. Lors des expériences MS-

MS, les ions précurseurs seront sélectionnés dans le premier quadripôle et fragmentés dans la 

cellule de collision. Le TOF réalisera l’analyse des ions fragments (Chernushevich et al., 

2001). 

 

 

 

 

Figure 18 : Schéma de fonctionnement du Qq-TOF 
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3.2.3 Les TOF-TOF 

 

Les instruments TOF-TOF, qui sont le couplage de deux analyseurs de type temps de vol vont 

permettre d’obtenir des fragmentations riches et efficaces, tout en gardant un temps d’analyse 

rapide.  

Classiquement dans les appareils possédant un temps de vol, la fragmentation est réalisée par 

un processus appelé PSD (Post Source Decay). Ce procédé de fragmentation utilise la 

fragmentation spontanée des ions métastables ; seules les informations données par les ions 

fragmentant après la source, dans la première zone-champs, seront interprétables. Lorsque 

l’ion précurseur se dissocie, l’ion parent, les ions fils et les neutres ont la même vitesse ; ils 

arriveront donc en même temps au niveau du réflecteur. Le neutre ne sera pas réfléchi. L’ion 

parent pénétrant plus loin dans le réflecteur (en raison de sa plus grande énergie cinétique) que 

l’ion fils, il arrivera plus tard au niveau du détecteur, la masse de l’ion fragment sera alors 

déterminée. Ce type d’analyse nécessite différentes acquisitions à différentes tensions du 

réflecteur, afin d’obtenir une résolution suffisante sur une large gamme de masse. Les spectres 

obtenus par PSD seront donc des spectres composites (Kaufmann et al., 1994). 

Dans les analyses PSD, l’ion parent est sélectionné par une porte temporelle, qui va dévier la 

trajectoire de tous les ions jusqu’à la valeur du temps de vol de l’ion parent désiré. 

 

Les analyseurs de type TOF-TOF sont nés de la volonté d’obtenir des fragmentations de haute 

énergie (impossibles dans les appareillages de type MALDI-QTOF), tout en s’affranchissant 

du balayage au niveau du réflectron imposé par le PSD. 

Le principe de ces instruments est la ré-accélération des ions après la sélection par la porte 

temporelle. Ainsi, la gamme d’énergie cinétique dans laquelle se trouvent les ions va 

diminuer, il ne sera pas nécessaire de balayer la tension du reflectron et le spectre d’ions 

fragments pourra être obtenu en une seule étape. 

Selon les constructeurs, la géométrie et le principe des appareils de type TOF-TOF peut 

varier.  

L’appareil 4700 Proteomics d’Applied Biosystems peut être apparenté à un triple quadripôle 

dans lequel le premier et le dernier quadripôles sont remplaces par des TOF.  

Dans cet appareil, après l’accélération de tous les ions, la sélection de l’ion parent donné se 

fait par une double porte temporelle, les ions sont ensuite décélérés dans la cellule de collision 

flottante et fragmentés par CID de haute énergie. S’en suit une post-accélération de l’ion 

parent et de ses fragments, comme s’ils arrivaient dans une nouvelle source. Enfin, les ions 
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fragments sont analysés par le réflecteur en une seule étape, contrairement aux analyses 

réalisées par PSD classique. (figure 19) (Medzihradszky et al., 2000).  

  

 

 

 

 

 

 

 

Dans l’appareil Ultraflex TOF/TOF de Bruker, la fragmentation est réalisée avant la porte 

temporelle par CID (dans une cellule de collision placée en source) ou par LID (Laser 

Induced-Dissociation). Dans le cas du LID, de fortes fluences laser vont créer des ions 

métastables. Ces ions vont fragmenter dans la première zone de temps de vol. Les fragments 

et leurs précurseurs respectifs ayant la même vitesse, ils atteindront la porte temporelle au 

même moment. La « famille d’ions » désirée est alors sélectionnée au niveau de la porte 

temporelle et entre dans le système LIFT, qui consistera en une sorte de deuxième source. 

Dans la zone LIFT, tous les ions sont refocalisés en énergie et ré-accélérés. L’analyse se fait 

ensuite dans le deuxième temps de vol. Seule une fraction de l’énergie des ions est dépendante 

de leur masse, l’énergie apportée par le LIFT étant la même pour tous les ions. Les ions seront 

donc dans une gamme énergétique restreinte et l’analyse pourra se faire sans balayage au 

niveau du réflecteur. Le "Post Lift Metastable Suppressor » permet la suppression des ions 

parents afin d’éviter d’autres fragmentations métastables dans le deuxième tube de vol (figure 

20) (Suckau et al., 2003).  

 

 

 

Figure 19 : Schéma de fonctionnement du MALDI-TOF-TOF d’Applied Biosystems 
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3.3 La fragmentation dans le temps (cas des trappes ioniques) 

 

Dans ce type d’appareils, un seul analyseur est utilisé à la fois pour l’isolation des précurseurs, 

leur fragmentation et l’analyse des ions fragments. 

Plusieurs processus concernant l’isolation de l’ion précurseur sont décrits (Bonner 1977, 

Strife et al., 1988). 

L’isolation du précurseur peut se faire par l’augmentation linéaire de l’amplitude RF et de la 

tension auxiliaire jusqu’au seuil de coupure juste inférieur à celui correspondant au rapport 

m/z de l’ion précurseur. Les ions de rapport m/z inférieurs sont donc ainsi déstabilisés et 

éliminés (phase A figure 21). Les ions de rapport m/z supérieurs au m/z de l’ion précurseur 

sont éliminés par l’addition d’une tension continue au potentiel RF (phase B figure 21).  

La fragmentation de l’ion précurseur se fait par l’application d’une tension alternative et à 

l’aide de l’hélium. La trappe ionique contiendra alors les ions fils (phase C figure 21), qui 

seront expulsés séquentiellement de la même manière que lors d’une expérience de MS simple 

(phase D figure 21). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Schéma de fonctionnement de l’Ultraflex TOF/TOF de Bruker 
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3.4 La fragmentation des peptides 

 

La fragmentation des peptides est largement utilisée en biologie, car elle permet de les 

séquencer et donc de les identifier. Les peptides se fragmentent toujours de la même façon, 

essentiellement au niveau des liaisons peptidiques.  La nomenclature qui leur est appliquée 

(Roepstorff et Fohlman, 1984) différencie les fragments pour lesquels la charge est portée par 

la partie N-terminale du peptide (fragments an, bn, cn) et ceux pour lesquels elle est portée par 

la partie C-terminale (xn, yn, zn) (figure 22). 

L’analyse de peptides par MS-MS permet ainsi de détecter des séries de fragments. La 

différence de masse entre des ions consécutifs d’une même série permet de déterminer 

l’identité des acides aminés et d’en déduire la séquence du peptide. 

 

Figure 21 : Représentation des différentes phases lors des expériences de MS-

MS dans une trappe ionique. 
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Figure 22 : Nomenclature des ions issus de la fragmentation peptidique par 

spectrométrie de masse en tandem  
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  CCHHAAPPII TTRREE  22  ::            

OOPPTTII MMII SSAATTII OONN  DDEE  LLAA  

MMEETTHHOODDEE  DDEESS  EECCHHAANNGGEESS  

HH// DD  CCOOUUPPLLEESS  AA  LLAA  

SSPPEECCTTRROOMMEETTRRII EE  DDEE  MMAASSSSEE    



 -34- 

INTRODUCTION 

 

 

Les protéines jouent un grand rôle dans de nombreux processus biologiques. Leur simple 

identification ne suffit souvent pas à comprendre toutes les fonctions dans lesquelles elles sont 

impliquées. En effet, la caractérisation d’une protéine requiert la compréhension de trois 

caractéristiques : fonction, structure et dynamique, puisqu’elles agissent souvent en formant 

des complexes avec différents partenaires, qu’elles ne sont actives que dans une conformation 

spécifique et que cette conformation peut varier au cours du temps, selon sa localisation et son 

activité. 

Il existe un large éventail de techniques pour étudier les protéines. Leur fonction, par exemple, 

est le plus souvent caractérisée par des méthodes biochimiques. Leur structure et leur 

dynamique sont plutôt étudiées par des techniques biophysiques.  

Alors que beaucoup de méthodes biophysiques donnent des informations structurales sur les 

protéines, la plupart des techniques, comme le dichroïsme circulaire, l’ultracentrifugation ou 

encore la spectrométrie infrarouge, ne donnent que des informations globales. Seules, la 

cristallographie par diffraction des rayons X et la RMN peuvent donner des informations 

locales et avec une grande résolution sur la structure des protéines. Cependant ces deux 

techniques ont leurs limites. En ce qui concerne la cristallographie, l’étape de cristallogénèse 

reste le principal obstacle, et certaines protéines, comme les protéines membranaires ou les 

protéines très désordonnées sont très difficilement cristallisables. Le fait même que la protéine 

soit étudiée sous forme solide conduit au piégeage d’une conformation donnée qui ne reflétera 

pas la dynamique de la protéine et qui pourrait, dans certains cas, ne pas être la conformation 

active. La RMN, même avec les récents développements au niveau des appareillages, est 

difficilement applicable à des protéines de plus de 40 kDa. De plus, ces deux méthodes 

requièrent de grandes quantités de protéines pures 

Ainsi il est nécessaire de continuer à développer de nouvelles méthodes d’études structurales 

et dynamiques des protéines. C’est dans ce contexte que la technique des échanges 

hydrogène/deutérium, apparue il y a plus de 40 ans, est devenue une technique des plus 

intéressantes. La mesure du taux d’échange peut en effet fournir des informations sur la 

protéine analysée soit d’une manière globale, soit très localement.  

Dans ce chapitre, nous allons appliquer cette méthode sur une protéine de taille relativement 

importante, la protéine PBP-2X de Streptococcus pneumoniae. L’utilisation de cette protéine 

modèle permettra l’optimisation de la technique, qui sera alors plus généralisable, quelle que 
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soit la taille de la protéine étudiée, et plus résolutive dans la définition des zones d’intérêt. Ce 

chapitre sera composé de plusieurs parties. Nous commencerons par une étude 

bibliographique de la protéine PBP-2X que nous avons utilisée comme modèle, puis la théorie 

des échanges H/D sera développée. La partie expérimentale présentera les résultats obtenus 

lors des essais des différentes approches pour l’optimisation de la technique des échanges 

H/D. Enfin, ces différentes approches seront discutées afin d’en chercher la validation. 
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1 LE MODELE D’ETUDE : LA PROTEINE PBP-2X 

 

1.1 Contexte de l’étude : la bactérie Streptococcus pneumoniae 

 

Les streptocoques sont des bactéries Gram positives ; disposées le plus souvent en chaînettes  

ou paires. Ils sont entourés d'une capsule polysaccharidique qui empêche la liaison des 

anticorps à la paroi de la cellule et inhibe donc la phagocytose. Leur pouvoir pathogène est 

donc typiquement invasif. Ils sont responsables de pneumonies, de méningites et d’otites 

(Klein, 1999). 

Les infections pneumococciques constituent un important problème de santé publique. La 

fréquence, la gravité et la mortalité de ces infections restent très élevées malgré une 

antibiothérapie disponible. Dans les pays développés, elles affectent surtout les nourrissons et 

les personnes âgées. Elles sont responsables du décès d’environ 1,1 millions de personnes à 

travers le monde chaque année (Klein, 1999), ce qui représente jusqu’à 9% des décès dans 

certains pays en voie de développement.  

Au fil du temps et sur l'ensemble de la planète, ces bactéries ont développé des résistances aux 

antibiotiques utilisés pour les combattre. En France, pour l’année 1999, 44% des souches 

isolées présentaient une sensibilité diminuée à la pénicilline G (Laurans et al., 2001). 

Toutefois l'importance de ce problème ainsi que le degré de résistance varient beaucoup selon 

les régions et selon les classes d'âge. La prise d'antibiotiques exerce une pression de sélection 

sur les agents infectieux. Ce mécanisme est considéré comme le moteur principal dans le 

développement des résistances. 

La résistance de Streptococcus pneumoniae aux antibiotiques de la classe des ��-lactamines est 

due à la modification des cibles primaires de ces antibiotiques : les Penicillin Binding Proteins 

(PBP) (Hakenbeck et Coyette, 1998). 
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1.2 Les « Penicillin Binding Proteins » 

 

1.2.1 La description des PBPs 

 

Les « Penicillin Binding Proteins » (PBPs) sont des protéines bactériennes localisées dans le 

périplasme et ancrées à la membrane cytoplasmique. Elles interviennent dans la construction 

et le maintien de l’intégrité du peptidoglycane. Le nombre et la taille des PBPs varient selon 

les espèces bactériennes. 

Elles peuvent être divisées en trois classes selon leur séquence en acides aminés et leur 

fonction : les PBPs de haute masse moléculaire des classes A et B et les PBPs de basse masse 

moléculaire. 

Les PBPs de haute masse moléculaire de classe A sont des enzymes bifonctionnelles. Elles 

possèdent une activité glycosyltransférase (GT) et une activité D,D-transpeptidase (TP) 

(Goffin et al., 1998).  

Les PBPs de haute masse moléculaire de la classe B sont des enzymes monofonctionnelles qui 

possèdent une activité D,D-transpeptidase (Goffin et al., 1998).  

Les PBPs de basse masse moléculaire ont une activité D,D-carboxypeptidase (Hakenbeck et 

al., 1982). 

Les domaines TP et D,D-carboxypeptidase des PBPs appartiennent, tout comme les ��-

lactamases à serine, à une superfamille de protéines appelée Active-site Serine Penicillin 

Recognizing Enzymes (ASPRE) (Joris et al. 1988 ; Frère et al., 1988). Cette famille de 

protéines est caractérisée par trois motifs d’acides aminés que différentes études structurales 

ont permis de localiser (Dideberg et al. 1987 ; Jelsch et al. 1993 ; Kelly et Kuzin 1995 ; Parès 

et al. 1996). Le premier motif est une tétrade S*-X-X-K, où S* représente une serine active. 

Ce motif est situé du côté N-terminal d’une longue hélice. Le deuxième motif forme une 

triade, S/Y-X-N et est localisé d’un côté du site actif. De l’autre côté, sur la face opposée, se 

trouve le troisième motif K/H-S/T-G. 
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1.2.1.1 Les PBPs de haute masse moléculaire de classe A 

 

Streptococcus pneumoniae possède trois PBPs de ce type : PBP1a, PBP1b et PBP2a. Elles 

sont organisées de façon similaire. Cette organisation moléculaire est très proche chez 

différentes bactéries et notamment chez E.coli.  

La région N-terminale est composée d’une partie cytoplasmique et d’une partie plus 

hydrophobe qui permet l’ancrage dans la membrane. Du côté N-terminal de la région 

périplasmique se trouve le domaine GT. 

Du côte C-terminal, les motifs caractéristiques de la famille ASPRE sont retrouvés indiquant 

la présence du domaine TP (Di Guilmi et al., 1998, 1999, 2003).  

Certaines données expérimentales suggèrent que les domaines des PBPs de classe A qui lient 

la pénicilline ont une activité TP, mais aucune activité in vitro n’a été démontrée. Par contre 

elles possèdent des activités estérase et thiolestérase (Jamin et al., 1993). 

Chez E.coli, la délétion de PBP1a ou PBP1b seule est tolérée, mais au moins l’une des deux 

protéines doit être présente. Ceci indique une fonction redondante dans la synthèse du 

peptidoglycane, les deux protéines se compensent (Yousif et al., 1985). 

De la même façon, chez Streptococcus pneumoniae, la délétion individuelle d’une des PBPs 

de classe A n’entrave pas la croissance de l’organisme, mais la présence de PBP1a ou de 

PBP2a est essentielle (Kell et al. 1993). 

