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I – Introduction 

D
éréplication : 

Identifier les m
olécules connues pour ne par perdre de tem

ps à les isoler ; 
 M

étabolom
ique : 

E
n substances naturelles, explorer la com

plexité pour identifier des 
m

olécules corrélées à un param
ètre extérieur ; 

P
harm

acognosie : 
É

tude des m
atières prem

ières et des substances d’origine biologique à 
potentialité m

édicam
enteuse = D

rug discovery. 



N
ature R

eview
s D

rug D
iscovery (2002) 1, 727-730 

- 
E

nviron 500 cibles identifiées pour les m
édicam

ents actuels ; 
- 

C
ibles = essentiellem

ent des protéines ; 

A
ctivité : IN

TE
R

A
C

TIO
N

 avec ces cibles. 

« A
ctivité biologique » ? 

  La spectrom
étrie de m

asse est une m
éthode en phase gazeuse  

U
tilisée en chim

ie analytique elle peut : 
 - 

D
onner la m

asse d’une m
olécule (petite ou protéique) ; 

U
tilisée en en biologie/m

édecine/pharm
acie, elle peut : 

 - 
Identifier et quantifier des m

arqueurs (de m
aladie, de vieillissem

ent…
) ; 

P
eut-elle faire plus ? 

« Les m
assistes cherchent à appliquer la M

S
 à virtuellem

ent toutes les 
questions scientifiques ! »(Loo, M

ass S
pectrom

 R
ev 1997). 



U
ne interaction im

plique la form
ation d’une nouvelle espèce protéine-ligand : 

La M
S

 peut indiquer nouvelle espèce, et donc inform
er sur cette interaction. 

 

Rq#:#ne#seront#pas#abordés#ici#:#
#2 

M
S#com

m
e#détecteur#(détec8

on#de#produits#de#réac8
on#enzym

a8
que,#d’adduits#

covalents…
)#;#

2 
Crosslinking#(U

V
,#chim

ique)#ou#label#par#radicaux#hydroxyls#;#
2 

Iden8
fica8

on#de#protéines#;#
2 

Échange#H
2D
#;#

2 
D
aniel,#Int#J#M

ass#Spec#2002#
#V
oir#notam

m
ent#H

ofstadler,#Nature'Rev'2006#;#Schm
idt,#FEBS'Journal'2014.#

Fenn, A
ngew

 C
hem

 2003  

M
S

 de grosses m
olécules rendue possible : 

 - 
P

ar l’avènem
ent de l’E

S
I (Fenn, S

cience 1898, N
obel 2002) ; 

- 
puis par la dim

inution de R
F jusqu’à 300 kH

z = 32400 D
a : taille 

virtuellem
ent illim

itée (dépend des instrum
ents) ; 

- 
M

ise en évidence d’associations par E
S

I M
S

 : 1991 
 

D
’autres techniques existent pour étudier les interactions biologiques. 

 Avantages de la M
S

 : 
 - 

Sensibilité (pM
 de prot. - C

om
pense l’aspect destructeur) : vs R

M
N

, R
X

, ITC
 (m

M
) ; 

- 
Sans isolem

ent strict : vs quasi toutes les autres m
éthodes ; 

- 
A

pplicable à des m
élanges (d’intérêt ou m

atrice) ; 
- 

R
apidité (m

esure effective : 1/100 s.) ; 
- 

Sans m
arquage isotopique systém

atique ; 
- 

Sans fixation ou étiquetage : vs S
P

R
, Fluorescence A

nisotropy, FR
E

T; 
- 

A
utom

atisable 
- 

D
onnées expérim

entales relativem
ent accessibles (vs R

X
 par ex.) ; 

- 
A

utres techniques : R
P

E
, C

D
, U

V, IR
, D

ynam
ic Light S

cattering, gel shift, Isotherm
al 

Titration C
alorim

etry, frontal chrom
atography…

 



II – Les grands principes : FA
Q

 
Les protéines ne sont-elles pas dégradée dans la source ? 
 Interactions intra-protéine : 
covalentes, non covalentes ioniques, non covalentes hydrophobes 
A

ssociation ligand-biom
olécule :  

ensem
ble de liaisons V

dW
, H

, ionique, hydrophobes en solution. 

Liu, JA
C

S
 2009 ;  M

arcoux S
tructure 2013 ; B

reuker Int J M
ass S

pec 2004 

Liu, JA
C

S
 2009 ;  M

arcoux S
tructure 2013 ; B

reuker Int J M
ass S

pec 2004 

Théoriquem
ent, la désolvatation : 

 - 
peut renforcer les liaisons H

 au point de de les rendre aussi fortes que des liaisons covalentes ; 

- 
P

eut affaiblir les liaisons hydrophobes : 
- 

S
ont supposées fragile en phase gazeuse, 

- 
m

ais de fait, nom
breux travaux dém

ontrent qu’elles subsistent ! 
- 

O
n pense que le tem

ps entre désolvatation et m
esure est plus court (qq m

s) qu’un éventuel 
réarrangem

ent structural, et qu’il existe une certaine « m
étastabilité » de ces liaisons. 

