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Plan de l’ED
• Interactions Moléculaires : 

Qu’est-ce que c’est? Comment les mesurer?

• Présentation de la PF

– Appareillages et Techniques

– Comparaison des informations 

• 3 Techniques

– Technique ITC: principe et résultats

– Technique SPR: mise au point d’un protocole expérimental

• Exemples de projets



Nano-Micro

Pr M. Wais Hosseini, Université Louis Pasteur, Strasbourg
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Interactions Moléculaires: définition

A + B A-B --- A-B’

Complexe
Récepteur 

Interactant 1
Partenaire 1

Ligand 
Interactant 2
Partenaire 2

Complémentarité de forme
de charges 
de taille



Réactions Chimiques: définition

A + B  C + D

Réactifs Produits

Liaisons covalentes: 
Cohésion des atomes au sein des édifices moléculaires
Courte portée,  forces de liaison/interaction plus fortes
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Interactions Moléculaires: définition

A + B A-B

Complexe moléculaireRécepteur Ligand 

ka

kd

1. Réversibilité

2. Equilibre

Kd a la dimension d’une concentration: 
son unité est le molaire « M » ou mol/L.
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Interactions Moléculaires: définition

A + B A-B

Complexe moléculaireRécepteur Ligand 

ka

kd

Plus l’interaction est forte, plus Kd est petit.

Kd dépend de  la température T
la pression P
l’environnement (pH tampon)



Les types d’interaction mises en jeu

• Liaisons électrostatiques attractives ou répulsives

– Charges (noyau , e-)

– Moment dipolaire

• Forces attractives de van der Waals (courte portée)

• Forces répulsives de Pauli

• Liaisons hydrogène (cohésion phases solides/liq) 

10fois – intense que liaison cov.

Charge/charge
Charge/dipôle

Dipôle/dipôle Kessom
Dipôle/dipôle induite Debye
Dipôle induit/dipôle instant. London



Pr M. Wais Hosseini, Université Louis Pasteur, Strasbourg



Les techniques d’interactions 
moléculaires

In-cellulo In-vitro

1. In solution
2. On a surface

In-silico

3 niveaux mais toutes les techniques sont complémentaires



Les techniques d’interactions 
moléculaires

In-cellulo/vivo

Méthode du double-
hybride

FRET/BRET
(Co-

immunolocalisation, 
Duolink PLA probe)

In-vitro

1. In solution

*biochimiques: 
Elisa, Co-IP, WB

*biophysiques: 
ITC, DSC, TSA, AUC,

FIDA, SEC-MALS

2. On a surface
SPR, BLI, QCM-D, 

SwitchSense

In-silico

Molecular dynamics

Docking

Modelling



PIM’s activity

 Thermal stability

 Oligomerization states

 Interaction

plateforme-pim@i2bc.paris-saclay.fr

TSA DSF DSC

SEC-RALS/LALS AUC

ITC

MST

FIDA

SPR BLI Hélix

mailto:plateforme-pim@i2bc.paris-saclay.fr


TECHNIQUE en SOLUTION:  ITC 



Technique ITC

Isothermal Titration Calorimetry

I Isothermal   → T=constante

T Titration → Injection d’une substance dans une autre

C Calorimetry → Mesure de chaleur

• Quand 2 substances interagissent, soit elles absorbent 
soit elles dégagent de la chaleur.

• Technique thermodynamique qui mesure directement la 
chaleur dégagée ou absorbée durant une interaction 
moléculaire.



Que mesure-t-on ?

• Physiquement, on mesure la capacité calorifique d’une 
interaction en fonction du temps.



Qu’est-ce que l‘ITC ?

La réponse ITC est exprimée en unités de µcal/s. C’est l’énergie qu’il faut fournir 
à la cellule échantilon pour revenir à la température de consigne de la cellule 
de référence.



Principe de l’analyse ITC

Mesure en temps réel

Pas besoin de marquer les molécules

Milieu complexe

Interaction en solution

Récepteur A
(macromolécule)

Molécule B



Principe de l’analyse ITC

Obtention d’une mesure brute

Récepteur A
(macromolécule)

Molécule B



Les différentes étapes d’une mesure ITC

1 seule étape (programmation) = la titration

1 mesure de référence = la dilution (contrôle négatif)

* Choix de la vitesse d’agitation

* Choix des concentrations des interactants A et B



Principe de l’analyse ITC

Vidéo Malvern: principe de la technique ITC

https://www.youtube.com/watch?v=o_IpWcWKNXI&t=6s

https://www.youtube.com/watch?v=o_IpWcWKNXI&t=6s


Analyse ITC – des facteurs à maitriser

3. Vitesse d’agitation

1. Concentrations de A et B

2. Milieu de l’analyse (identique)

Récepteur A
(macromolécule)

Molécule B
4. Température d’analyse



L’instrument d’ITC

Enceinte 
adiabatique

Cellule de 
référence (R)

Chargement 
échantillon

Station de lavage 
automatique de la 

seringue
Seringue d’injection 

avec moteur 
d’injection + agitateur 

magnétique

Cellule 
échantillon (S)

Ordinateur 
de pilotage 
et d’analyse

Système Peltier

Station de lavage 
automatique de la 

cellule



Expérience parfaite d’ITC

Enthalpogramme (isotherme) de bonne qualité

Sigmoïde de Boltzman



Extraction des données ITC

0



Les informations obtenues par ITC

• Stoechiométrie d’interaction entre 2 molécules (n)

• Mesure de la constante d’association Ka=1/KD

• Mesure de l’enthalpie et de l’entropie de réaction ΔH , ΔS

Connaissance du profil thermodynamique complet de 
l’interaction en 1 seule expérience: la comparaison des 
facteurs enthalpique et entropique révèlent les forces 
mises en jeu lors de la formation du complexe et le 
mécanisme d’interaction.