 

 

1.2.1.2 Les PBPs de haute masse moléculaire de classe B 

 

Deux PBPs de cette classe ont été identifiées chez S. pneumoniae : PBP2x et PBP2b. Ces 

protéines sont ancrées dans la membrane par la région N-terminale hydrophobe. Les motifs 

caractéristiques de la famille ASPRE et donc des domaines TP, sont localisés dans la partie C-

terminale de PBP2b et dans la partie centrale de PBP2x (Dowson et al., 1989 ; Laible et al., 

1989). Ces protéines sont essentielles à la viabilité de la bactérie puisque leur suppression ne 

peut être tolérée (Kell et al., 1993). 
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1.2.1.3 Les PBPs de basse masse moléculaire 

 

Une seule PBP de ce type a été identifiée chez Steptococcus pneumoniae : PBP3. Son activité 

D,D-carboxypeptidase est sensible à la pénicilline. Elle est ancrée à la membrane par son 

extrémité C-terminale. 

 

 

1.2.2 Les rôles des PBPs 

 

Les PBPs interviennent dans la synthèse et le maintien de l’intégrité du peptidoglycane.  

Chez les eubactéries, le peptidoglycane est le principal constituant de la paroi. Il contribue au 

maintien de la forme de la bactérie et de son intégrité cellulaire et peut servir de support pour 

d’autres macromolécules pariétales. 

Le petidoglycane est un hétéropolymère qui est composé de chaînes osidiques et de peptides 

(figure 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Structure chimique du peptidoglycane :  

alternance de N-acétylglucosamine () et d’acide N-acétylmuramique ( ) qui sont substitués 

par des chaînes peptidiques ( ). Sur ces chaînes se trouve un pont interpeptidique qui relie 

le 4ème acide aminé d’une chaîne peptidique (un D-Ala) au 3ème acide aminé d’une autre chaîne 

(une Lys chez S. pneumoniae) ()  
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Les chaînes osidiques sont constituées par une alternance de N-acétylglucosamine et d’acide 

N-acétylmuramique sur lesquels les chaînes peptidiques sont substituées. Les ponts 

interpeptidiques donnent au peptidoglycane une structure en réseau. Cette structure est 

commune à la plupart des bactéries même s’il existe plus d’une centaine de peptidoglycanes 

chimiquement différents. De plus, à l’intérieur d’une même bactérie sa composition chimique 

varie selon sa localisation au sein de la paroi cellulaire (Ghuysen et al., 1968 ; Schleifer et 

Kandler, 1972). 

La rigidité du peptidoglycane est conférée par les chaînes de sucres puisque seules des petites 

rotations sur l’axe ��1-4 sont possibles. L’élasticité, quant à elle, est donnée par la flexibilité 

des chaînes peptidiques interconnectées. Le peptidoglycane peut alors accepter des variations 

de volume de la bactérie dues à des éventuels changements de pression osmotique (Holtje, 

1998). 

Les PBPs interviennent dans les étapes finales de la synthèse du peptidoglycane. Elles 

utilisent comme précurseur le lipide II issu des étapes membranaires de synthèse. 

La polymérisation est réalisée par les PBPs de haute masse moléculaire de classe A grâce à 

une réaction de glycosyltransférase qui permet le transfert du disaccharide pentapeptidique à 

l’extrémité d’une chaîne (figure 24). Un brin de muréine naissant attaché à un lipide est 

transféré sur le C4 d’un résidu glucosamine d’un précurseur de la muréine lui aussi associé 

avec un lipide (Holtje, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : La polymérisation du peptidoglycane : 

La réaction de glycosyltransfert catalyse le transfert d’un brin naissant de muréine, attaché à un 

lipide, sur le carbone 4 d’un résidu glucosamine d’un précurseur attaché lui aussi à un lipide. 

 

Cytoplasme 

Membrane Transporteur 
lipidique 

-4GlcNAc1-4MurNAc1-4GlcNAc1-4MurNAc1 

Peptide Peptide 

-4GlcNAc1-4MurNAc1 
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Les fonctions transpeptidases des PBPs de haute masse moléculaire réalisent ensuite la 

réticulation de la chaîne néoformée sur une chaîne adjacente. La rupture de la liaison D-Ala-

D-Ala du substrat donneur fournit l’énergie nécessaire pour former un lien covalent avec le 

groupement nucléophile de la serine active du domaine TP. Puis cet acyl-enzyme subit une 

aminolyse qui entraîne la formation d’un pont peptidique entre l’avant-dernier D-Ala du 

pentapeptide donneur et le groupe �0-amine (une lysine chez Streptococcus pneumoniae) du 

résidu accepteur (Ghuysen, 1994). Enfin les D,D-carboxypeptidases portées par les PBPs de 

basse masse moléculaire éliminent le dernier D-Ala du pentapeptide donneur pour qu’il n’y ait 

pas de nouvelle réaction de transpeptidation (figure 25) (Hakenbeck et al., 1982). 

Les �E-lactamines peuvent bloquer chacune des trois étapes de synthèse décrites ci-dessus en 

inhibant chacune des classes de PBPs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les PBPs semblent avoir également un rôle dans la division cellulaire et interviennent dans la 

synthèse du peptidoglycane pendant la septation (Spratt et al., 1975 ; Botta et Park, 1981). 

Elles pourraient faire partie d’un complexe multi-enzymatique de la division cellulaire 

 

E-Ser-OH + D-Ala-D-Ala-A2pm(NH2)-D-Glu-L-Ala-R

E-Ser-O-CO-CH(CH3)-NH-A2pm(NH2)-D-Glu-L-Ala-R 
+D-Ala 

Acyl-enzyme 
Acylation 

H-O-CO-CH(CH3)-NH-A2pm(NH2)-D-Glu-L-Ala-R 

+E-Ser-OH 

Carboxypeptidation 

H2O 

R’-NH-CO-CH(CH3)-NH-A2pm(NH2)-D-Glu-L-Ala-R 

+E-Ser-OH 

Transpeptidation R’-NH2 

Figure 25 : Représentation schématique des mécanismes de transpeptidation et de 

carboxypeptidation : 

L’hydroxyle de la serine active de l’enzyme (E) réalise une attaque nucléophile sur le D-

Ala préterminal, ce qui forme un acyl-enzyme. L’acyl-enzyme subit soit une aminolyse 

dans le cas de la transpeptidation, soit une hydrolyse dans le cas de la carboxypeptidation. 
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(Bramhill, 1997). En particulier, l’extrémité N-terminale de PBP2x pourrait intervenir dans le 

recrutement et la mise en contact des autres partenaires du divisome (Pares et al. 1996 ; 

Gordon et al. 2000). 

Selon la séquence et la localisation dans la bactérie de chacune des PBPs, il est possible de 

leur attribuer un rôle plus ou moins spécifique. 

Lors de la division cellulaire PBP2x, PBP1a, PBP2a et PBP2b colocalisent initialement sur 

l’équateur. Durant le cycle PBP2x et PBP1a restent au milieu de la cellule en division sur le 

septum. PBP2a et PBP2b se dupliquent et se séparent lors du cycle cellulaire. PBP1b se 

localise à la fois dans le septum et à la périphérie (Morlot et al. 2003). Ainsi, PBP2x est 

considérée comme agissant plus particulièrement dans la division cellulaire, le gène pbp2x 

étant en outre localisé dans un « cluster » dédié a la division cellulaire (Massidda et al. 1998). 

A l’inverse, PBP2b agirait plus spécifiquement dans la phase de croissance cellulaire. 

 

 

1.3 Les PBPs et les �E-lactamines 

 

1.3.1 Le mode d’action des �E-lactamines 

 

Les �E-lactamines, dont fait partie la pénicilline, sont des antibiotiques très utilisés en 

médecine et représentent près de 60% des antibiotiques utilisés dans les thérapies anti-

infectieuses. Ces molécules sont caractérisées par un cycle ß-lactame (amide cyclisée en ß), et 

leurs cibles primaires sont les PBPs. Elles peuvent être classées selon leur structure chimique 

(figure 26).  

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Structures chimiques des principaux noyaux des ��-lactamines 
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Depuis leur apparition, différentes générations d’antibiotiques naturels ou semi-synthétiques 

ont été développées. Mais l’utilisation massive de ces composés a conduit à l’émergence de 

souches de bactéries résistantes. L’impossibilité de combattre efficacement ces souches est 

devenue un véritable problème de santé publique. 

En 1965 Tipper et Strominger montrent que ces antibiotiques bloquent l’étape finale de la 

biosynthèse du peptidoglycane : la transpeptidation (Tipper et Strominger, 1965) 

.  

Les propriétés antibiotiques des �E-lactamines sont dues à l’analogie de structure entre la 

fonction amide du cycle �E-lactame et les liaisons D-Ala-D-Ala des substrats naturels des 

PBPs. (figure 27) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces inhibiteurs suicides ont une action bactériostatique due à l’arrêt de la synthèse du 

peptidoglycane, mais aussi un effet bactéricide.  

 

 

 

 

 

Figure 27 : Homologie structurale entre les ß-lactamines (A) et le peptide D-Ala-D-

Ala (B) substrat naturel des PBPs. 

(A) (B) 
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Le mécanisme d’interaction entre les PBPs et les �E-lactamines se décompose en trois étapes 

(Frère et al., 1975) représentées par la formulation ci-dessous : 

 

 

 

 

 

Où E représente l’enzyme active, I la �E-lactamine active et P la �E-lactamine inactive. 

 

Un complexe non covalent (EI) de Michaelis est formé de façon réversible. Puis, l’anneau �E-

lactame ouvert et le site de la serine active se lient de façon covalente et forment ainsi un 

complexe acyl-enzyme (EI*). Enfin ce complexe est déacylé, l’enzyme est régénérée et 

l’antibiotique est relargué, temporairement inactif (Jamin et al., 1993). 

 

 

1.3.2 La résistance des PBPs aux ß-lactamines 

 

Dès le début de l’utilisation des �E-lactamines, des organismes résistants sont apparus. La 

résistance aux �E-lactamines peut résulter de deux mécanismes différents : la production de ��-

lactamases ou la modification des PBPs. 

 

1.3.2.1 Les ��-lactamases 

 

Dans la majorité des cas, les bactéries produisent des �E-lactamases qui inactivent 

l’antibiotique avant qu’il atteigne sa cible en hydrolysant le noyau �E-lactame. Les �E-

lactamases sont sécrétées dans le milieu extérieur pour les bactéries Gram positives et dans le 

périplasme pour les bactéries Gram négatives. Les ��-lactamases peuvent être divisées en 

quatre groupes selon leur taille, la nature de leur site actif et leur alignement de structure 

(Massova et Mobashery, 1998 ; Matagne et al., 1999). Les motifs caractéristiques de la super 

famille ASPRE sont retrouvés dans les ��-lactamases de type A, C, et D (Joris et al., 1988). 

Elles possèdent toutes trois une serine au sein de leur site actif. Les ��-lactamases de type A 

sont codées par un plasmide, tandis que celles des types C et D sont codées par un 

E+I EI EI* E+P 

K1 

K-1 

K2 K3 
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chromosome. Les ��-lactamases de type B sont quant à elles des métalloenzymes à Zn2+ et 

possèdent un large spectre d’activité. Leur expression peut être constitutive ou inductible. 

 

 

1.3.2.2 La modification des PBPs 

 

Certaines bactéries, comme Steptococcus pneumoniae, ne possèdent pas de ��-lactamases, elles 

peuvent alors développer des PBPs de haute masse moléculaire qui ont perdu leur affinité 

pour les �E-lactamines ou en acquérir de nouvelles qui sont de faible affinité pour les 

antibiotiques (Hakenbeck et al., 1999 ; Dowson et al., 1994). Ainsi, la mutation d’un seul 

acide aminé modifie l’affinité des antibiotiques pour les PBPs et constitue un premier niveau 

de résistance aux ß-lactamines (Grebe et Hankenbeck, 1996). En fait, dans ces nouvelles 

protéines des dizaines de substitutions peuvent être observées. Ceci résulte de la structure 

mosaïque des gènes codants pour les PBPs acquise grâce à des événements de recombinaison 

moléculaire intra et inter-espèce. Mais la situation est plus complexe. En effet, dans les 

résistants isolés cliniquement, plus de quatre PBPs peuvent être altérées (Laible et al., 1991) et 

les effets de ces mutations semblent être coopératifs. Les PBPs des organismes résistants ont 

une faible affinité pour les ß-lactamines et leur activité hydrolytique sur des substrats 

analogues diminue (Mouz et al., 1998). Cependant l’efficacité de leur turn-over catalytique 

n’est pas affectée. Il en résulte une paroi plus hydrophobe et composée de peptides 

chimiquement différents chez les organismes résistants (Garcia-Bustos et al., 1988, 1990). 

 

 

1.4 La protéine PBP-2X 

 

La protéine PBP2X est donc une cible primaire des antibiotiques de la classe des ��-

lactamines, et elle intervient dans les phénomènes de résistance à ces antibiotiques. Elle 

apparaît, en effet, très souvent mutée dans des souches de Streptococcus pneumoniae 

résistantes (Grebe et Hakenbeck, 1996). 

La structure de PBP2X a été obtenue par cristallographie d’abord à 3.5Å de résolution (Parès 

et al. 1996), puis à 2.4 Å de résolution (Gordon et al. 2000). Cette structure n’a pu être 

obtenue sur la protéine PBP2X entière mais sur une partie de celle-ci : PBP2X*. PBP2X* est 

constituée de la région periplasmique soluble de PBP2X délétée de la partie cytoplasmique et 
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de la région hydrophobe d’ancrage à la membrane. Ainsi constituée d’une PBP2X sans les 

acides amines 1 à 48, cette protéine est soluble. 

Les différentes structures révèlent une organisation en trois domaines. Le premier domaine, le 

domaine N-terminal (1-265), est un long domaine en forme de « pince à sucre ». Sa fonction 

n’est pas encore connue, mais il pourrait intervenir dans le recrutement des protéines du 

divisome. 

Le domaine central de PBP2X (266-316) est le domaine TP et fait partie de la famille ASPRE. 

Il possède une organisation similaire à celle des ��-lactamases de classe A. La serine active, 

qui fait partie des motifs ASPRE, est en position 337, au centre d’un long sillon. Ce domaine 

possède 8 hélices �. et 5 brins ��. 

Après le « linker » (617-629), se trouve le domaine C-terminal (630-750). Sa structure 

suggère une duplication de gène codant pour un domaine �./�� aboutissant à un domaine 

�./��/�./��. La fonction de ce domaine n’est pas connue, mais intervient probablement dans des 

interactions (figure 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Structure de PBP2X :  

Le domaine N-terminal est coloré en rouge, le domaine central TP en bleu, le linker en vert, et 

le domaine C-terminal en rose. Dans la cavité du domaine TP, la serine du site actif est 

représentée en orange. 

D’après Parès et al., 1996 et Gordon et al., 2000. 
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Les résistants cliniques de Streptococcus pneumoniae présentent près de 100 mutations 

localisées à des endroits divers sur PBP2X (Hakenbeck et al. 1998 ; Asahi et al. 1999). Il 

existe cependant des points chauds de mutation (Dessen et al. 2001). Ainsi, on observe 

beaucoup de mutations dans le site actif, dans le linker et dans la partie C-terminale, par 

contre la partie N-terminale en contient très peu. Les acides amines les plus fréquemment 

mutés sont Thr 338, Gln 552 et Met 339 (Mouz et al. 1998 ; Mouz et al. 1999 ; Chesnel 2003). 