- 
D

e plus les forces de Van der W
alls ne sont théoriquem

ent pas affectée par le vide : plus 
im

portantes que prévu ? 
- 

E
nfin, sim

ulations de dynam
ique m

oléculaire ont m
ontré que la désolvatation augm

ente le 
nom

bre de liaisons H
. 

- 
N

e peut pas laisser inchangées les liaisons électrostatiques (constante diélectrique du vide = 
1 !) 

 À
 ce stade : 

P
as de règle absolue, m

ais plusieurs dém
onstrations en faveur d’une stabilité des protéines, 

notam
m

ent via des K
D  en phase gazeuse corrélés avec K

D  en solution. 



D
es interactions « non-biologiques » ou « non spontanées » peuvent-elles apparaître 

dans la source ? 
 Vraisem

blablem
ent non : rapide, elles sont faibles, m

al orientées, se dissocierait 
spontaném

ent égalem
ent…

  
P

récaution : utilisation d’une protéine-contrôle, ne se liant pas spécifiquem
ent 

A
u pire, traitem

ent statistique d’un signal non-spécifique. 

Les com
plexes ne se dissocient-ils pas dans la source ? 

 D
im

inuer l’état de charge contribue à dim
inuer ce risque (dim

inue l’énergie cinétique et 
donc les collisions). 

Faut-il purifier la protéine ? Faut-il l’utiliser à des concentrations physiologiques ? 
 S

ouvent on ne connaît pas vraim
ent les concentrations physiologiques : 

com
partim

entations cellulaire, associations, rafts m
em

branaires…
 

 Théoriquem
ent, on peut tester des extraits sur des m

élanges de protéines, m
ais en 

pratique c’est m
ieux de tester une m

olécule sur une cible…
#

O
ligom

ères de α
B2crystalline#(H

SP#du#cristallin)#:#la#M
S#m

ontrent#que#les#oligom
ères#

de#nom
bre#pair#sont#plus#représentés,#ce#que#ne#peut#pas#faire#la#SEC.#

B
enesch, C

urr O
p S

truct B
iol 2009 

La M
S

 est-elle quantitative pour des protéines ? 
 O

ui en théorie si on com
pare des espèces sim

ilaires (protéine libre et prot + ligand sont 
considérées sim

ilaires tant que l’augm
entation de m

asse <10%
, m

ais pas toujours vrai). 
 N

on si on com
pare des espèces différentes. 

 Lim
itations liées aux grosses protéines, qui peuvent induire une m

auvaise désolvatation 
dans la source.  



C
om

m
ent voit-on une protéine en M

S
 ? 

Spectre#observé#:#
Pics#de#m

/z#m
ul8

ples#en#
raison#de#la#m

ul8
plicité#des#

charges#possibles#

Spectre#
déconvolué#

(A
po2calm

oduline#=#sans#Ca
2+)#

(A
po2calm

oduline)#

III – Q
uels partenaires, quelles interactions ? 

D
ifférents exem

ples : 
 - 

P
rotéine - m

étal ; 
- 

A
cides nucléiques – ligand ; 

- 
P

rotéines – grosses m
olécules ; 

- 
P

rotéine – protéine ; 
- 

P
rotéines transm

em
branaires – ligands…

 



P
rotéine - m

étal : 

A
po2calbindine#60#µM

#

A
vec#acétate#de#Ca#1#m

M
#:#

Calbindine#2#8H
+#+#4#Ca

2+##

Veenstra B
iophys C

hem
 1999 

calbindine#+#N
a
+#ou#

ED
TA

#liés#non2
spécifiquem

ent#

Veenstra B
iophys C

hem
 1999 

Calbindine#+#Ca
2+#

en#excès#m
olaire#5x#

Calbindine#+#Cd
2+#

en#excès#m
olaire#10x#

Rappel#:#les#abondances#sont#propor8
onnelles#à#la#

concentra8
on.#

#Pas#de#(calbindine#+#1#Ca
2+)#:#soit#un#Ca

2+#soit#deux#
La#fixa8

on#d’un#prem
ier#Ca

2+#augm
ente#l’affi

nité#
pour#le#Ca

2+#de#sorte#que#le#Ca
2+#libre#se#lie#

préféren8
ellem

ent#à#la#form
e#(calbindine#+#1#Ca

2+).#

Le#Cd
2+#se#lie#m

ais#n’a#pas#d’eff
et#sur#la#protéine.#

Liaison#iden8
que#sur#chacun#des#2#sites#

indiff
érem

ent#de#façon#non2coopéra8
ve.#



Veenstra B
iophys C

hem
 1999 

R
écepteur à la Vit D

 : lie un ligand, puis du Zn, puis se fixe sur A
D

N
. 

M
ultiples sites de fixation du Zn

2+ : 2 de forte affinité, 3 de faible affinité. 

R
écepteur + A

D
N

 + Zn
2+ 100 µM

 : 
Form

ation de com
plexes en 

m
onom

ères et dim
ères.  

m
onom

ères 

dim
ères 

récepteur 

Veenstra B
iophys C

hem
 1999 

R
écepteur + A

D
N

 + Zn
2+ 200 µM

 : 
D

im
inution de form

ation de com
plexes 

com
plexes déstabilisés 

R
écepteur + A

D
N

 + Zn
2+ 100 µM

  

R
A

IS
O

N
 ? 

(exp dém
ontrant que non lié à la 

force ionique) 



Veenstra B
iophys C

hem
 1999 

R
écepteur + Zn

2+ 100 µM
 : 

Liaison m
ajoritairem

ent de 2 
Zn

2+  

C
onclusion : 

 - 
la liaison de 2 Zn

2+ sur les sites 
de forte affinité conduit à 
l’association récepteur-A

D
N

 

- 
La liaison Zn

2+ sur les sites de 
faible affinité conduit à la 
dissociation récepteur-A

D
N

. 

R
écepteur + Zn

2+ 200 µM
 : 

Liaison m
ajoritairem

ent de 3 
Zn

2+  

Veenstra B
iophys C

hem
 1999 

#
[Lysozym

e+8H
] 8+

#
[Lysozym

e#
+substrat#n

6 ] 8+
#

[Lysozym
e#

Libre+7H
] 7+

#

[Lysozym
e#

+substrat#n
4 ] 8+

###
##

[Lysoz.#
+subst#n

3 ] 8+
#

##

##
##

M
ise#en#contact#

Temps#croissant#

P
rotéines - grosses m

olécules : 



A
cides nucléiques (A

D
N

, A
R

N
) - ligands : 

R
osu, B

iochim
ie, 2008 

A
D

N
 

Ligand 

Com
plexes#Q

uadruplex#F21T#:#A
zatrux#

Ligand#de#G
2quadruplexes#:#

M
urat, C

hem
 S

oc R
ev 2011 ;  



N
om

breuses#substances#naturelles#testées#sur#les#G
2quadruplexes#:#

Xanthones,#chelerythrine,#taspine,#flavonoïdes…
#A
l8
eri,#M

olecules#2013#;#Tan#Rapid'Com
m
'

M
ass'Spectro#2013#;##Bai,#Scien:f'Reports'2014…

)#

######

Berbam
ine#

Q
1#=#quadruplex#G

G
A
8#

P#=#Berbam
ine#

E
bong, P

N
A

S
 2011 

P
rotéine (s) – protéine (s) : 



P
rotéines m

em
branaires - ligands : 

 U
n défi quelque soit la technique d’exploration ! 

E
S

I-M
S

 à ses débuts dans ce dom
aine. 

 A
stuce : encapsulation dans m

icelles de détergents, 
ionisation puis libération par collision. P

eut libérer le 
ligand aussi ! 
 E

x : P
-gp : ATP

-binding transporter, m
em

branaire, 2 
régions à 6 hélice transm

em
branaire.  

 

H
ooper A

ngew
 C

hem
 2012, M

arcoux, S
tructure 2013 

  

E
ffet d’un ligand objectivé par IM

-M
S
#

Lipides#anioniques#

Lipides#zw
is
erioniques#

Les 2 conform
ation de P

-gp
#

Fixation préférentielle de lipides négatifs#

C
om

m
ent libérer une protéine m

em
branaire de sa m

icelle de 
détergent ? Il faut une énergie de collision im

portante, m
ais qui se 

dissipe dans la dissociation (perte de neutre) des m
olécules de 

détergents. 
Im

portance de : 
- 

N
ature du détergent ; 

- 
Interface avec protéine ; 

- 
Taille de la m

icelle. 