La mutation de la Thr 338 induit l’absence d’un groupement hydroxyl, ce qui déstabilise le 

site actif. La mutation de la Met 552 crée un effet électrostatique avec l’antibiotique ce qui 

diminue également l’efficacité d’acylation. La faible affinité de liaison des ��-lactam aux 

PBP2X des organismes résistants est en grande partie attribuée à la diminution de l’efficacité 

de formation de la liaison ester et dans une moindre mesure à la faible reconnaissance du site 

actif, ce qui expliquerait le large spectre de résistance des PBP2X mutées (Lu et al., 2001). 

 



 -48- 

2 LES ECHANGES H/D 

 

Les échanges hydrogène/deutérium sont utilisés depuis plusieurs décennies pour étudier la 

structure des protéines et leurs interactions avec différents ligands. Cependant la 

quantification des taux de deutération a longtemps été problématique. Différentes techniques 

ont été testées, comme par exemple la spectroscopie infrarouge ou la RMN. La spectrométrie 

de masse s’est aussi révélée un outil de choix de par sa rapidité de mise en œuvre et sa faible 

consommation d’échantillons. 

 

 

2.1 La théorie des échanges H/D 

 

Lorsqu’une protéine est incubée dans un solvant deutéré, ses hydrogènes peuvent s’échanger 

avec les deutériums du solvant. Cependant tous les hydrogènes d’une protéine n’ont pas le 

même comportement vis à vis de la deutération. Trois groupes d’hydrogène peuvent être 

distingués.  

Le premier groupe est constitué des hydrogènes aliphatiques et aromatiques. Ils ne 

s’échangent pas dans les conditions standard. Ces hydrogènes ne seront concernés par les 

substitutions isotopiques que suite à des catalyses chimiques importantes. 

Le deuxième groupe subit des réactions d’échange très rapides. Il est constitué des hydrogènes 

labiles des chaînes latérales des acides aminés et des hydrogènes des fonctions carboxy et 

amino terminales. Dans l’échelle de temps de nos expérimentations, les vitesses d’échange 

entre ces hydrogènes et le solvant sont trop rapides pour que nous puissions les observer. 

Le troisième groupe est constitué des hydrogènes amidiques des liaisons peptidiques. La 

vitesse d’échange de ces hydrogènes est très variable dans une protéine structurée et va 

refléter l’environnement local de chaque acide aminé dans la structure tridimensionnelle. La 

vitesse d’échange isotopique d’un proton amidique d’une liaison peptidique est fortement 

dépendante de son implication dans des liaisons hydrogènes intramoléculaires et de son 

accessibilité au solvant. Ainsi, des protons participant à des liaisons hydrogènes dans des 

hélices �D ou des feuillets �E ou enfouis au cœur de la protéine auront des taux d’échange 

beaucoup plus faibles que ceux situés dans des boucles flexibles à la surface de la protéine. 
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2.1.1 Les échanges H/D dans les protéines et dans les peptides. 

 

La vitesse d’échange isotopique des hydrogènes amidiques d’un peptide sont extrêmement 

différentes selon si ce peptide est structuré ou non. Pour chacun des hydrogènes concernés, 

son implication dans des liaisons hydrogène intramoléculaires (Hilser et Freire, 1996), sa 

distance par rapport à la surface de la protéine (Resing et al., 1999), la flexibilité de la région 

peptidique à laquelle il appartient (Zhang et al., 1996), sont différents facteurs connus dont 

dépend la vitesse d’échange isotopique.  

Diffèrents modèles cinétiques ont été développés pour décrire les échanges H/D dans une 

protéine native. Deux composantes sont intégrées dans ses modèles : le facteur structural qui 

représentera les dynamiques de dépliement/repliement et le facteur chimique (kc) qui 

représentera la vitesse d’échange des protons totalement exposés dans des zones non 

structurées. Différentes hypothèses expliquant la levée des barrières structurales ralentissant 

l’échange, ont été proposées. Elles impliquent ou la pénétration du solvant dans la structure, 

ou des dépliements localisés (Woodward et al., 1982 ; Englander et Kallenbach, 1984 ; Miller 

et Dill, 1995). 

Actuellement, il est admis que les échanges peuvent se réaliser soit directement sans 

dépliement, soit dans des formes de dépliement transitoires, la structure d’une protéine étant 

non pas figée mais dynamique (figure 29). 

 

 
Figure 29 : Modèles d’échanges H/D 

L’échange a lieu directement (A), ou sur des formes transitoirement dépliées (B). 
D’après Engen et Smith, 2000. 
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L’échange sans dépliement serait prédominant pour les hydrogènes amidiques exposés au 

solvant et non impliqués dans des liaisons hydrogènes. A l’inverse, la protéine doit se trouver 

dans un état transitoirement déplié pour que se produisent des échanges au sein des 

hydrogènes assurant la stabilité des structures secondaires et tertiaires, c’est à dire peu 

accessibles au solvant et impliqués dans des liaisons hydrogènes. Même dans des conditions 

physiologiques qui favorisent la forme native, certaines molécules peuvent se déplier pendant 

un temps très court. Ce dépliement peut être localisé ou impliquer la protéine entière (global). 

Les constantes de vitesse du dépliement et du repliement sont désignées sur la figure par kop et 

kcl respectivement. En accord avec ce modèle, l’échange isotopique ne peut avoir lieu 

qu’après une rupture transitoire des liaisons intramoléculaires rendant les hydrogènes 

amidiques échangeables. 

La vitesse d’échange peut être exprimée comme la somme des contributions des échanges des 

formes pliées et dépliées (Woodward et al., 1982) selon cette équation : 

 

      kobs = kf+ku  

 

Où kf est la constante de vitesse d’échange résultant de la dynamique conformationnelle de 

l’état natif, ku est la constante de vitesse pour l’échange nécessitant un dépliement et kobs la 

constante de vitesse globale observée. 

La constante kf peut être exprimée comme suit (Kim et Woodward, 1993) : 

 

      kf = ß.kc 

 

Où ß est la probabilité qu’un hydrogène particulier soit accessible au solvant (et aux 

catalyseurs) et kc la constante de vitesse d’échange de l’hydrogène concerné si celui-ci se 

trouvait dans un peptide non structuré. 

ß est alors dépendant de l’accessibilité au solvant et de la participation de l’hydrogène 

concerné a des liaisons hydrogènes. Le facteur kc est quant à lui lié aux conditions 

expérimentales (pH, température) et à la nature des chaînes latérales des acides aminés 

voisins.  

 

 

 



 -51- 

2.1.2 L’influence du pH 

 

Les échanges isotopiques sont fortement dépendants du pH. La réaction peut s’effectuer par 

des mécanismes de catalyse acide ou basique.  

La constante de vitesse d’échange H/D, kE, s’exprime comme suit :  

 

kE = kH �>H+�@ + kOH �>OH-�@ 

 

Où kH et kOH sont les constantes d’échange en catalyse acide et en catalyse basique 

respectivement. 

Un troisième mécanisme d’échange direct avec l’eau a été également observé, mais sa 

constante de vitesse est généralement négligeable (Roder et al., 1985). 

Des études sur des peptides modèles, des polyalanines, ont montré que kOH est supérieure d’un 

facteur 108 à kH (Englander et Kallenbach, 1984). Le pH influence donc les vitesses d’échange 

qui sont principalement conditionnées par les ions OH- pour des pH supérieurs à 3 et par les 

ions H+ pour des pH inférieur à 3. Ainsi, la constante de vitesse kE peut être reliée au pH 

(figure 30).  

Le minimum d’échange se produit pour un pH voisin de 2-3, pour lequel les échanges dus à la 

catalyse acide sont équivalents à ceux dus à la catalyse basique. En dehors de cette zone de 

pH, la constante de vitesse d’échange augmente d’un facteur 10 par unité de pH (Bai et al., 

1993). C’est pour cette raison qu’il est impératif de contrôler très précisément le pH lors des 

expériences d’échange H/D. 

 

 

 

 

Figure 30 : Influence du pH sur la vitesse des échanges H/D 

Cas d’un peptide polyalanine. 
D’après Englander et Kallenbach, 1984 
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2.1.3 L’influence de la température 

 

Les échanges H/D sont également, dans une moindre mesure, dépendant de la température. En 

effet, une augmentation de la température de 10°C se traduit par une augmentation de la 

vitesse d’échange d’un facteur 3 (Zhang et Smith, 1993). 

La forte dépendance de la constante de vitesse des échanges vis à vis de la température et du 

pH, sera utilisée dans les protocoles expérimentaux. En effet, en dehors des périodes de 

marquages, le pH et la température seront diminués afin de limiter au maximum les ré-

échanges. C’est l’étape de « quenching » (cette étape sera développée plus bas). 

 

 

2.1.4 L’influence de la séquence locale en acides aminés. 

 

Les vitesses d’échange des hydrogènes amidiques sont également affectées par les chaînes 

latérales des acides aminés voisins. Cette sensibilité a été étudiée avec des di-peptides 

modèles (Bai et al., 1993). Ces études ont montré que les résidus d’acides aminés polaires 

(serine, thréonine, cystéine et méthionine) avaient tendance à délocaliser la densité d’électrons 

de la liaison peptidique. L’effet inductif ainsi créé va augmenter la constante de catalyse 

basique et donc réduire la fixation de deutérium sur la liaison peptidique. 

Les acides aminés tels que la leucine, l’isoleucine, la valine, la phénylalanine, la tyrosine et le 

tryptophane réduisent quant à eux la constante de vitesse d’échange du fait de leur faible 

activité catalytique acide et basique. 

La constante d’échange des acides aminés basiques et acides n’est que très faiblement 

modifiée. 

Certaines chaînes latérales des acides aminés apolaires peuvent également avoir une influence 

sur la constante de vitesse d’échange de par l’encombrement stérique qu’ils peuvent générer. 
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2.2 Protocoles expérimentaux 

 

2.2.1 Les techniques de marquage 

 

Deux méthodes de marquage existent (Deng et al., 1999). La plus couramment utilisée est le 

marquage continu et certaines études utilisent également le marquage pulsé. 

Le marquage continu consiste à incuber une protéine avec du D2O en présence ou non de 

dénaturant. Lors du marquage continu, les populations des états natifs et dépliés changent 

durant le temps d’exposition de la protéine au D2O. Les protéines qui sont, ou deviennent, 

dépliées pendant le marquage se deutérent entièrement, et les protéines qui ne se déplient pas 

pendant ce temps ne sont deutérées que partiellement. Les niveaux de deutération des 

protéines marquées de cette manière rendent compte du nombre de molécules qui se déplient 

durant le marquage. Le spectre de masse obtenu dans ces conditions représentera alors le 

cumul des populations ayant existé dans un état donné durant la période de marquage. Ce type 

de marquage est utilisé préférentiellement lors de l’analyse des protéines dans des conditions 

où l’état natif est favorisé. Il peut être utilisé pour identifier des régions de la protéine qui se 

déplient à des vitesses différentes (Deng et al. 1999). Il permet la détermination directe des 

vitesses de repliement dans les peptides. Cette approche est particulièrement efficace lorsque 

l’échange isotopique dans la forme native de la protéine est lent. 

Le marquage pulsé consiste à laisser la protéine un temps donné dans les conditions 

spécifiques pour lesquelles on veut des informations (conditions dénaturantes ou 

renaturantes). Le marquage au D2O est ensuite réalisé pendant un temps très bref. 

L’exposition de la protéine au D2O est alors très courte par rapport à l’échelle de temps des 

dynamiques de dépliement/repliement. Les niveaux de deutération résultant d’un marquage 

pulsé sont alors représentatifs des populations instantanées des molécules pliées et dépliées. 

Le spectre de masse sera une représentation instantanée des populations de protéine présentes 

à la fin de l’étape de deutération. Les deutériums détectés refléteront seulement les molécules 

qui se seront dépliées pendant le temps bref de marquage et ne représenteront pas les 

molécules qui auraient pu se déplier ou se replier avant l’ajout de D2O. Le marquage pulsé 

peut être utilisé pour étudier le repliement et le dépliement des protéines dans les conditions 

où la population de protéines dépliées est artificiellement augmentée par l’ajout de dénaturant, 

le chauffage ou la variation du pH. Un aperçu de la séquence des événements de dépliement 

de la protéine pourra être ainsi obtenu. 
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Ces protocoles ont été notamment utilisés pour étudier la dénaturation de l’aldolase par l’urée 

(Deng et al., 1999) ou encore les cinétiques de dépliement et de repliement du lysozyme 

(Canet et al., 1999). Pour ce type de marquage très bref, un système spécifique de cinétique 

rapide doit être utilisé, c’est le système « quenched flow ». 

 

 

2.2.2 L’étape de blocage des rééchanges (ou « quenching ») 

 

Une étape clé de la méthode d’échange H/D consiste à bloquer les échanges isotopiques après 

avoir exposé la protéine à un tampon deutéré. C’est l’étape de « quenching ». Cette étape est 

primordiale, car pour être interprétables, les taux de deutération observés par spectrométrie de 

masse devront être les plus proches possibles de ceux réellement présents à la fin du temps de 

deutération choisi. Il nous faudra obtenir une « photographie » de l’état de deutération de la 

protéine à la fin de la période de marquage.  

La plupart des étapes suivant la deutération (chromatographie, digestion enzymatique, analyse 

par spectrométrie de masse) se déroulent en milieu hydrogéné et dans des conditions 

dénaturantes. Ces conditions peuvent favoriser le rééchange des deutériums incorporés lors du 

marquage. Les échanges, et donc les rééchanges, étant, comme nous l’avons déjà vu, 

fortement liés aux conditions expérimentales, le « quenching » consistera à diminuer le pH et 

la température. Ainsi, pour limiter un maximum les rééchanges, toutes les étapes suivant la 

deutération seront réalisées à pH 2,5 et à 0°C. Ces conditions expérimentales pourront être 

parfois contraignantes et imposer des changements dans les protocoles habituels, mais seront 

indispensables pour l’obtention de résultats significatifs. 

 

 

2.2.3 La digestion enzymatique 

 

L’analyse des protéines entières après échanges H/D permet d’obtenir des informations mais 

ne renseigne pas sur la localisation des changements structuraux éventuels. 

Des techniques de protéolyse donneront des informations de deutération plus locales. 

En 1993, Zhang et Smith ont développé une technique de protéolyse en adaptant des travaux 

plus anciens (Rosa et Richards, 1979 ; Englander et Kallenbach, 1984). Le tritium a été 

remplacé par le deutérium comme sonde conformationnelle et la dégradation d’Edman a été 
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remplacée par la spectrométrie de masse pour l’identification des fragments. La protéolyse 

devant se réaliser dans les conditions de blocage du rééchange (à pH 2,5 et à 0°C), l’enzyme 

la plus couramment utilisée est la pepsine. Cette enzyme, non spécifique, conduit à la 

formation de nombreux peptides parfois chevauchant, ce qui permet l’obtention d’une 

meilleure résolution dans la localisation des zones d’intérêt, cependant cette faible spécificité 

complique beaucoup l’identification des peptides obtenus. 

Classiquement, les expériences d’échange H/D associé à la spectrométrie de masse suivent un 

protocole identique (figure 31). La protéine d’intérêt est digérée par la pepsine, les fragments 

sont identifiés par MS-MS. La protéine est incubée parallèlement dans un solvant deutéré et 

dans un solvant non deutéré pendant le temps voulu, la réaction d’échange est bloquée par 

diminution du pH et de la température. La protéine est ensuite digérée par la pepsine, les 

peptides obtenus sont séparés par HPLC et analysés en ligne par spectrométrie de masse. La 

comparaison de la masse des peptides issus de la protéine non deutérée avec la masse de ceux 

issus de la protéine deutérée, permettra de déterminer un taux de deutération pour chacun des 

peptides. Les peptides issus de la digestion pepsique ayant été préalablement identifiés par des 

expériences de MS-MS, il sera ainsi possible de localiser les zones d’incorporation de 

deutériums et donc les régions d’intérêt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 31 : Protocole expérimental pour la détermination d’échanges H/D locaux 
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Il est également possible d’étudier l’incorporation de deutériums sur une protéine par 

spectrométrie de masse MALDI (Nazabal et al., 2003). Les échantillons deutérés et digérés 

sont alors directement déposés sur la plaque. L’avantage du MALDI-MS par rapport à ESI-

MS est qu’un grand nombre d’échantillons peuvent être analysés dans une courte période. De 

plus, cette technique est plus tolérante aux sels que l’électrospray. Enfin, elle produit 

essentiellement des ions monochargés, ce qui facilite l’interprétation. Cependant, 

contrairement à l’électrospray, elle ne peut être couplée en ligne avec des systèmes de 

chromatographie liquide, qui sont très utiles pour l’analyse de mélanges complexes. 

 

Même dans les conditions de « quenching », quelques atomes d’hydrogène de la protéine 

peuvent s’échanger avec des deutériums présents dans le milieu lors de l’étape de digestion, et 

inversement, certains de ces deutériums peuvent se rééchanger avec des hydrogènes lors de 

l’étape de séparation des peptides par HPLC. L’analyse après l’étape de deutération doit donc 

être la plus rapide possible. Il est nécessaire de faire un compromis entre le temps nécessaire 

pour une séparation optimale des peptides, afin de simplifier l’analyse, et la minimisation du 

temps entre la fin de la deutération et l’arrivée dans le spectromètre. Il est également possible 

de corriger les gain et perte de deutération des liaisons peptidiques. Cette correction se fait 

grâce à la présence de témoins, le contrôle 0% et le contrôle 100% de deutération (Zhang et 

Smith, 1993).  

Cependant, si les temps d’analyse restent raisonnables et si les différentes analyses sont 

réalisées dans des conditions identiques, la correction n’est pas nécessaire et les taux de 

deutération obtenus seront considérés comme d’une exactitude suffisante pour l’application. 

Tout va alors dépendre de la précision que l’on souhaite obtenir dans la détermination des 

taux d’incorporation.  

 

 

2.3 Applications des échanges H/D couplés à la spectrométrie de 

masse dans l’étude des protéines 

 

2.3.1 Etude du repliement des protéines 

 

La technique des échanges isotopiques couplés à la spectrométrie de masse est 

complémentaire des méthodes physico-chimiques classiques et de la RMN. En effet, ces 
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techniques donnent des valeurs moyennes de distribution des molécules de protéine, alors que 

les échanges H/D couplés à la spectrométrie de masse permet la mise en évidence de plusieurs 

conformères et est représentative des différentes populations de protéines existant en solution. 

Il est alors possible de mettre en évidence différents intermédiaires de repliement pour une 

protéine (Miranker et al., 1993). 

La méthode de digestion pepsique permet d’accéder à des informations plus détaillées sur la 

conformation des protéines, grâce à la détermination des vitesses d’échange H/D dans les 

différentes régions de la protéine. Ainsi des études sur le cytochrome c et sur un domaine SH3 

d’une kinase ont pu mettre en évidence des zones des protéines qui s’échangent à des vitesses 

différentes (Dharmasiri et Smith, 1996 ; Engen et al., 1998). 

La technique des échanges H/D couplés à la spectrométrie de masse peut également être 

utilisée pour étudier les chemins de dépliement/repliement des protéines. Par exemple, des 

intermédiaires de repliement ont été ainsi identifiés pour l’aldolase et la protéine CRABP-1 

(Deng et Smith, 1998 ; Eyles et al., 2000).  

Il est également possible d’étudier des changements conformationnels induits par la liaison de 

la protéine à des cofacteurs ou encore par l’introduction de mutations au sein de la séquence 

protéique (Halgand et al., 1999 ; Guy et al., 1996). 

 

 

2.3.2 Etude des interactions protéine/protéine et protéine/ligand 

 

Au niveau des interfaces protéine/protéine, une diminution de l’échange isotopique peut être 

observée. Cette diminution est due à l’exclusion stérique du solvant de la zone d’interaction. 

Ainsi, la technique des échanges H/D couplés à la spectrométrie de masse peut être utilisée 

pour étudier les zones d’interactions entre les différents monomères d’un multimère (Zhang et 

al., 1996), pour caractériser un complexe antigène/anticorps (Yamada et al., 2002), ou encore 

pour étudier les interactions entre les protéines d’un complexe (Mandell et al., 1998). 

De la même manière, cette méthode peut être utilisée pour caractériser les domaines de liaison 

protéine/ligand. La liaison du ligand entraîne une diminution de la vitesse d’échange au 

niveau du site de fixation, mais peut également causer des changements conformationnels 

dans des régions distantes du lieu de fixation du ligand (Anand et al., 2002). 
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2.3.3 Facilitation de la cristallogénèse 

 

Il est parfois impossible de produire des cristaux de protéine qui donnent des données de 

diffraction interprétables. Les régions non structurées des protéines jouent un rôle important 

dans ce problème car il est impossible d’obtenir des cartes de densité électronique de ces 

régions de par leur trop grande flexibilité. Ces régions peuvent être identifiées par échanges 

isotopiques couplés à la spectrométrie de masse. En effet, du fait de leur faible degré de 

structuration, elles ont une vitesse de deutération très élevée. Une fois identifiées, ces régions 

très désordonnées peuvent être supprimées de la protéine afin d’en faciliter la cristallogénèse 

(Pantazatos et al., 2004).  
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3 RESULTATS ET DISCUSSION 

 

3.1 Buts et principes de l’étude 

 

Nous avons donc voulu appliquer la technique des échanges H/D à la protéine PBP-2X. Nous 

avons suivi la procédure expérimentale classique précédemment décrite. Une carte peptidique 

de la protéine PBP-2X a été réalisée après digestion à la pepsine par LC-MS-MS sur un 

spectromètre de masse de type piège ionique, l’Esquire 3000+ (Bruker Daltonic). Puis des 

analyses LC-MS ont été réalisées en parallèle sur les peptides issus de la digestion de PBP-2X 

non deutérée et sur les peptides issus de la digestion de PBP-2X deutérée 30 secondes.  

Après la réalisation de la carte peptidique, nous avons obtenu un recouvrement de séquence de 

93%, et les expériences de deutération nous ont permis d’obtenir des informations sur l’état de 

deutération de 74% des hydrogènes amidiques.  

Il n’a pas été possible de déterminer un taux de deutération pour tous les peptides que nous 

avions identifiés lors des expériences de LC-MS-MS. En fait, chaque peptide ne se deutère 

pas d’une façon totalement homogène, il en résulte la présence de plusieurs espèces deutérées 

différemment pour un même peptide. Le signal étant réparti sur l’ensemble de ces espèces, 

l’intensité des pics représentant les peptides deutérés est généralement plus faible que celle 

représentant les peptides non deutérés et le rapport signal/bruit peut parfois être insuffisant 

pour permettre la détection. De plus, pour deux peptides qui co-éluaient, on peut obtenir, lors 

de la deutération, une superposition des pics de masse qui ne permet plus de différencier les 

deux peptides.  

Nous avons tout de même pu déterminer les régions de la protéine qui se deutéraient de façon 

importante. Cependant cette détermination est demeurée peu précise. En effet, la résolution 

spatiale des zones d’échange est limitée par la taille des peptides générés (entre 5 et 30 acides 

aminés), ainsi pour l’étude des protéines de taille importante, cette résolution nous est apparue 

insuffisante. De plus, le pourcentage de liaisons peptidiques pour lesquelles nous avons 

obtenu des informations de deutération est très moyen, et il se peut que certaines zones 

d’intérêt ne soient pas couvertes par ces résultats. Il nous est donc apparu indispensable de 

développer de nouvelles méthodes, dérivées de la méthode classique, qui pourraient permettre 

d’augmenter le recouvrement de séquence et la résolution spatiale des zones d’échange. 

Pour cela, nous avons choisi l’utilisation de différentes protéases en sus de la pepsine.  
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La protéine PBP-2X sera à nouveau utilisée comme modèle. Sa structure tridimensionnelle 

étant résolue nous pourrons analyser nos résultats et valider la méthode. 

Nous espérons par l’utilisation de différentes enzymes, obtenir plus de peptides et ainsi 

recouvrir la totalité de la séquence de la protéine étudiée. De plus, l’utilisation de plusieurs 

enzymes permettrait également d’obtenir des peptides chevauchant et ainsi de multiplier les 

informations sur une même zone. Cette redondance d’information améliorerait la précision de 

définition des zones d’intérêt. 

Les conditions particulières d’expérimentation imposée par l’étape de « quenching » nous 

imposent de trouver des protéases capables de fonctionner à 0°C et à pH 2,5. Très peu de 

protéases, disponibles dans le commerce, sont actives dans ces conditions. Outre la pepsine, 

nous avons trouvé deux autres protéases compatibles avec les exigences du quenching : la 

protéase de type XIII d’Aspergillus satoi et la protéase de type XVIII de Rhizhopus species.  

Pour chacune des enzymes, une carte peptidique de la protéine PBP-2X, puis des expériences 

de deutération sont réalisées. La comparaison des masses des peptides non deutérés avec 

celles des peptides deutérés, nous permet de déterminer un taux de deutération pour chacun 

des fragments protéolytiques. Le recoupement des résultats obtenus avec chacune des 

enzymes permet de déterminer un taux de deutération local pour les différentes régions de la 

protéine. 

 

 

3.2 Recouvrement de la séquence 

 

Les cartes peptidiques sont réalisées pour chaque enzyme (digestion de 2 minutes) par des 

expériences de LC-MS-MS. 

Le logiciel Data Analysis permet de générer une liste de composés, et le logiciel Biotools peut 

alors créer une carte peptidique théorique. Chaque spectre MS-MS est ensuite vérifié pour 

permettre la validation de l’identification du peptide. Seuls les peptides qui auront pu être 

identifiés sans ambiguïté seront conservés pour l’établissement de la carte peptidique.  

Les séquences des peptides obtenus avec chaque protéase sont représentées sur la figure 34. 
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Lors de la digestion avec la pepsine, 149 peptides sont identifiés. Pour la protéase de type 

XIII, 69 le sont et pour la protéase de type XVIII, 144. Ces peptides représentent 93%, 40% et 

84% de la séquence de PBP2X respectivement pour la pepsine, la protéase de type XIII, et la 

protéase de type XVIII. Finalement, aucune de ces protéases n’est réellement spécifique. Il est 

cependant important de noter que les profils de digestions sont dans les trois cas très 
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Figure 34 : cartes peptidiques : Les peptides obtenus avec chacune des trois protéases sont 

représentés par des traits sous la séquence de PBP-2X. Les peptides obtenus avec la pepsine, la 

protéase de type XIII et la protéase de type XVIII sont représentés, respectivement, en bleu, vert 

et rouge.  
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reproductibles. Le pourcentage de recouvrement est très variable d’une enzyme à l’autre, ceci 

peut être attribué à leur différence d’activité et dépend probablement de la nature de la 

protéine qu’elles digèrent. 

L’utilisation d’une seule de ces enzymes ne permet pas de recouvrir entièrement la séquence, 

par contre si les cartes peptidiques des trois enzymes sont combinées, 99.7% de la séquence 

en acides aminés de PBP2X peut être recouverte. 

Le premier avantage dans l’utilisation combinée des trois protéases réside donc dans 

l’augmentation du recouvrement de la séquence en acides aminés. Par exemple, si nous 

considérons uniquement les résultats obtenus avec la pepsine, la région 84-92 de la protéine 

n’est pas couverte. Par contre la digestion à la protéase de type XVIII génère plusieurs 

peptides dans cette zone. De la même façon, avec la protéase de type XVIII, aucun peptide de 

la zone 246-267 n’est obtenu, alors que les résultats obtenus avec la protéase de type XIII et la 

pepsine nous permettent de recouvrir cette région. Ainsi la combinaison des résultats obtenus 

avec les trois protéases nous pouvons obtenir près de 100% de recouvrement de la séquence 

en acides aminés de PBP2X. 

Un autre avantage de cette méthode est qu’elle permet l’obtention de données redondantes. 

Par exemple la protéase de type XIII fournit pour la protéine PBP2X des données que nous 

aurions pu obtenir avec l’une des deux autres protéases, mais cela nous permet de vérifier nos 

informations et ainsi d’obtenir des résultats plus fiables, notamment au niveau de 

l’identification des peptides. 

 

 

3.3 Deutération  

 

Des expériences de LC-MS sont réalisées en parallèle sur la protéine PBP2X dans un solvant 

deutéré et dans un solvant hydrogéné pour chacune des trois enzymes. Les profils d’élution 

des peptides issus de la digestion de la protéine non deutérée sont les mêmes que ceux obtenus 

par la digestion de la protéine deutérée. 

Le nombre de deutériums incorporés est recherché pour chacun des peptides qui avaient été 

identifiés lors de la réalisation des cartes peptidiques. (Figure 35 et annexe 1). 
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La séquence des peptides deutérés obtenus avec chacune des protéases sont représentés sur la 

figure 36 en fonction de leur taux de deutération.  

Après digestion de la protéine deutérée avec la pepsine, la protéase de type XIII et la protéase 

de type XVIII, l’incorporation de deutérium a pu être déterminée pour, respectivement, 84, 

16, et 115 peptides, ce qui représente 72, 12.5 et 81% de recouvrement de séquence 

Ainsi, pour la pepsine seule, on obtient des informations sur la deutération de 72% des 

hydrogènes amidiques, ce qui laisse la possibilité de manquer des zones importantes de la 

protéine dans les 28% restant. Cependant la combinaison des résultats obtenus avec les trois 

enzymes nous permet d’obtenir des informations sur près de 95% des hydrogènes amidiques 

de la protéine PBP2X.  

En fait, il n’est pas possible de déterminer le taux de deutération pour tous les peptides 

précédemment identifiés pas MS-MS. Mais la combinaison des données obtenues avec 

chacune des trois enzymes nous permet d’augmenter significativement le taux de 

recouvrement de la protéine deutérée. Par exemple la digestion par la pepsine de la protéine 

deutérée ne nous a donné aucune information sur la région 62-102 de PBP2X, mais nous 

avons pu déterminer le taux de deutération de cette zone grâce aux peptides deutérés générés 

par la protéase de type XVIII (Figure 36). La protéase de type XVIII qui ne permet pas, au 

contraire d’obtenir des peptides deutérés de la région 568-573, mais l’incorporation de 

deutérium de cette zone peut être calculée grâce aux données obtenues avec la protéase de 

type XIII.  
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Figure 35 : exemple de deutération d’un ion : le spectre de l’ion m/z 1428.8 

correspond au peptide 44-57 de la protéine PBP2X non deutérée. L’ion issu de la 

protéine PBP2X deutérée 30 secondes puis digérée a un rapport m/z de 1437.8 (m/z 

moyen). Il y a eu incorporation de 9 deutériums. Ces spectres ont été obtenus sur un 

appareil de type piège ionique. 
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Figure 36 : Incorporation de deutérium (après 30 secondes de deutération) pour 

chaque peptide obtenu avec les trois protéases. 

Les peptides obtenus avec la pepsine, la protéase de type XIII et la protéase de type XVIII 

sont représentées respectivement par des barres continues, des doubles soulignements et 

des barres hachurées. La couleur des barres indique le taux de deutération, les barres 

rouges, roses, jaunes et grises indiquent respectivement un taux de deutération supérieur à 

50%, compris entre 50 et 30%, compris entre 30 et 10%, et inférieur à 10%. 
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L’utilisation combinée des trois enzymes nous permet de déterminer le taux de deutération 

pour des plus petites zones de la protéine grâce à la présence de peptides chevauchants. Nous 

avons ainsi amélioré la résolution spatiale des résultats.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Illustration de l’augmentation de la résolution spatiale par l’utilisation 

combinée de plusieurs protéases 

A : La séquence 624-653 est représentée, le peptide généré par la pepsine est en rose et ceux 

générés pas la protéase de type XVIII est en jaune. Le nombre de deutériums incorporés par 

chaque peptide est noté sur les barres représentant le peptide. 