D
issociation du détergent inefficace

#

D
issociation du détergent optim

ale
#

D
issociation du détergent excessive #

M
arcoux, S

tructure 2013 



M
arcoux, S

tructure 2013 

P
erspectives : 

 - Lors de la désolvatation, concentration des 
détergents : risque de dénaturation protéine. 
S

olutions : 
- 

utiliser des détergents com
patibles avec la M

S
 

et plus adaptés : 
- 

m
im

er la m
em

brane avec des surfactants 
am

phiphiles 
- 

nanodiscs…
 

- 
O

bserver une pom
pe m

em
branaire « en action »…

 

- 
O

bserver la m
em

brane autour du récepteur…
 

M
arcoux, S

tructure 2013 ; Laganow
sky, N

at 
P

rotocols 2013 ; M
arty, A

nal C
hem

 2012 



IV
 – P

rotocoles et inform
ations obtenues 

A
bordés ici : 

 - 
C

ouplages ; 
- 

D
éterm

ination de K
D  ; 

- 
C

hangem
ent de conform

ation ; 
- 

S
A

R
 par M

S
 ; 

- 
C

riblage…
 

Couplages#:#
#La#M

S#u8
lisée#dans#des#tests#biologiques#en#ligne:#

#1)#Réac8
ons#enzym

a8
ques#:#

2 #Les#réac8
ons#enzym

a8
ques#se#font#en#m

ilieu#liquide;#

2 #Les#enzym
es#cytosoliques#sont#des#protéines#libres#et#solubles.#

D
onc:#il#est#possible#de#reproduire#une#réac8

on#enzym
a8

que#sur#l’éluat#d’une#colonne#H
PLC.#

#
Exem

ple#1#:#détec8
on#de#m

olécules#inhibant#l’acétylcholinestérase#:#

D
e Jong, J C

hrom
 A 2006 



S
ubstrat 

P
roduit 

A
nalyte à 288 

Fragm
ent 

d
�analyte 
à 213…

 

…
#et#à#288#

2)#A
ffi
nité#ligand/récepteur:#

2 Est2il#possible#de#détecter#une#liaison#entre#un#ligand#et#son#récepteur#?#

Exem
ples#

D
étec8

on#de#ligands#du#récepteur#aux#œ
strogènes#alpha#dans#la#grenade,#par#déplacem

ent#du#
coum

estrol#(=#dim
inu8

on#de#la#fluorescence#du#produit):##

Le#coum
estrol#change#de#fluorescence#selon#qu’il#est#libre#ou#lié#au#récepteur.#

van E
lsw

ijk, P
hytochem

istry,2004  



2)#Criblage#de#ligand#puis#dissocia8
on#par#RA

M
#

van E
lsw

ijk, Int J M
ass S

pec, 2001  

Ram
#m

edium
#:#

Extrait#sans#ligand#injecté#sans#la#colonne#RA
M
#N
°1#:#

Com
posés#de#l’extrait#visualisés#

Extrait#avec#ligand#(M
)#injecté#dans#le#

systèm
e#intégral#



D
éterm

ination de K
D  : 

 D
e nom

breuses m
éthodes de 

déterm
ination par M

S
, 2 types : 

 Via le contrôle des concentrations : 
- 

P
réparation de plusieurs m

élanges 
variant par le rapport ligand/cible ; 

- 
Incubation suffisante m

ais 
identique ; 

- 
A

cquisition de spectres à 
l’équilibre ; 

Via le contrôle cinétique : 
- 

Incubation d’un m
élange donné ; 

- 
M

esure de l’association au cours 
du tem

ps. 

H
opper, A

ngew
. C

hem
. 2014 

K
em

pen, A
nal C

hem
 2000 ; Jaquillard, J A

m
 S

oc 
M

ass S
pec 2012 ; R

osu B
iochim

ie 2008 ; H
ofstadler, 

N
at R

ev 2006, D
aniel Int J M

ass S
pec 2002, K

itova J.'
Am

.'Soc.'M
ass'Spectrom

'2012 

E
x. de m

éthode de déterm
ination des K

D  : via C
ID

 

R
q : C

ID
 possible dans cellule de collision, m

ais aussi dans le fragm
enteur ! 

M
ais très sensibles aux param

ètres expérim
entaux : 

Influence du 
gaz de collision

#

Influence de la 
pression du 

gaz de collision 
(ici K

r)#

D
issocia8

on#de#
duplexes#d’A

D
N
#



- K
D  en solution = gold standard ; 

 - C
orrélation très bonne si essentiellem

ent liaisons ioniques 
P

lus aléatoire si liaisons hydrophobes im
pliquées. 

P
as de règle ni de consensus. 

P
ar contre, l’ordre relatif des affinité toujours très corrélées au in vitro. 

Les K
D  déterm

inés par M
S

 corrèlent-ils avec des K
D   en solution ? 

D
éterm

ination de l’allostérie 
 = liaison d’un m

odulateur entraîne un changem
ent conduisant à une autre liaison (ex : 

fixation coopérative du C
a

2+). 
 Intérêt de l’exploration par IM

-M
S

 : 
  

H
opper, A

ngew
 C

hem
 2014 



6
#

7
#

S
A

R
 by M

S
 : 

 E
x. de déterm

ination de ligands de la M
M

P
-3 

strom
élysine. 