B : La structure de la région 632-653 est représentée. La première image représente les 

données obtenues avec la pepsine seule : 44% de deutération pour la zone 629-649 (en 

violet). La deuxième image représente les données obtenues avec la combinaison des résultats 

de la pepsine et de la protéase de type XVIII : la partie orientée vers le côté N-terminale de la 

zone est deutérée à 75% (représentée en rouge) et celle orientée vers le côté C-terminale à 8% 

(représentée en gris). 
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En fait la mesure de l’incorporation de deutérium d’un peptide permet seulement de calculer 

un taux de deutération moyen pour ce peptide. Celui-ci pouvant être long de plus de 10 acides 

aminés, nous ne pourrons avoir accès à l’information sur la répartition exacte des deutériums 

le long de la séquence. Mais les peptides chevauchants générés par les trois protéases 

permettront d’obtenir des données sur des plus petites parties de la protéine. 

Par exemple, après digestion à la pepsine, un peptide de 2272.1 Da est identifié comme étant 

le fragment 629-649 de PBP2X. L’analyse de la protéine deutérée montre que ce peptide 

incorpore en 30 secondes 7 deutériums sur les 16 possibles. Cette région de la protéine semble 

donc avoir un taux de deutération plutôt important, mais il nous est impossible de définir avec 

précision où se trouve exactement la zone très fortement deutérée. Après digestion à la 

protéase de type XVIII, cinq peptides appartenant à cette région sont identifiés (les fragments 

640-650; 641-644; 643-652; 643-653; 644-648). Ils incorporent respectivement 1, 0, 0.5, 1, 

0.5 deutériums. La compilation des données obtenues avec la pepsine et avec la protéase de 

type XVIII permet de réduire la zone fortement deutérée à la région 629-640 (Figure 37). 

Statistiquement les deutériums se situent plus du côté N-terminal de la zone 629-649. Sur la 

structure tridimensionnelle cette statistique est vérifiée puisque la partie N-terminale de la 

zone correspond à une boucle flexible, alors que la partie C-terminale correspond à une hélice 

�. (moins sensible à la deutération). 

Ainsi l’analyse combinée des résultats présentés sur la figure 36 permet d’établir le taux de 

deutération de chaque zone de la protéine (figure 38). 

Huit zones de la protéine sont identifiées comme ayant un fort taux de deutération : les 

régions 44-58, 98-105, 148-163, 366-384, 487-496, 545-562, 611-619 et 629-640. Elles 

correspondent aux zones les plus facilement échangeables de la protéine PBP2X.  
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3.4 Validation des résultats sur la structure tridimensionnelle  

 

Pour s’assurer de la pertinence de la nouvelle méthode développée nous avons validé nos 

résultats sur la structure tridimensionnelle de la protéine PBP-2X. L’utilisation combinée des 

trois enzymes nous a permis d’obtenir des informations sur la localisation des deutériums 

après 30 secondes de deutération. Lors de l’utilisation d’un temps de deutération court comme 

celui-ci, seules les zones les plus accessibles au solvant et les moins structurées sont 

deutérées.  

La validité des résultats obtenus concernant la localisation des zones accessibles de la protéine 

PBP-2X peut être confirmée par la structure tridimensionnelle de la protéine obtenue par 

cristallographie d’abord à 3,5Å de résolution (Pares et al., 1996) puis à 2,4 Å de résolution sur 

une partie de la protéine (Gordon et al., 2000). Les huit zones ayant un taux de deutération 

supérieur à 30% (44-58, 98-105, 148-163, 366-384, 487-496, 545-562, 611-619 et 629-640) 

Figure 38 : Représentation du taux de deutération sur la séquence primaire de 

PBP2X 

Les régions de la protéine sont surlignées en rouge, rose, jaune et gris en fonction de leur 

taux de deutération, respectivement, supérieur à 50%, compris entre 50 et 30%, compris 

entre 30 et 10%, et inférieur à 10%.  
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sont repérées sur la structure 3D de la protéine (figure 39 respectivement zones (1), (2), (3), 

(4), (5), (6), (7), (8)).  

Le premier acide aminé pour lequel une carte de densité électronique sur la structure 

cristallographique est l’arginine en position 76, ce qui indique une extrémité N-terminale très 

désordonnée (49-75). Ceci est en total accord avec la première zone que nous avions identifiée 

comme fortement deutérée (44-58) qui est donc à priori très flexible (zone (1) figure 38).  

La région (2) qui possède un fort taux de deutération (98-105) correspond à une boucle très 

accessible au solvant à l’extrémité d’une des « pince à sucre » du domaine N-terminal. 

La zone (3) identifiée (148-163) se trouve dans une région très peu structurée. 

Les régions (4) et (6) sont des boucles flexibles de chaque côté de l’entrée du site actif (366-

384, 545-562), et sont donc à priori très accessibles au solvant. 

La région (5) constitue une petite boucle du domaine transpeptidase (487-496). 

Enfin les régions (7) et (8) sont des parties du « linker » entre le domaine transpeptidase et le 

domaine C-terminal (611-619 et 629-640). L’absence pour la zone couvrant le « linker » de 

carte de densité électronique sur la structure de plus haute résolution indique que ce domaine 

est effectivement très flexible et/ou très peu structuré.  

 

  

 

 

 

 

 

Figure 39 : Représentation des zones d’intérêt sur le structure tridimensionnelle de PBP2X. 

(A) Structure à 3.5Å : la couleur des zones est fonction de leur taux de deutération : rouge : 

supérieur à 50%, rose : compris entre 50 et 30%, jaune : compris entre 30 et 10%, et gris : 

inférieur à 10%. 

(B) Structure à 2.4Å : les zones rouges sont les zones qui ont un taux de deutération supérieur 

à 30%. 

(A) 

(B) 
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Toutes les zones que nous avions caractérisées comme étant fortement deutérées 

correspondent donc bien à des régions de la protéine peu structurées et/ou très accessibles au 

solvant, la méthode utilisée est donc ainsi validée. Nous avons pu obtenir des informations de 

structure sur la protéine PBP2X et, ce même pour des zones qui n’étaient pas observable en 

cristallographie.  

D’un point de vue biologique, ces résultats permettent d’illustrer les nombreuses applications 

de la méthode des échanges H/D couplés à la spectrométrie de masse. En effet, les zones 

identifiées peuvent être classées en plusieurs catégories selon la raison pour laquelle nous les 

avons trouvées fortement deutérées. 

Tout d’abord certaines, (1), (2) et (3), se trouvent dans des régions qu’il a été nécessaire de 

supprimer pour obtenir la structure cristallographique de plus haute résolution. Ces zones sont 

si désorganisées, qu’elles gênaient à la cristallogenèse et qu’il n’était pas possible d’obtenir 

une carte de densité électronique de ces régions. Leur identification plus précoce aurait permis 

de gagner du temps dans l’obtention de la structure à haute résolution, en évitant toutes les 

étapes de tâtonnement lors de la phase de cristallogenèse qui ont conduit à la délétion de toute 

la partie N-ter de la protéine. 

Le deuxième type de région identifiée se trouve au niveau du site actif (zones (4) et (6)). En 

effet, le site actif devant par définition être très accessible, il est très rapidement deutéré. 

Certaines des régions que nous avons caractérisées correspondent aux points chauds de 

mutations retrouvés dans les bactéries résistantes aux ß-lactamines (zones (4), (6), (7) et (8)). 

Les zones sujettes aux mutations ne devant pas altérer la structure de la protéine, elles sont le 

plus souvent peu structurées et accessibles au solvant. 

Ainsi, les zones fortement deutérées peuvent l’être pour des raisons diverses, et selon l’étude 

réalisée, il sera important de les différencier. Pour cela, diverses méthodes sont envisageables. 

Il est par exemple possible de faire de la mutagènese dirigée dans les régions d’intérêt pour 

vérifier l’activité de la protéine après mutation et donc caractériser le site actif (Brier et al., 

2004). Pour apprécier l’effet sur la cristallogénese, différents essais de cristaux contenant des 

délétions des zones peuvent être réalisés. Enfin, il est possible d’établir plus précisément la 

cinétique de deutération de ces zones pour étudier leur structuration (Mazon et al., 2004). 
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4  PERSPECTIVE D’OPTIMISATION DE LA METHODE 

 

La compilation des données de chaque enzyme se fait manuellement. Cela représente un 

travail lourd et fastidieux. Nous développons actuellement un logiciel en collaboration avec 

Markus Muller de l’institut suisse de bioinformatique à Genève. Ce logiciel donnera la 

répartition statistique des deutériums sur la séquence primaire de la protéine étudiée. 

Dans un premier temps, ce logiciel détermine à partir des spectres de masse de chaque peptide 

le nombre moyen de deutérium incorporé, en tenant compte des rapports isotopiques. Cette 

détermination se fait par comparaison du spectre expérimental et de spectres théoriques 

générés par le programme. L’identité de chaque peptide est donnée par l’expérimentateur, qui 

l’aura déterminée par des analyses MS-MS. Le logiciel compile les taux de deutération de 

chaque peptide et les associe à la séquence primaire de la protéine. Il peut de cette manière 

déterminer la répartition statistique des deutériums sur la séquence et la probabilité de 

présence d’un deutérium sur chaque liaison peptidique.  

Des tests de ce logiciel sont en cours, mais il reste encore des points à optimiser. Pour 

l’instant, l’incorporation des spectres de masse de chaque peptide doit se faire manuellement, 

spectre après spectre. C’est pourquoi nous n’avons pu jusqu’à présent tester le logiciel que sur 

des petites parties de la séquence. Le nombre de peptide et donc de spectres de la séquence 

entière étant trop important pour être entré dans le logiciel manuellement.  

La figure 40 montre les résultats obtenus sur l’étude de la partie 44-62 de la protéine PBP-

2X*. Ces résultats même s’ils ne concernent qu’une partie minime de la protéine indiquent le 

bon fonctionnement du logiciel et son fort potentiel.  
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Figure 40 : Présentation des résultats du logiciel  

A : Détermination de la deutération moyenne d’un peptide. Le spectre de masse du peptide est 

représenté en bas : en bleu, le spectre expérimental, et en rouge le spectre théorique pour le 

nombre de deutérium moyen considéré. Le graphique en haut de la figure A représente la 

distribution du nombre de deutérium pour le peptide considéré. 

B : Représentation du taux de deutération moyen de chaque peptide. La couleur représente le 

taux de deutération du peptide : plus la barre est rouge et plus le peptide qu’il représente est 

deutéré.  

C  Répartition statistique des deutériums sur la séquence. La compilation des données de la 

figure B permet de déterminer la probabilité de présence d’un deutérium sur chaque liaison 

peptidique. 

(A) 

(B) 
(C) 
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5 CONCLUSION 

 

Afin d’améliorer une méthode très utilisée depuis près de dix ans, nous avons utilisé trois 

protéases différentes (pepsine, protéase de type XIII et protéase de type XVIII) dans des 

expériences d’échange H/D en association avec la spectrométrie de masse. Les conditions de 

fonctionnement de ces protéases se sont révélées compatibles avec les conditions imposées 

par l’étape de blocage des rééchanges. Nous avons pu par cette méthode obtenir un excellent 

recouvrement de séquence, ce qui permet d’éviter de manquer des zones d’intérêt. De plus, la 

résolution spatiale de nos résultats de deutération a été très largement améliorée grâce à 

l’utilisation combinée des trois enzymes. Nos résultats ont été validés sur la structure 

tridimensionnelle de la protéine obtenue par cristallographie. Les zones pour lesquelles nous 

avons observé un taux de deutération important appartiennent effectivement à des zones très 

accessibles et/ou peu structurées de la protéine. Cette méthode, maintenant au point, va 

pouvoir être appliquée en routine sur des protéines de structure inconnue, et ce quelle que soit 

leur taille.  
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  CCHHAAPPII TTRREE  33  ::                                  

MMII SSEE  AAUU  PPOOII NNTT  DDEE  LLAA  

TTEECCHHNNII QQUUEE  DDEESS  

RREETTII CCUULLAATTII OONNSS  CCHHII MMII QQUUEESS  

CCOOUUPPLLEEEESS  AA  LLAA  

SSPPEECCTTRROOMMEETTRRII EE  DDEE  MMAASSSSEE  
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INTRODUCTION 

 

La fonction des protéines est intimement liée à leur structure. Leur conformation donne 

l’agencement des sites actifs, des domaines d’interactions et des lieux de fixations des ligands 

entre eux. De plus, ces protéines agissent le plus souvent sous forme de complexes apparentés 

à des machineries moléculaires. C’est pourquoi la compréhension de la structure des protéines 

est une étape clé dans la connaissance de leurs fonctions cellulaires. Depuis ces dernières 

années, le nombre de nouvelles protéines identifiées par les projets génomiques et 

protéomiques est devenu très élevé. La base de données Genbank par exemple contient près 

d’un million de séquence, alors que la base de données Protein Databank ne contient 

qu’environ 25000 structures de protéine (Redfern et al., 2005). L’obtention de données 

structurales précises pour toutes ces protéines, et l’étude de la façon dont elles interagissent 

entre elles, est une tache compliquée qui semble presque impossible à réaliser (du moins dans 

un laps de temps raisonnable). En fait résoudre toutes ces structures une à une n’est pas 

forcément nécessaire pour déterminer les relations structure/fonctions. En effet, la structure 

des protéines semble n’avoir changé au cours de l’évolution que par un nombre limité de 

voies et les motifs fonctionnels des protéines semblent avoir été largement conservés. Parfois 

certaines nouvelles fonctions sont apparues et un réarrangement des groupes fonctionnels a pu 

se produire, mais on estime qu’il existe seulement quelques milliers de familles de repliement, 

soit un ordre de magnitude de moins que le nombre de protéines (Redfern et al., 2005). La 

modélisation moléculaire joue ici un grand rôle dans la prédiction et l’affinement de la 

structure des protéines à partir de modèles. Mais ces données théoriques doivent 

impérativement être vérifiées et s’appuyer sur des données expérimentales. C’est dans ce 

cadre que la technique des réticulations chimiques associées à la spectrométrie de masse a 

émergé. 

Dans cette étude, nous allons tenter d’appliquer et d’optimiser cette technique sur le 

cytochrome c. Nous espérons ainsi créer une méthode modèle pour l’attribution d’une famille 

de repliement à une protéine inconnue. 
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1 LA RETICULATION CHIMIQUE  

 

Le principe de la réticulation chimique est de créer un lien covalent entre deux groupements 

fonctionnels d’une molécule biologique par l’intermédiaire d’un agent réticulant. Les 

molécules biologiques concernées peuvent être de nature différente, la réticulation peut 

concerner des protéines, des peptides, des acides nucléiques,... 

 

1.1 Les différents agents réticulants 

 

Il existe plus d’une centaine d’agents réticulants décrit dans la littérature ou disponibles 

commercialement (Hermanson, 1996 ; Wong 1993 ; Pierce biotechnology 2004). Un agent de 

réticulation est caractérisé par ses groupements fonctionnels, qui vont réaliser le lien covalent, 

par son bras espaceur et par son organisation. 

 

 

1.1.1 Réactivité des agents réticulants 

 

Parmi le grand nombre d’agents réticulant existant la plupart utilisent les mêmes principes de 

base de chimie organique qui peuvent être réduits à quelques réactions (Sinz et al. 2003 ; Back 

et al. 2003). 

  

 

1.1.1.1 Réticulation sur les amines réactives 

 

Pour qu’une réaction de réticulation sur une protéine soit optimale, plusieurs conditions 

doivent être remplies. Les chaînes latérales réactives doivent être accessibles aux agents 

réticulants, les distances entre ces sites réactifs doivent être compatibles avec la longueur des 

bras espaceur des agents réticulants et il est préférable de limiter le rendement de réaction. Les 

groupements polaires, comme les acides carboxyliques ou les amines primaires, remplissent 

ces critères puisqu’ils sont souvent situés à l’extérieur de la chaîne peptidique ou près des 

interfaces. Leur fréquence sur la chaîne peptidique est relativement élevée, ce qui permet 

d’avoir de nombreux points de réactions (répartis de façon assez homogène). Cependant, cette 
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multiplicité des sites de réaction est en contradiction avec la volonté de limiter les 

réticulations. De plus, ces acides aminés étant les sites de clivage des enzymes les plus 

couramment utilisées, on peut assister à une modification de ces sites. Un autre inconvénient 

est la modification de la répartition des charges sur les protéines, les lysines modifiées n’étant 

plus chargées. Cette différence d’environnement électronique peut entraîner la modification 

de la structure tridimensionnelle. C’est l’une des raisons pour lesquelles il faut limiter le 

nombre d’adduit par molécule.  

Les agents réticulants qui ciblent les fonctions amines des protéines sont les plus couramment 

utilisés. Les deux réactions de modification des amines sont l’acylation et l’alkylation ; ce 

sont des réactions en général rapides et avec un haut rendement qui donnent des liaisons 

amides stables ou des amines secondaires. 

 

 

�x Esters N-hydoxysuccinimide 

 

Les esters N-hydroxysuccinimide NHS (figure 41) sont utilisés comme réactifs pour des 

réactions d’acylation. La plupart des esters NHS sont insolubles dans les solvants aqueux 

courant en biologie. Deux protocoles sont donc utilisés, soit une préparation de forte 

concentration d’ester NHS dans un milieu organique est diluée dans le milieu réactif, soit un 

dérivé ester sulfo-NHS, hydrosoluble, est utilisé. 
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Figure 41 : Formules développées des agents réticulants Sulfo-DST, 

Sulfo-EGS et BS3. 
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Les esters NHS réagissent avec les nucléophiles, libérant le groupement NHS ou sulfo-NHS 

pour former un produit acétylé. Ils créent une liaison amide ou imide stable avec les amines 

primaires ou secondaires. Dans le cas de réaction sur une protéine, ils réagissent sur la 

fonction amine terminale et sur les amines �0 des lysines (figure 42). La réactivité des lysines 

va alors dépendre de leur implication dans des liaisons hydrogène intramoléculaires et de leur 

accessibilité. En fait les informations obtenues par ces lysines vont nous donner des 

contraintes de distance assez larges du fait de la longueur et de la flexibilité importante des 

chaînes latérales des lysines. 

La réactivité des histidines et des serines peut généralement être ignorée. En effet, les produits 

obtenus après réaction sur une histidine (N-acylimidazole) sont très instables et la réactivité 

des serines est très lente et ne peut pas entrer en compétition avec d’autres réactions plus 

rapides (celles impliquant les amines primaires par exemple) (Leavell et al., 2004). Les 

cystéines sont quant à elles considérées comme réactives, mais lorsqu’elles sont impliquées 

dans les ponts disulfures, elles ne peuvent pas réagir avec les esters NHS. Par contre, les 

tyrosines semblent avoir une réactivité non négligeable, voire même comparable à celles des 

lysines dans certaines conditions (Swaim et al., 2004 ; Leavelle et al., 2004). Ainsi un pH 

plutôt acide favorise les ponts entre l’acide aminé N-terminal et une tyrosine ou entre deux 

tyrosines, tandis qu’un pH plus alcalin favoriset les ponts entre l’acide aminé N-terminal et 

une lysine ou entre deux lysines. De plus, quelles que soient les conditions, des ponts entre 

une lysine et une tyrosine peuvent être observés.  

Les esters NHS ont une demi-vie de l’ordre de l’heure dans un milieu aqueux à un pH 

physiologique (pH 7.0 -7.5). L’hydrolyse augmente avec le pH (Hermanson, 1996). 
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Figure 42: Réaction des agents réticulants ester NHS sur les protéines. 

D’après Sinz et al., 2003 
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�x Esters imides 

 

Les réactifs esters imides, parmi les plus anciens pour la réticulation des protéines (Hartmann 

et Wold, 1966), sont les plus spécifiques pour modifier une amine primaire (figure 43).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’extrémité N-terminale de la protéine et les fonctions amines des lysines réagissent de 

manière optimale à un pH compris entre 7 et 10. L’un des inconvénients des esters imides est 

l’hydrolyse à pH élevé de la liaison amidine. Leur temps de demi vie en milieu aqueux est 

inférieur à 30 minutes (Hunter et al., 1962). Le produit de la réaction avec les esters imides est 

protoné au pH physiologique (Liu et al., 1977). Cela représente un avantage majeur des esters 

imides, en effet l’un des impératifs lors des réactions de cross-link ayant pour cible les amines 

est de maintenir la structure tridimensionnelle de la protéine étudiée tout en gardant la 

présence d’une charge positive sur les fonctions amines. 

 

 

�x Les carbodiimides  

 

Les carbodiimides (figure 44) sont utilisés pour former une liaison amide entre une fonction 

amine de la protéine et une fonction carboxylique (Grabarek et al., 1990). Ils sont 

généralement utilisés en combinaison avec du sulfo-NHS qui s’hydrolyse lentement en phase 

aqueuse. L’avantage de l’utilisation combinée du Sulfo-NHS et des carbodiimides est de 

permettre la stabilisation de l’intermédiaire actif, afin qu’il puisse finalement réagir avec 

l’amine.  
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Figure 43 : Réaction des agents réticulants esters imides sur les protéines.  

D’après Sinz, 2003 
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Cependant les agents réticulants de ce type peuvent former différents produits intermédiaires, 

qui peuvent alors fortement compliquer la détection des peptides réticulés et provoquer des 

modifications au niveau des sites de clivage. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.1.2 Réaction sur les thiols  

 

Après les réactions sur les amines, le deuxième groupe de fonctions couramment ciblées lors 

des réactions de réticulation des protéines est celui des fonctions thiol des cystéines. Dans le 

cas de molécules hétérofonctionnelles, l’une des extrémités est souvent réactive sur les thiols. 

Les réactions mises en jeu sont l’alkylation et l’échange de ponts disulfures. 

 

 

�x Les Maléimides 

 

Ces agents agissent en ajoutant un thiolate sur le groupement fonctionnel selon une addition 

de Michaël de type 1,4 (figure 45). Cette réaction est spécifique aux fonctions thiols lorsque le 
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Figure 44 : Réaction de l'EDC permettant la création d'une liaison covalente entre un 

acide carboxylique et une fonction amine. 

D’après Sinz et al., 2003  
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pH de réaction est choisi dans la gamme 6.5-7.5 (Smyth et al., 1964). A pH 7, la vitesse de 

réaction sur les thiols et 1000 fois supérieure à la réaction sur les amines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

�x Réactifs permettant l’échange de ponts disulfures 

 

Les composés contenant un pont disulfure sont capables de participer à une réaction 

d’échange avec une fonction thiol. L’attaque de la fonction thiol sur le pont disulfure permet 

la rupture de la liaison S-S et la formation d’un nouveau pont (Figure 46). La réaction est 

réversible en utilisant des agents réducteurs des thiols, par exemple en incubant la protéine 

réticulée dans du DTT. Ces réactifs appartiennent à la classe des agents clivables. La réaction 

d’échange au niveau des soufres peut avoir lieu dans des conditions de pH large.  
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Figure 45 : Réaction des agents réticulants maléimides sur les protéines.  

D’après Sinz et al., 2003 
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Figure 46 : Réaction des agents réticulants permettant l’échange de ponts 

disulfure avec les cystéines des protéines.  

D’après Sinz et al., 2003 
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1.1.1.3 Réticulation non sélectives 

 

Les réactions non sélectives sont réalisées en utilisant en général des agents photo-activables 

tel que les arylazides ou les benzophénones. Les réactions sont induites par exposition aux 

ultraviolets. Jusqu’à ce que les groupes fonctionnels aient été photolysés, ils sont relativement 

non réactifs. Ainsi les molécules de réticulation photoréactive peuvent être utilisées sous des 

conditions contrôlées. 

Les agents photosensibles les plus utilisés sont les arylazides. Dans ce cas, l’activation par 

photolyse des phenyl-azides donne des nitrènes, espèces de durée de vie très courte, qui 

peuvent se fixer non spécifiquement sur les molécules cibles en particulier en s’additionnant 

sur des doubles liaisons ou en s’insérant au niveau de liaisons C-H ou N-H (Figure 47). Ce 

type d’agent est souvent associé à un autre agent plus spécifique dans le cadre de molécules 

hétérobifonctionnelles.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.2 Les bras espaceurs 

 

Les groupements réactifs des agents réticulants sont séparés par une chaîne carbonée de 

longueur variable. Cette longueur pourrait donner une première approximation de la distance 

entre les deux groupes fonctionnels de la protéine qui ont réagi. 

Les plus petits agents sont dit « de longueur nulle ». Ces composés lient de manière covalente 

deux fonctions en créant une liaison sans insertion d’une molécule. Parmi ces agents, la classe 

Figure 47 : Réaction des agents réticulants photoactivables sur les protéines.  

D’après Sinz et al., 2003 
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la plus couramment utilisée est celle des carbodiimides. Ces composés permettent la 

formation d’une liaison entre un carboxylate et une amine (Hoare et al., 1996), l’EDC est le 

plus connu (Hermanson et al., 1996). Ce type d’agent « de longueur nulle » est 

préférentiellement utilisé lors de l’étude des interactions entre deux protéines, afin de ne lier 

que les acides aminés à l’interface. 

Mais la plupart des agents réticulants utilisés introduisent des bras espaceurs, contenant des 

liaisons flexibles, entre les deux fonctions réticulées. Au départ, les longueurs des chaines 

introduites étaient considérées comme étant celles données par les fabricants. Cependant, il est 

rapidement apparu que la longueur moyenne de l’agent était souvent inférieure à la longueur 

théorique calculée. Une étude de simulation pour déterminer la longueur de 32 agents a été 

réalisée (Green et al., 2001). La conformation des molécules les plus couramment utilisées 

pour réagir sur les fonctions amines et thiols a été étudiée dans le cas où elles étaient seules et 

dans le cas où elles étaient attachées à des groupements de fort encombrement stérique pour 

simuler l’attachement à une protéine. Les résultats obtenus pour les agents de la famille NHS-

ester sont présentés dans le tableau 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1: Longueur des agents réticulants de type NHS-ester (Green et al., 2001) 

Distance 
moyenne

 N-N

DSG 6.22 6.4 3.12–7.49 7.7
DSP 8.04 8.1 4.63–10.65 12
DSS 8.88 9.2 5.58–11.42 11.4
DST 4.06 3.6 2.45–5.84 6.4
EGS 9.11 9.8 3.23–14.79 16.1

BSOCOES 10.62 10.7 6.81–12.43 13

Echelle de 
distances 

Distance 
fabricant (a)

(a) voir référence Pierce Chemicals (1999).

(DSG) disuccinimidyl glutarate; (DSP) dithiobis(succinimidylpropionate); (DSS)
disuccinimidyl suberate; (DST) disuccimimidyl tartarate; (EGS) ethyleneglycol bis-
(succinimidylsuccinate); (BSOCOES) bis(2-[succinimidooxycarbonyloxy]ethyl)sulfone.

Agent 
réticulant Mode
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Les valeurs des fabricants considèrent l’agent réticulant comme linéaire et non flexible ce qui 

donne donc les distances maximales entre les fonctions amines, lors de l’exploitation des 

résultats, il faut tenir compte du fait que ces valeurs ne reflètent pas totalement la réalité. 

Les agents réticulants possédant des bras espaceurs de longueur importante introduisent des 

complications dans l’analyse des résultats. En effet, plus la longueur du bras espaceur va être 

élevée et plus le nombre de lien créé va être important, ceci va entraîner une diminution du 

signal des espèces réticulées, de part la multiplicité de ces espèces. De plus, les agents 

possédant un fort encombrement stérique (c’est à dire un bras espaceur long) vont atteindre 

difficilement le cœur de la protéine, ainsi des groupements réactifs se trouvant à des distances 

compatibles avec celles de l’agent pourront ne pas être réticulés.  

 

 

1.1.3 Le design des agents réticulants 

 

1.1.3.1 Les agents homobifonctionnels 

 

Les agents réticulants qui possèdent deux groupements réactifs identiques sont appelés agents 

homobifonctionnels. Ils vont donc créer un lien covalent entre deux groupements fonctionnels 

identiques de la protéine. Leur nombre a considérablement augmenté durant ces vingt 

dernières années et une grande variété d’agents de ce type est actuellement disponible 

commercialement. Ces agents vont être différenciés par la longueur de leur bras espaceur et 

par la nature de leur groupement réactif.  

 

 

1.1.3.2 Les agents hétérobifonctionnels 

 

Les agents réticulants qui possèdent deux groupements réactifs différents sont appelés 

hétérobifonctionnels. Ils vont créer un lien covalent entre deux groupements réactifs de la 

protéine différents (par exemple une amine et un thiol). Ces agents peuvent être utilisés dans 

des protocoles à plusieurs étapes afin de limiter la formation d’agrégats de haut poids 

moléculaire. Par exemple, il est possible d’utiliser un agent hétérobifonctionnel de type NHS-

ester/maléimide. Dans une première étape, la réticulation des amines réactive est réalisée par 
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les groupements NHS-ester. Le groupement maléimide, plus stable en solution aqueuse, n’est 

alors pas réactif. Après une étape de purification, la réaction sur les fonctions thiol pourra 

avoir lieu. 

Les agents hétérobifonctionnels contenant un groupement photoréactif sont utilisés de la 

même manière, ces groupements étant très stables tant qu’ils n’ont pas été exposés à des 

rayons UV de forte intensité. 

 

 

1.1.3.3 Les agents trifonctionnels 

 

Un nouveau type d’agent a récemment émergé, il s’agit des agents trifonctionnels. Conçus 

comme les agents bifonctionnels, ils possèdent un troisième groupement fonctionnel. Celui-ci 

pourra permettre de lier spécifiquement une troisième protéine ou pourra servir à la 

purification du produit de réticulation, par exemple s’il possède une biotine (Trester-Zedlitz et 

al., 2003 ; Alley et al., 2000). Une description plus détaillée de ce type d’agent sera réalisée 

dans la suite de l’étude. 

 

 

1.2 Stratégie et applications 

 

1.2.1 La réticulation intramoléculaire 

 

1.2.1.1 Stratégie 

 

L’objectif des études utilisant la réticulation intramoléculaire couplée à la spectrométrie de 

masse est d’obtenir des contraintes de distance entre différents résidus aminoacides d’une 

protéine structurée. Ces contraintes sont utilisées pour obtenir des informations structurales 

sur une protéine. La procédure expérimentale générale est décrite figure 48. 
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La réaction de réticulation est réalisée à l’aide des agents précédemment décrits. Il est 

important durant cette première étape de maintenir la concentration en protéine dans l’échelle 

du micromolaire, afin de limiter le plus possible les éventuelles réticulations 

intermoléculaires. La protéine doit également se trouver dans des tampons appropriés proches 

des conditions physiologiques, afin de conserver sa structure active. Les tampons ne devant 

pas interférer avec les réactions de réticulation, il est indispensable qu’ils soient non-réactifs 

vis à vis des agents utilisés (par exemple, il ne sera pas possible d’utiliser un tampon Tris avec 

les agents de type NHS-ester). Une fois la réticulation effectuée, le rendement de réaction doit 

être vérifié par une analyse en spectrométrie de masse. Ce rendement de réaction doit être 

suffisant pour la détection des produits lors des analyses futures, mais ne doit pas être trop 

important afin de ne pas induire des distorsions dans la structure tridimensionnelle de la 

protéine. Ces analyses de spectromètrie de masse et un gel SDS-Page permettent également de 

s’assurer qu’aucune réaction intermoléculaire n’a eu lieu. Dans le cas contraire, des 

séparations, par gel-filtration par exemple, peuvent être requises. 