M
éthode : 

 - 
Liaisons des com

posés 6 et 7 (ligands 
connus) quantifiée et caractérisée : 6 dans 
un rapport 1:2 et 7 dans un rapport 1:1; 

- 
D

éconstruction en fragm
ents 1-5, 

affinité quantifiée ; 
- 

C
onception d’un com

posé nouveau : 

NH

O

O

HN
O
H

O

- A
u final, activité sim

ilaire à 6…
#

O
ckey, B

ioorg M
ed C

hem
 2004 

C
riblage : 

D
ifférentes m

ises en œ
uvre :  

 E
xem

ple 1 : M
ultitarget A

ffinity/S
pecificity S

creening (M
A

S
S

) 
 - C

ible : R
N

A synthétique m
im

ant l’A
R

N
 ribosom

al 16S
 (ligands = arrêt synthèse 

protéique) ; 
- 

M
étabolites secondaires (fractions sur C

18 10 m
m

 ID
, 135 fractions) de S

treptom
yces 

rim
osus ; 

- 
S

ur FT-IC
R

 ; 

C
um

m
ins, J N

at P
rod, 2003 ; 

S
annes-Low

ery, Trends A
nal C

hem
 2000 

Fraction 146 + P
rotéine : 

- 
Liaison de la parom

om
ycine 

- 
A

utre ligand inconnu 818
#



M
S

 de la fraction 146 seule : 
818 : autre am

inoside. 

C
um

m
ins, J N

at P
rod, 2003 

E
xem

ple 2 : 
- 

85 extraits M
eO

H
, 200 m

g dans 5 m
L, 10µl testé sur anhydrase carbonique 34 µM

 
- 

S
ur S

E
C

-E
S

I-TC
-IC

R
 M

S
 

 S
E

C
 : 

- 
sert à élim

iner les petites m
olécules avant analyse. 

- 
D

oit être courte : 4X
10 m

m
 de S

ephadez G
25 faite m

aison : préserve com
plexes 

m
ais ne sépare pas toutes les petites m

olécules.  

Vu, J B
iom

olec S
creening 2008 



M
M
#=#2622,04#

[protéine] 11+#

[protéine] 10+#
[protéine+ligand] 11+#

2#Isolem
ent#d’une#coum

arine#de#Rutacée#australienne#ligand#de#l’A
C#

2#Com
pé8

8
on#avec#furosém

ide#évaluée#par#M
S#:#ligand#com

pé8
8
f#

Exem
ple#3#:#

«#Catch#&
#release#»#:#

2 
A
n8

corps#m
onoclonal#(scFv,#5#µM

)#;#
2 

M
élange#m

odèle#de#saccharides#(240#sucres#de#2#à#22#oses,#1#µM
),#contenant#3#ligands#

connus.#
2#Sur#Q

2IM
S2ToF,#nano2ESI.#

2#O
nt#dis8

ngué#les#isom
ères#par#fragm

enta8
on#;#

#

E
l-H

aw
iet A

nal C
hem

 2012 



204 saccharides 
P : protéine 
L : ligand 

E
xem

ple 4 : 
C

riblage de m
olécules antiplasm

odiales 

K.#M
uñoz,#A

.#M
aciuk,#K.#Spelm

an,#P.#G
rellier,#B.#Figadère,#Anal'Chem

'20112##



I - Les hém
atophages font du tri sélectif…

 
1) In'vitro':'tester#les#com

posés/extraits#sur#parasites#vivants#:#
Coûteux,#m

arqueurs#radioac8
fs,#chronophage…

#

Figure#d
�après#:#M

alaria:#progress,#perils,#and#prospects#for#eradica8
on,#Brian#M

.#G
reenw

ood#et'al.#J.#Clin.#Invest.#118(4):#126621276#(2008)#

2)#A
pproche#ciblée#:#interférer#avec#le#systèm

e#de#détoxifica8
on#de#l’hèm

e#

H
ém

oglobine 
H

èm
e 

(= Fe(II)-protoporphyrine IX
) 

H
ém

ine 
(hem

atine = O
H

-Fe(III)-protoporph., synth) 

D
im

ères d
�hém

ine 
H

ém
ozoïne 

(ß-hém
atine = version synthétique) 



II - l�hém
ozoïne = cible de choix 

2 #Liaison#à#l’hèm
e:#nécessaire#m

ais#pas#suffi
sant#:#

#2#V
acuole#diges8
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D
 - É

tudes de stabilité 

[Chloroquine]+#

[H
èm

e]+#
[H
èm

e+CQ
]+#

Fragm
enteur#150#V

#

Fragm
enteur#250#V

#



D
 - É

tudes de stabilité 

(de 160 à 400 V
) 

Q
uinoléines : 

A
m
odiaquine#

E
n pratique : sim

ple quadrupole (P
harm

acognosie)  ou triple quadrupole (S
A

M
M

). 

D
 - É

tudes de stabilité 

A
rtém

isinine : 

P
roportion 

d
�adduit 

form
é ? 



E
 - A

pplication à un extrait naturel 

- E
xtraction of alkaloids 

-  Incubation w
ith hem

e 
-  A

nalysis 
-  R

esults: 
m

/z = 940: [H
èm

e+quinine/quinidine] + 
m

/z = 910: [H
èm

e+cinchonine/cinchonidine] + 

Interest of such biological dereplication: 
 - C

om
pounds potentially active are detected 

 - D
irectly in the extract w

ithout isolation 
 - W

ith an structural indication: 
 A

llow
s targeted isolation for structural elucidation and activity confirm

ation. 

F - A
pplication à une chim

iothèque 

- Tw
o random

 96-w
ells plates tested (160 products) 

-  In H
TS

 screening (96-w
ells plates). 

- 18 com
pounds form

ing adducts (=22%
) 

-  These com
pounds tested on living parasites 

(P
lasm

odium
 falciparum

 F32 and K
1 strain) 

   -  R
esults: 
 - F32 (chloroquine-sensitive): 76%

 active 
 - K

1 (chloroquine-resistant): 47%
 actives. 

Conclusion#:#
#H
it2to2lead#prelim

inary#score#very#high#(classical#H
PI#assays#:#8%

).#



G
 – A

pplication à une série d’extrait de C
roton de G

uyane : 

Species 
Plant part 

Extraction 
solvent 

IC
50  (µg/m

L) 
C

Q
: 19,6 ± 2 µM

 
3D

7 strain 

A
dducts 
(m

/z) 
[M

+H
em

e] 

M
olecular ion 

(m
/z) of hem

e 
adduts 

C
roton  m

acradensis 
W

hole plant 
H

exane 
>100 

               - 
           - 

C
roton  m

acradensis 
W

hole plant 
E

thyle acetate 
41.02 

1.074 [M
+H

em
e] 

459 [M
+H

] + 

C
roton  m

acradensis 
W

hole plant 
M

ethanol 
>100 

1.004 [M
+H

em
e] 

389 [M
+H

] + 
C

roton  m
acradensis 

W
hole plant 

W
ater 

>100 
               - 

       - 

C
roton nuntians 

Leaves 
H

exane 
30,94 

               - 
       - 

C
roton nuntians 

Leaves 
E

thyl  acetate 
8,96 

990 [M
+H

em
e] 

375 [M
+H

] + 
C

roton nuntians 
Leaves 

M
ethanol 

40,11 
733 [M

+H
em

e] 
118 [M

+H
] + 

C
roton nuntians 

Leaves 
W

ater 
>100 

       - 
      - 

C
roton nuntians 

Leaves &
 rods 

H
exane 

26,11 
990 [M

+H
em

e] 
375 [M

+H
] + 

C
roton nuntians 

Leaves &
 rods 

E
thyl acetate 

8,74 
990 [M

+H
em

e] 
375 [M

+H
] + 

C
roton nuntians 

Leaves &
 rods 

M
ethanol 

82,83 
        - 

      - 

C
roton nuntians 

Leaves &
 rods 

W
ater 

>100 
        - 

      - 

C
roton  m

atourensis 
B

ark 
H

exane 
20.04 

941 [M
+H

em
e] 

954 [M
+H

em
e] 

215 [M
+H

] + 

C
roton  m

atourensis 
B

ark 
E

thyl  acetate 
6.75 

956 [M
+H

em
e] 

326 [M
+H

] + 
341 [M

+H
] + 

C
roton  m

atourensis 
B

ark 
M

ethanol 
>100 

956 [M
+H

em
e] 

341 [M
+H

] + 

C
roton  m

atourensis 
B

ark 
W

ater 
>100 

      -           
      -  

C
roton  m

atourensis 
Leaves 

H
exane 

44.02 
972 [M

+H
em

e] 
379 [M

+N
a] + 

C
roton  m

atourensis 
Leaves 

E
thyl  acetate 

29.69 
835 [M

+H
em

e] 
230 [M

+H
] + 

C
roton  m

atourensis 
Leaves 

M
ethanol 

48.47 
972 [M

+H
em

e] 
379 [M

+N
a] + 

C
roton  m

atourensis 
Leaves 

W
ater 

>100 
      - 

     - 

[M
+H

]=375,1 

[H
em

e 
+M

]=990,1 

E
xtrait : S

can 200-1000 

E
xtrait + hèm

e : 