Figure 48 : Stratégie générale de la méthode des réticulations intramoléculaires 

couplées à la spectrométrie de masse  
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L’étape suivante consiste à digérer la protéine réticulée directement en solution ou dans le gel. 

Le mélange obtenu après protéolyse est plutôt complexe puisqu’il est constitué à la fois de 

peptides non modifiés, de peptides avec un pont intrapeptidique, de peptides avec un pont 

interpeptidique et de peptides modifiés avec un agent hydrolysé. Le mélange est analysé par 

spectrométrie de masse. La masse de tous les produits réticulés est déterminée et un logiciel 

permet de retrouver les acides aminés pontés. Cette identification théorique peut être 

confirmée par des expériences de MS-MS sur les peptides modifiés. Enfin, les contraintes de 

distances obtenues sont intégrées dans la détermination d’informations structurales de la 

protéine. 

 

 

1.2.1.2 Les produits obtenus 

 

Une des difficultés des expériences de réticulation intramoléculaire est liée à la diversité des 

produits de réticulation obtenus. Si la réaction de réticulation est réalisée avec un faible ratio 

d’agent réticulant par protéine, les agents réagissent avec un ou deux résidus d’acides aminés 

de la chaîne protéique (ou la fonction amine ou carboxyle terminale selon les agents). Après 

protéolyse, les produits obtenus peuvent être répartis en trois catégories (en plus des peptides 

n’ayant pas réagi) :   

 

�x Le peptide peut être modifié avec un agent réticulant hydrolysé à sa deuxième extrémité. 

L’agent réticulant est qualifié dans la littérature de « dead end ». 

�x Le peptide peut comporter deux résidus liés par un agent réticulant. La réticulation est 

dite intrapeptide. 

�x Deux peptides peuvent être liés entre eux par un agent réticulant. La réticulation est dite 

interpeptides. 

 

De plus, dans le cas de réticulations multiples, des combinaisons de ces trois types de peptides 

peuvent être obtenues. Pour uniformiser la description des produits des expériences de 

réticulation une nomenclature a été proposée (Schilling et al., 2003) (figure 49). 

Les peptides de type 0 ne permettent pas d’obtenir d’information concernant la distance entre 

deux acides aminés mais peuvent donner des informations sur la réactivité relative des 

différents sites de la protéine. Au contraire les peptides de type 1 et de type 2 sont le produit 
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d’une réaction de l’agent avec deux résidus d’acides aminés différents et peuvent donc donner 

des informations de distance. 

 

Une nomenclature concernant la MS-MS des peptides réticulés a été également proposée 

(Schilling et al., 2003). Cette nomenclature est dérivée de la nomenclature classique 

(Roepstorf et Fohlman, 1984) et de celle utilisée pour les peptides cyclisés (Ngoka et Gross, 

1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 49: Nomenclature des peptides réticulés 

(a) Classification des différents types de cross-link en Type 0, 1, 2.  

(b) Extension de la nomenclature dans le cas de modifications multiples. Les chaînes 

peptidiques sont classées selon leur longueur (ou en cas de longueurs égales, selon leur 

masse) avec �.>��>��. La position des peptides dans la séquence primaire de la protéine 

détermine l’ordre dans les nombres indiquant les types de réticulation. 

D’après Schilling et al., 2003. 
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1.2.1.3 Applications 

 

Dans la méthode des réticulations intramoléculaires couplées à la spectrométrie de masse, ce 

sont les contraintes de distances, finalement obtenues grâce à l’identification des produits 

réticulés, qui sont utilisées pour obtenir des informations structurales sur la protéine.  

Il a été au départ proposé d’utiliser ces contraintes de la même façon que celles obtenues par 

le « nuclear Overhauser effect » (NOE) dans les expériences de RMN. Ainsi, la distance 

donnée par le bras espaceur de l’agent réticulant délimiterait le rayon d’une sphère imaginaire 

qui refléterait la distance maximale entre les deux groupements liés. 

Cependant, le nombre de contraintes de distances qui peuvent être obtenues pas la réticulation 

est bien inférieur à celui des contraintes obtenues par NOE. 

En fait, pour obtenir une structure de résolution atomique d’une chaîne de N résidus, 

approximativement 3N contraintes sont requises (Young et al., 2000). C’est pourquoi, il est 

pour l’instant irréaliste d’obtenir une structure de cette résolution avec des expériences de 

réticulations chimiques sur une protéine de structure inconnue. Par contre, le nombre de 

contraintes de distances nécessaires pour assigner une famille de repliement à une protéine est 

de l’ordre de N/10. Ainsi, le nombre de contraintes de distances obtenues par la technique des 

réticulations chimiques associées à la spectrométrie de masse n’est pas suffisant pour 

modéliser entièrement la structure d’une protéine, mais l’est pour déterminer sa famille de 

repliement.  

 

La modélisation de novo de la structure des protéines basée sur les contraintes de distances 

obtenues par réticulation intramoléculaire n’est donc pour le moment pas possible. Il est donc 

nécessaire d’introduire d’autres contraintes structurales obtenues par d’autres sources 

expérimentales ou par des modèles informatiques.  

La plupart des études réalisées par cette technique ont été jusqu’à présent des études visant à 

mettre au point et à optimiser la méthode. Les contraintes de distance obtenues ont alors été 

tout simplement validées sur des structures tridimensionnelles existantes. De telles études ont 

ainsi été réalisées sur le cytochrome c (Pearson et al., 2002 ; Dihazi et Sinz, 2003 ; Schilling et 

al., 2003), sur l’ubiquitine (Kruppa et al., 2003), sur la ribonucléase A (Pearson et al., 2002), 

et également sur des protéines membranaires (Schoeniger et al., 2003) ce qui laisse envisager 

de nouvelles applications très intéressantes (les protéines membranaires étant généralement 

difficilement cristallisables).  

D’autres études peuvent conclure sur des informations structurales nouvelles. C’est par 

exemple le cas de celle réalisée sur l’erythropoietine humaine recombinante pour laquelle des 
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informations structurales ont pu être obtenues sur la protéine glycosylée et sur la protéine non 

glycosylée (Haniu et al., 1993). Des données structurales sur la BSA ont également été 

obtenues grâce aux contraintes de distance déterminées par les réticulations et à la 

comparaison avec la structure de la protéine HSA, homologue de la BSA, pour laquelle une 

structure cristallographique est disponible (Huang et al., 2004). 

Enfin, certaines études n’utilisent pas de structures homologues. Les contraintes de distances 

peuvent être traitées par bioinformatique et comparées à des bases de données structurales afin 

de vérifier la famille de repliement de la protéine étudiée (Young et al., 2000). Les contraintes 

de distances peuvent être insérées dans une structure modèle obtenue par modélisation 

moléculaire (Back et al., 2003). Des filtres peuvent être appliqués afin de faciliter l’attribution 

d’une solution bioinformatique fiable à la protéine étudiée. Ces filtres peuvent être dérivés des 

propriétés biochimiques des protéines (hydrophobicité, pourcentage de structure 

secondaire,…) ou obtenus par des alignements de structures primaires des différentes 

protéines d’une base de donnée. 

 

 

1.2.2 La réticulation intermoléculaire 

 

1.2.2.1 Stratégie 

 

L’objectif des études utilisant la réticulation intermoléculaire couplée à la spectrométrie de 

masse est de cartographier et de caractériser les interfaces dans des complexes 

multiprotéiques. Cette cartographie peut se faire par la liaison covalente de molécules 

impliquées dans un complexe non-covalent. La procédure expérimentale générale est décrite 

figure 50. Pour la réalisation de réticulation, les agents réticulants de « longueur nulle », 

comme l’EDC, sont souvent utilisés avec succès dans ce type d’application, afin d’identifier 

les résidus en contact le plus étroit possible. Comme pour les réticulations intramoléculaires, 

le rendement de réaction doit être contrôlé précisément avec une attention particulière sur la 

formation effective du lien intermoléculaire. Les monomères et les multimères sont ensuite 

séparés par électrophorèse ou par gel-filtration. Une fois les multimères repérés, ils sont 

digérés dans le gel ou en solution. Le mélange obtenu est alors encore plus complexe que 

celui obtenu après réticulation intramoléculaire. En effet, il est composé de peptides non 

modifiés, de peptides issus de la réticulation intermoléculaire, mais aussi de peptides issus de 
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la réticulation intramoléculaire de chacune des protéines. En effet, même si elles sont liées 

covalement entre elles, les protéines peuvent aussi incorporer des molécules d’agent réticulant 

dans leur structure propre. Cette multiplicité des produits de réaction complique certes 

l’identification de chaque produit, mais permet d’obtenir de nombreuses informations. Si les 

produits de réticulation intermoléculaires permettent de caractériser l’interaction entre les 

deux protéines, les produits de réticulation intramoléculaire vont, quant à eux, nous donner 

des informations sur le repliement de chacune des protéines lorsqu’elles sont en interaction. 

L’analyse des masses des produits de réticulation et l’identification de ces produits se fait 

ensuite de la même manière que pour les expériences de réticulations intramoléculaires. 
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Figure 50: Stratégie générale de la méthode des réticulations intermoléculaires 

couplées à la spectrométrie de masse 
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1.2.2.2 Applications 

 

L’avantage de cette technique appliquée à la caractérisation des interactions est qu’elle va 

permettre des études conformationnelles dynamiques des complexes. En effet, la réticulation 

va permettre une stabilisation de certaines conformations voulues, ainsi les complexes 

transitoires vont pouvoir être étudiés par piégeage d’un intermédiaire conformationnel ou par 

inhibition d’une étape d’assemblage.  

La réticulation intermoléculaire associée à la spectrométrie de masse a été appliquée à de 

nombreuses études très variées au niveau du contexte biologique aussi bien qu’au niveau de la 

nature et de la taille des complexes étudiés. Par exemple une des premières études a porté sur 

le complexe multiprotéique Nup85p présent dans les enveloppes nucléaires des levures. Cette 

étude a pu identifier les six composants de ce complexe et caractériser leur organisation 

spatiale (Rappsilber et al., 2000). Une autre étude a consisté à déterminer les zones 

d’interfaces dans l’homodimère ParR et dans le complexe glycoprotéique CD28/CD80 

(Bennet et al., 2000). De la même façon des interactions ont été caractérisées pour le 

complexe Op18/tubuline impliqué dans la déstabilisation des microtubules (Muller et al., 

2001), pour le dimère mitochondrial de levure PHB1/PHB2 (Back et al., 2002 b), entre les 

deux chaînes du dimère d’interleukine-6 (Taverner et al., 2002), entre la protéine gp120 de 

l’enveloppe du VIH et son récepteur cellulaire CD4 (Wine et al., 2002), dans le complexe 

hétérodimérique NC2 (Trester-Zedlitz et al., 2003), et dans le complexe protéine/peptide 

Calmoduline/Melittine (Schulz et al., 2004). 

 

 

1.3 L’analyse par spectrométrie de masse des produits réticulés 

 

La recherche des produits réticulés et la détermination de leur masse se fait par des analyses 

de spectrométrie de masse. Cet outil se révèle très efficace grâce à sa grande sensibilité qui 

permet d’utiliser de faible quantité de protéines (pas toujours disponibles en grande 

concentration) et de détecter les produits de réticulation malgré leur faible quantité comparée 

aux produits non modifiés.  

Différents types de spectromètres de masse peuvent être utilisés dans ce type d’étude. Les 

spectromètres de masse comportant une source electrospray seront généralement couplés à des 

techniques séparatives comme la chromatographie liquide. 
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Quoi qu’il en soit, la précision de masse aura un rôle prépondérant dans le choix du type 

d’appareil. En effet, plus la précision dans la détermination de la masse du peptide réticulé 

sera importante, plus son identification par calcul mathématique sera aisée et fiable. Ainsi, les 

analyses les plus récentes utilisent des appareils de type FT-ICR soit en appliquant le 

protocole classique (Schultz et al., 2004), soit en utilisant une approche quelque peu différente 

(Kruppa et al., 2003). Dans cette dernière approche, la protéine réticulée est injectée sans 

digestion préalable dans l’appareil, isolée et fragmentée (grâce aux différents types de 

fragmentation offerts par de ce genre d’appareil) afin de localiser les sites de réticulation en 

une seule étape.  

Mais les laboratoires n’étant que rarement équipés en spectromètres de masse de type FT-

ICR, les précisions de masses plus faibles des autres appareils ont été compensées par la 

réalisation d’analyses MS-MS sur les peptides réticulés. Ces analyses permettent de valider 

les identifications théoriques des peptides réalisés par les logiciels. 

Malgré tout, en dépit de la performance de la spectrométrie de masse comme outil d’analyse, 

la recherche des produits de réticulation est souvent compliquée et leur identification n’est pas 

toujours très précise. Ceci est dû notamment au faible rendement de la réaction qui génère une 

faible quantité de peptides modifiés par rapport aux peptides non modifiés. Plusieurs 

stratégies ont été envisagées pour pallier ce problème. Elles consistent soit à enrichir la 

solution en produits réticulés (par séparation des produits réticulés et non réticulés), soit à 

générer sur les produits modifiés une signature reconnaissable en masse pour en faciliter la 

détection. Ces différentes approches ont également eu pour but de discriminer les produits 

issus de réticulation intramoléculaire et des produits issus de réticulation intermoléculaire, 

ainsi que de différencier rapidement les produits modifiés par un pont interpeptidique de ceux 

modifiés par un pont intrapeptidique et de ceux modifiés par un agent réticulant hydrolisé.  
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1.4 Amélioration de la détection des peptides réticulés 

 

1.4.1 Les marquages isotopiques 

 

1.4.1.1 Marquage isotopique de l’agent réticulant 

 

L’incorporation d’isotopes lourds à l’intérieur même de l’agent réticulant permet la détection 

plus aisée des produits réticulés par leur profil isotopique caractéristique. Certains pré-requis 

sont alors nécessaires. Seuls les agents insérant une entité chimique peuvent être utilisées, 

cette condition exclut donc l’ensemble des agents dit de « longueur nulle ». Un deuxième 

critère est le ratio entre agent marqué et l’agent non marqué. Le meilleur ratio serait de 1:1. Ce 

ratio permet la détection des deux signaux avec le meilleur rapport signal sur bruit. Les 

spectres de masses générés après digestion des protéines réticulées marquées ou non, 

contiendront des massifs sous forme de singulets, caractéristiques de peptides non réticulés, et 

des massifs sous forme de doublets, caractéristiques des espèces réticulées (figure 51).  