S
can 700-1500 

Cas8
cine#

Présente#aussi#dans#Artem
isia'annua…

#



Veenstra, B
iophys C

hem
 1999 ; H

opper, A
ngew

 C
hem

 
2014 ; H

all, J.'Am
.'Soc.'M

ass'Spectrom
.#2012 

Changem
ent#de#conform

a8
on#:#

#L’état#de#charge#:#
#Conform

a8
on#:#déterm

ine#la#surface/l’exposi8
on#des#résidus#:#déterm

ine#la#protona8
on#:#

déterm
ine#la#série#d’état#de#charge#

Calbindine#
sans#Ca

2+#

Calbindine#
A
vec#Ca

2+#

Collision#cross#sec8on#(Å2)#

Cytochrom
e#c#:#

A
cidifica8

on#
alcalinisa8

on#

B
enesch, C

urr O
p S

truct B
iol 2009 

Pour#aller#plus#loin…
#



V
 – A

spects pratiques#
1) Influence de la source : 
 B

ut : 
- 

Ionisation m
ultiple m

ais pas trop ; 
- 

S
ans fragm

enter ; 
- 

S
ans dissocier les liaisons non covalents ; 

- 
S

ans excès de contre-ions. 
 P

our cela, il faut que : 
- 

Les gouttelettes produites soient fines ; 
- 

S
’évaporent rapidem

ent ; 
- 

Les analytes soient les seuls à absorber les charges. 

C
ependant : 

- 
Les protéines requièrent un m

ilieu aqueux, de pH
 contrôlé ; 

- 
Leur chrom

atographie im
plique souvent l’usage de contre-ions pour appariem

ent, 
notam

m
ent TFA :  

- 
affine pics (appariem

ent avec analytes et neutralisation silanols), m
ais : 

- 
Tension de surface élevée : m

auvaise form
ation de l’aérosol 

- 
A

ppariem
ent annule ionisation 

- 
U

sage d’autres acides/bases organique, volatiles, ou sels neutres (acétate ou 
form

ate d’am
m

onium
 : ne sont pas des tam

pons) 

P
roblèm

e insoluble ? 
 - 

Les protéines requièrent un m
ilieu aqueux, de pH

 contrôlé ; 

- 
Leur chrom

atographie im
plique souvent l’usage de contre-ions pour appariem

ent, 
notam

m
ent TFA :  

- 
affine pics (appariem

ent avec analytes et neutralisation silanols), m
ais : 

- 
Tension de surface élevée : m

auvaise form
ation de l’aérosol 

- 
A

ppariem
ent annule ionisation 

- 
S

olution : 
- 

N
e pas utiliser de tam

pons m
inéraux ; 

- 
utiliser d’autres acides/bases organique, volatiles, ou sels neutres (acétate ou 
form

ate d’am
m

onium
 : ne sont pas des tam

pons) ; 
- 

O
n peut com

penser l’effet de suppression de signal du TFA par ajout d’acide 
propionique/isopropanol 75:25 en proportion 1:2 avec l’éluat (augm

ente rapport 
S/N

 de 10 à 100), ou ajout de N
H

4O
H

. 
- 

D
ans le cas d’interactions faibles, il peut être nécessaire de dim

inuer l’état de 
charge : ajouter im

idazole, solvant basique avec la protéine, solvant organique 
dans la source. 

A
nnesley, C

lin C
hem

 2003 ; C
han, R

apid C
om

m
 M

S
, 2012 ; 

S
igm

a A
nalytics 2006 ; A

pffel, J C
hrom

 A 1995 



G
arcia#J'Chrom

'A
,#2002#

2 
TFA

#est#le#m
ieux#pour#la#sépara8

on#de#prot#en#H
PLC#phase#inverse,#m

ais#suppression#signal#
2 

A
cide#form

ique#(0,2%
#v/v)#ou#acé8

que#(0,3%
#v/v)#sont#de#bons#com

prom
is#sépara8

on/
détec8

on#
#M
A
IS#:#on#n’a#pas#toujours#besoin#de#faire#une#LC#des#protéines…

#

E
xem

ples de tam
pons ou “m

élanges de sels pseudo-tam
pons” com

patibles avec la LC
-

M
S

 : 
- pH

 acide : form
ate (pK

a 3,8), acétate (pK
a 4,8) 

-  pH
 neutre : acétate d’am

m
onium

 (m
oyenne pK

a 7,0), acétate/diéthylam
ine (m

oy. pK
a 

7,9), ethylène diam
m

onium
 diacétate (E

D
D

A
) 

-  pH
 basique : carbonate d’am

m
onium

 (m
oyenne pK

a 9,7) 
 A

dditifs : 
-  diéthylam

ine (D
E

A
) B

p 89°C
, triéthylam

ine (TE
A

) B
p 55°C

, am
m

oniaque : pK
a ≈ 11, 

pH
 à 0,1%

 ≈ 11 

P
our info : buffer database : http://w

w
w

.liv.ac.uk/buffers/buffercalc.htm
l 



Influence de la technologie de la source : 
 Les différents m

ode d’ionisation de type E
S

I : 
 - 

E
S

I : com
patible avec form

at standard de colonne 
et de fluidique ; 

- 
Jet-stream

 (A
gilent) ; 

  - 
N

ano-E
S

I : intérêt pour petites 
quantités (+ sensible, plus tolérant aux sels) ; 
  - E

S
S

I : très efficace, m
ais pas encore disponible 

com
m

ercialem
ent. 

 

ESI#(A
gilent)#

nanoESI#(W
aters)#

ESSI#
(brevet#2006#Takats)#

Jecklin, J A
m

 S
oc M

ass S
pectrom

 2008 

W
aters#ESI#Z#spray#

A
gilent#A

PCI#

Concep8
on#des#sources:#

But:#éviter#de#souiller/inonder#la#source.#

Solu8
on:#spray#orthogonal#ou#en#Z.#



A
utres problèm

es récurrents en M
S

 appliquée à la biologie ou aux S
N

 : 
 - 

La gam
m

e dynam
ique a une lim

itation ! 

La sensibilité : 
 - Liée à la concentration, pas à la quantité d’analyte : 
 - U

ne quantité donnée sera detectée si elle est concentrée : intérêt des débits plus 
faibles, des colonnes fines…

 
 - 

M
ode d’introduction : infusion ou couplage 

S
i couplage : - pb du débit : split, passif ou actif (m

ais m
oins d’analyte dans la M

S
…

) 
 

 
 - pd le la phase m

obile : m
ake-up (LC

 pour ligands, m
ake-up pour cible) 

Split#ac8
f#:#

Ex#:#G
1968D

#:#
split#ra8

os#can#
range#from

#
100:1#to#
100,000:1.##

Split#passif,#fixe#(Té)#ou#réglable…
#



 O
n décrit les perform

ances d’un instrum
ent de H

R
M

S
 par : 

 -  la résolution : capacité à distinguer deux m
asses : la 

résolution nécessaire pour distinguer un ion est 2 x m
/z. D

onc 
pour distinguer 1000 de 1001, la résolution doit être 2000. 
R

 = m
/Δ

m
. P

as d’unités. 
E

n ToF, résolution classique = 20 000. 
 -  La précision (variabilité entre plusieurs m

esures d’une m
êm

e 
m

asse), généralem
ent en ppm

 (précision à 1 ppm
 = capacité 

de distinguer 1 000 000 de 1 000 001, donc sur une m
asse de 

1 000 précision à 0,001). E
n ppm

. 

Ex#:#
pour#une#m

asse#=#118,#pour#une#com
binaison#C

02100 H
3274 O

024 N
024 ,#les#diff

érentes#com
binaisons#se#

dis8
nguent#par#0,004#unités#de#m

asse,#soit#0,004/(1026x118)=34#ppm
.##

U
n#instrum

ent#de#précision#34#ppm
#suffi

t.#
Si#m

asse#=#750#et#com
binaisons#C

02100 H
252110 O

0215 N
0215 ,#il#faut#une#précision#de#0,018#ppm

#pour#
n’obtenir#qu’une#form

ule#brute.#

R
ésolution : en avoir ou pas…

 

M
esures successives 

(plusieurs sont nécessaires 
pour obtenir le signal final) 

M
asse exacte de l’ion  

B
asse résolution 

M
auvaise précision 

H
aute résolution, 

M
auvaise précision 

H
aute résolution, 

B
onne précision 

H
aute résolution, 

bonne précision 
Instrum

ent m
al calibré 

R
ésolution et précision 

La résolution dépend de la m
asse des ions : 

L’analyseur doit “travailler” pour séparer des ions afin de les distinguer 

“Eff
ort”#nécessaire#pour#séparer#
deux#pe8

ts#ions#:#faible#

“Eff
ort”#nécessaire#pour#séparer#deux#gros#ions#:#grand#



- La M
S

 en biologie n’est pas LE
 S

E
U

L outil à privilégier, m
ais il est im

pératif de 
savoir qu’il existe et ce qu’il peut donner com

m
e inform

ation ; 
  - N

e pas se fier aux résultats d’une étude précise, m
ais tester le potentiel d’une 

m
éthode pour une application donnée, et sans a priori ; 

  - Les substances naturelles restent souvent un défi pour le chim
iste et 

l’analyste…
 

  - 
Le pharm

acognoste s’accom
ode m

al du dogm
e « une m

olécule / une cible » 
et est à l’affût de m

éthodes com
patible avec une exploration de la 

com
plexité (chim

ique des extraits et biologique des cible), de la synergie, 
etc. 

Q
uelques rem

arques en conclusion 