Plusieurs études ont utilisé avec succès cette technique de marquage des agents. Par exemple, 

des agents BSP, BSG et BSS marqué d0, d4 ont permis l’obtention d’informations structurales 

sur la protéine Op18 et la caractérisation des interactions dans le complexe Op18/tubuline 

impliqué dans la déstabilisation des microtubules (Muller et al., 2001).  
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marqués à 50% avec des atomes lourds 
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Dans une approche similaire, les agents DSA et DMA sont marqués d0, d8 et utilisés dans le 

cadre de réticulations intramoléculaires sur le cytochrome c et la ribonucléase A (Pearson et 

al., 2002). Dans ces deux études les isotopes de l’hydrogène sont utilisés, mais il est 

également possible d’utiliser d’autres isotopes pour marquer les agents réticulants. Collins et 

ses collaborateurs ont utilisé des agents doublement marqués à l’18O et les ont testés sur des 

peptides modèles. Il semblerait que ce type de marquage ne causerait aucun effet isotopique 

lors des expériences de LC-MS, ce qui leur conférerait un avantage par rapport aux agents 

marqués avec du deutérium (Collins et al., 2003), les temps de rétention des produits marqués 

sont alors exactement les mêmes que ceux des produits non marqués. De plus, dans cette 

même étude, les agents marqués ou non ont été utilisés dans des solvants contenant de 

l’H 2
18O, ainsi les peptides modifiés par un agent hydrolysé ont pu être différencié des peptides 

réticulés (intra ou inter).  

Ces techniques de marquage des agents réticulants possèdent également un autre avantage 

remarquable : les peptides ayant incorporé un seul agent sont facilement différenciés des 

peptides avec deux modifications. En effet ces derniers apparaîtront sur le spectre de masse 

sous forme de triplet d’intensité 1:2:1 (Pearson et al., 2002). 

Le choix de la quantité d’isotopes lourds insérés dans l’agent déterminera la différence de 

masse entre les deux pics du doublet. Dans les études décrites précedement, l’écart est de 4 ou 

8 Da. Cet espacement doit permettre une séparation suffisante pour détecter les deux 

molécules même si elles sont fortement chargées, mais pas trop important pour permettre la 

sélection de tous les isomères lors d’éventuelles analyses MS-MS. 

Le principal inconvénient du marquage isotopique des agents réticulant réside dans la 

diminution du signal des peptides modifiés. 

 

 

1.4.1.2 Marquage isotopique des protéines 

 

Le marquage des protéines après ou lors de la digestion enzymatique, se révèle être également 

un outil performant pour le repérage des produits réticulés dans les spectres de masse. Deux 

stratégies sont alors envisageables, il est possible de marquer soit l’extrémité N-terminale, soit 

l’extrémité C-terminale des peptides. 

La première étude reportant l’utilisation de cette méthode a consister à identifier les produits 

issus de la réticulation de l’ubiquitine (Chen et al., 1999). Dans un premier temps, les 

groupements amine primaire de la protéine réticulée sont méthylés. Puis, après la digestion 
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trypsique, les nouvelles extrémités N-terminale des peptides générés sont dérivées avec du 

2,4-dinitrofluorobenzène marqué avec 3 deutériums et non marqué (rapport 1:1). Le profil 

isotopique des peptides non réticulés sera un doublet 1:1, tandis que le profil des peptides 

réticulés (pont interpeptidique) sera un triplet 1:2:1, puisque ces peptides réagiront deux fois.  

Pour le marquage des extrémités C-terminale, une propriété intéressante de la trypsine a été 

utilisée. Il a en effet été observé qu’après la digestion cette enzyme avait la capacité 

d’échanger les oxygènes de la nouvelle extrémité carboxy-terminale avec les oxygènes du 

solvant (Rose et al., 1988). Ainsi, la masse des peptides marqués diffère de celle des peptides 

non marqués de 4 Da. Cette propriété a été utilisée dans l’étude de la réticulation du complexe 

Rad18/Rad6 (Back et al., 2002 a). Lorsque la protéine réticulée est digérée soit dans de l’eau 

normale, soit dans de l’eau enrichie avec de l’18O. Pour les peptides non réticulés ou réticulés 

de façon intrapeptidique présenteront une différence de masse de 4 Da, tandis que les espèces 

réticulées de façon interpeptidique présenteront une différence de masse de 8 Da. Dans leur 

étude de la BSA, Huang et ses collaborateurs utilisent également la digestion dans de l’eau 

enrichie avec de l’18O. Cette utilisation permet, en plus de l’identification des produits de 

réticulation sur les spectres de masse, de faciliter l’attribution des ions fragments lors des 

expériences de MS-MS (Huang et al., 2004). 

Une autre utilisation du marquage isotopique lors des réticulations chimiques a permis de 

différencier les réticulations intramoléculaires et les réticulations intermoléculaires dans 

l’études d’homodimères d’interleukine 6 (Taverner et al., 2002). L’étude a consisté à 

mélanger en quantité équimolaire des molécules d’interleukine 6 non marquées et marquées 

avec du 15N. Les homodimères obtenus seront alors de trois types : 14N, 14N/15N et 15N. Après 

la réaction de réticulation et la digestion, les espèces présentant un profil isotopique sous 

forme de triplet ou de quadriplet indiqueront une réaction de réticulation entre les deux 

chaînes de protéine.  

 

 

1.4.2 La fluorescence 

 

Une méthode alternative aux marquages isotopiques consiste à utiliser des marquages 

fluorescents sur les agents réticulants. Cette technique a été utilisée par exemple dans l’étude 

de l’interaction entre la calmoduline et un fragment de la nebuline (Sinz et Wang, 2001). Un 

agent réticulant bifonctionnel liant les groupements thiol est utilisé (le DBB). Cet agent n’est 

pas fluorescent en solution mais le devient lorsque ses deux groupements réactifs ont agi. 
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Ainsi, après réticulation et digestion, les peptides modifiés sont détectés par fluorescence lors 

d’une HPLC avant l’analyse en spectrométrie de masse.  

Dans une autre étude l’agent SAED est utilisé pour la caractérisation du complexe entre la 

protéine gp120 et son récepteur cellulaire CD4 (Wine et al., 2002). Cet agent est composé 

d’un site de clivage (pont disulfure), d’un groupement réactif NHS-ester d’un groupement 

réactif photoactivable et d’un groupement fluorescent. Une première réaction de réticulation 

est réalisée sur les amines primaires, puis le deuxième groupement réactif est activé. La 

coupure au niveau du site S-S permet d’éliminer le marquage fluorescent des protéines non 

réticulées. Les protéines réticulées sont détectées par imagerie fluorescente sur un gel SDS, 

digérées dans le gel et les peptides générés sont analysés par spectrométrie de masse MALDI 

(figure 52).  
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Figure 52: Utilisation des agents réticulants fluorescents. 

(A)  : Schéma de l’agent réticulant utilisé 
(B)  : Stratégie expérimentale : La réaction de réticulation sur le complexe protéique se fait 

en deux étapes : tout d’abord grâce aux groupements NHS-ester, puis, après photo-
activation grâce au groupement azido. La protéine est digérée et les produits de 
réticulation sont détectés par imagerie fluorescente, avant d’être analysés par 
spectrométrie de masse. 

D’après Wine et al., 2002. 
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1.4.3 Les agents réticulants clivables 

 

Le dernier agent que nous avons décrit possédait un site de clivage. Ce type d’agent réticulant 

peut se révéler très efficace dans les expériences de réticulation notamment pour différencier 

les types de produits obtenus. L’agent clivable le plus couramment utilisé est le DTSSP. qui 

possède un pont disulfure pouvant être réduit par du DTT par exemple. Cet agent a été utilisé 

dans les études de l’homodimère ParR et du complexe CD28/CD80 (Bennet et al., 2000), et 

dans l’étude structurale d’un complexe de levure (Back et al., 2002).  

Les peptides modifiés sont présents sur les spectres de masse obtenus avant réduction et 

absent de ceux obtenus après réduction. Les différences de masse observées entre peptides 

modifiés et peptides non modifiés, avant et après réduction, permettront de discriminer les 

réticulation intrapeptidiques des réticulations interpeptidiques et des peptides présentant un 

agent hydrolysé (Swaim et al., 2004) (figure 53).   
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Figure 53 : Stratégie de discrimination des différents produits de réticulation par 

l’utilisation d’un agent clivable 

D’après Swaim et al., 2004 
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1.4.4 Les systèmes de purification 

 

Pour enrichir le spectre de masse en signal de peptides réticulé, un tag d’affinité peut être fixé 

sur l’agent réticulant, un agent trifonctionnel est alors obtenu. Cette stratégie a été utilisée 

pour étudier l’hétérodimère NC2 (Trester-Zedlitz et al., 2003). Un tag d’affinité de type 

biotine est greffé sur l’agent réticulant. Après l’étape de réticulation et la digestion, une 

purification sur colonne d’affinité (ici une colonne d’avidine) est réalisée. Seuls les peptides 

modifiés sont récupérés, ils peuvent donc être analysés seuls par spectrométrie de masse. 
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2 BUTS ET PRINCIPES DE L’ETUDE 

 

Dans cette étude, nous allons tenter d’appliquer, et d’adapter la méthode classique de 

réticulation intramoléculaire associée à la spectrométrie de masse sur une protéine modèle, le 

cytochrome c. Nous espérons ainsi obtenir des contraintes de distances entre différents acides 

aminés, qui nous permettront après traitement bioinformatique de déterminer la famille de 

repliement de la protéine. Nous espérons sur ce modèle développer une méthode applicable 

aux protéines dont la structure est inconnue. 

Les réticulations seront effectuées à l’aide de trois agents réticulants différents : le BS3, le 

DST et l’EGS. Ces trois agents sont des esters sulfo-NHS. Ils diffèrent par la longueur de leur 

bras espaceur : 6.3Å, 11.4 Å et 16.1 Å pour le DST, le BS3 et l’EGS respectivement 

(distances théoriques données par les fabricants). Ces agents hydrosolubles vont donc pouvoir 

réagir avec les chaînes latérales des lysines. Le NH2 terminal étant dans notre cas acétylé, il 

ne pourra pas réagir.  

Le cytochrome c a été choisi comme modèle car il est disponible facilement en grande 

quantité et que sa structure tridimensionnelle a pu être résolue précisément par RMN et par 

cristallographie par diffraction des rayons X. De plus, ses lysines sont en nombre important et 

réparties sur l’ensemble de la séquence, ce qui présage un taux de réticulation suffisant pour 

nos mises aux points. 

Le protocole expérimental est représenté figure 54. Après la réaction entre l’agent réticulant et 

la protéine, la réticulation est arrêtée par l’ajout de Tris, qui va hydrolyser les agents qui n’ont 

pas (ou que partiellement) réagi. Un passage sur un centricon éliminera l’excès d’agents 

réticulant. Puis la protéine réticulée est digérée avec de l’endoprotéinase Lys-C. Les produits 

de réticulation sont repérés par spectrométrie de masse et identifiés par calculs informatiques. 

Des expériences de MS-MS sur certains peptides réticulés permettent de valider 

l’identification théorique. Les contraintes de distances entre les lysines ainsi déterminées sont 

analysées par bioinformatique (figure 54). 
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Figure 54: Principe des réticulations intramoléculaires couplées à la 

spectrométrie de masse pour la détermination de familles de repliement. 
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3 RESULTATS ET DISCUSSION 

 

3.1 La réticulation intramoléculaire 

 

3.1.1 Les conditions de réticulation  

 

Lors de la réaction de réticulation, deux facteurs principaux peuvent être contrôlés : la 

concentration en protéine et le rapport entre l’agent réticulant et son substrat. La concentration 

en protéine doit être suffisante pour permettre les analyses ultérieures en spectrométrie de 

masse, mais si elle est trop importante, nous risquons de favoriser certains ponts 

intermoléculaires. De la même façon, le ratio agent réticulant/protéine doit être suffisant pour 

les analyses, mais s’il est trop important, il risque d’induire des déformations structurales 

importantes au niveau de la protéine, les informations de distance obtenues ne seraient alors 

plus significatives. 

Différentes conditions de réticulations ont été testées. Des cinétiques de réaction sont réalisées 

pour chaque agent. Et différentes concentrations en protéine et en agent réticulant sont testées. 

Il est apparu que le temps de réaction n’avait qu’un effet modéré sur la réticulation. Nous 

avons choisi d’utiliser le cytochrome c à une concentration de 140 µM. Les rapports de 

concentration sont calculés en fonction de la concentration en en agent réticulant par rapport à 

la concentration lysine (19 lysines par molécule de cytochrome c). Les rapports optimaux de 

la concentration en lysine sur la concentration en agent réticulant sont compris entre 0.5 et 

0.05. 

 

Pour chaque agent, le taux moyen de réticulation est déterminé par spectrométrie de masse 

MALDI-TOF (figure 55).  

La protéine incorpore donc entre zéro et quatre agents avec le BS3 et l’EGS et entre zéro et 

trois pour le DST. Dans ces conditions, nous sommes certains de limiter les distorsions dans la 

structure tridimensionnelle. 

Nous avons vérifié par spectrométrie de masse MALDI-TOF et par électrophorèse en 

conditions dénaturantes qu’aucun dimère n’avait été formé.  
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A ce stade de l’expérimentation, il nous est apparu indispensable de bloquer la réaction de 

réticulation avec certitude. Nous avons donc choisi de diluer notre échantillon dans du tampon 

Tris qui possède des amines réactives. Les agents réticulants fixés à une seule extrémité à la 

protéine et dont l’autre extrémité n’est pas hydrolysée vont réagir avec les molécules de Tris 

et s’hydrolyser totalement. Si l’extrémité non fixée n’est pas hydrolysée, des réactions de 

réticulation peuvent se produire après la digestion. Ces réticulations ne sont alors plus 
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Figure 55: Spectres de masse des protéines après réticulation obtenus par MALDI-TOF  

(A)  : Cytochrome C + BS3 : entre 0 et 4 adduits  

(B)  : Cytochrome C + DST : entre 0 et 3 adduits 

(C)  : Cytochrome C + EGS : entre 0 et 4 adduits 
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significatives car elles peuvent concerner des acides aminés qui n’étaient pas spatiallement 

proches dans la structure tridimensionnelle.  

 

 

3.1.2 Les produits de réticulation 

 

Les protéines réticulées sont digérées par de l’endoprotéase Lys-C. Cette enzyme a été choisie 

car elle coupe les liaisons peptidiques spécifiquement après les lysines. Or lorsque la lysine 

est modifiée (par un adduit d’agent réticulant), elle n’est pas reconnue par l’enzyme du fait 

d’un changement de conformation de son carbone asymétrique et de la modification de la 

charge et de l’encombrement stérique. Ainsi, nous aurons un contrôle supplémentaire de nos 

résultats, seules les masses correspondant à des peptides comprenant une coupure théorique 

non réalisée  (ou « missed-cleavage ») seront susceptibles d’être le résultat d’une addition 

d’agent réticulant. 

Les masses des produits issus de la réticulation sont déterminées par la comparaison des 

spectres de masse des produits de digestion de la protéine non modifiée et des spectres de 

masse des produits de digestion de la protéine réticulée avec un des trois agents. Les analyses 

sont réalisées de deux façons différentes : par MALDI-TOF sur le lysat non séparé (figure 57) 

et sur un Qq-TOF sur le lysat après séparation par chromatographie (figure 56). Ainsi, nous 

espérons détecter un maximum de produits avec à la fois une grande précision dans la masse 

et une résolution importante. La présence sur les spectres de masse des produits de la 

réticulation, d’ions de peptides provenant de la protéine non modifiée, nous permet de réaliser 

une calibration interne de nos spectres et d’attribuer ainsi une masse à chaque produit issu de 

la réticulation avec une grande précision.  

De cette façon, nous avons pu mettre en évidence 134 produits issus de la réticulation par le 

BS3, 55 produits issus de celle par le DST, et 76 produits issus de celle par l’EGS. 

A ce stade de l’étude, nous avons déjà pu observer une perte d’information. En effet, 

l’intensité du signal des peptides réticulés est généralement très inférieure à celle des peptides 

non modifiés. A cause de cette faible intensité certaines masses de produits de réticulation 

n’ont pu être attribuées avec une précision suffisante pour être exploitables dans la suite de 

l’étude.  

 

 

 






































































































































