Les informations obtenues par ITC

Profils thermodynamiques

ΔH
Forces de l’interaction:
Liaisons hydrogènes
Liaisons ioniques
Interactions de van der Waals

ΔS
Interactions hydrophobes 
Déshydratation
Changement de conformation



Technique ITC

Avantages (+) Inconvénients (-)

– Mesure en temps réel
– Pas de marquage
– Mesure en solution
– Masse du composé indifférente
– 1 seule mesure
– Milieux complexes

– Volumes
– Présence d’alcool, DMSO
– pH à ajuster
– Choix des concentrations 



Application 1: Ion – Molécule chimique

Chélation du Calcium par EDTA
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Data: EDTA150615_NDH

Model: OneSites

Chi^2/DoF = 937,5

N 1,04 ±0,00297 Sites

K 5,31E5 ±2,08E4 M
-1

H -3296 ±13,18 cal/mol

S 15,1 cal/mol/deg
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Application 2: Sucre -Petite Molécule

Encapsulation de petite molécule dans β-cyclodextrine
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Data: M11_NDH

Model: OneSites

Chi^2/DoF = 4.365

N 0.990 ±0.00132
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H -4485 ±7.965
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Application 5: ADN-Dendrimères

Chargement de siRNA dans dendrimères

M. Deriu et al, Nanoscale 2018, 
vol.10, p.10952



Application 6: siRNA-Liposomes

Chargement en siRNA de liposomes

= formation de lipoplexes

T. Nascimiento et al, Langmuir 
2015, vol.32, p.1794



Application 7: Sucre-Nanoparticules

Molécule CD ou CD-P – Metal-Oxide-Framework (MOF)

V. Agostoni et al, Nature-Scientific
Reports 2015, vol.5, p.7925



Application 8: Molécule-Nanoparticules

Ciblage de l’os (hydroxyapatite) avec NP polymériques

L. De Miguel et al, Paharmaceutical
Research 2015, vol.32, p.1794



Evaluation des constantes cinétiques par SPR ou BLI 

KoffKon
kon

koff

Equilibre

in
je

c
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L + R   LR   

kon

koff

KD=koff / kon

Association: rapidité avec la quelle les 

molécules interagissent = kon (M-1s-1) 

Dissociation: rapidité avec la quelle les 

complexes se dissocient= koff (s
-1) 

45



Kinetic constants assessment

With the same KD value, kinetics can be different !!!

kon (M-1 s-1) koff (s-1)

𝐾𝐷 =
𝑘𝑜𝑓𝑓

𝑘𝑜𝑛

46



Kinetic constants assessment

With the same KD value, kinetics can be different !!!

kon (M-1 s-1) koff (s-1)

𝐾𝐷 =
𝑘𝑜𝑓𝑓

𝑘𝑜𝑛
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Kinetic constants assessment

With the same KD value, kinetics can be different !!!

kon (M-1 s-1) koff (s-1)

𝐾𝐷 =
𝑘𝑜𝑓𝑓

𝑘𝑜𝑛

48



 OctetRed96e (Fortebio - Sartorius)

= Bio-Layer Interferometry (BLI)
In wells (no fluidics)

 Affinity constant KD

 Kinetic constants : kon and koff

 Biacore T100 (Cytiva)

= Surface Plasmon Resonance (SPR)
In flow (cartridge)

 Affinity constant KD

 Kinetic constants : kon and koff

FACULTE DE 
PHARMACIE

Kinetics in interaction characterization = surface techniques

49



TECHNIQUE de SURFACE (1):  SPR



Qu’est-ce que la SPR ?

• Quand la lumière passe d’un milieu à un
autre, ayant chacun un indice de réfraction,
elle est déviée selon la loi de Snell-
Descartes:

• Lorsque l’on atteint un angle « critique », la
lumière est totalement réfléchie.











1

2sin
n

n
Arcc 21 nn 



Pour avoir la SPR ?

• Réflexion totale

• Fine couche de métal pour avoir résonance

• Onde évanescente  de distance de 
propagation λ

• La mesure de la chute d’intensité ΔI du 
faisceau réfléchi correspond à une mesure 
de l’angle de résonance Δθ

• Δθ en fonction de Δn du milieu biologique 
qu’il y ait ou non des molécules

• Δθ en fonction du temps est une mesure en 
continu de l’interaction sans marquage

z

x



Que mesure-t-on ?

• Physiquement, on mesure le déplacement du minimum de 
réflexion. 



Que mesure-t-on ? Quelle unité?

La réponse SPR est exprimée en unités de résonance (RU).  1 RU = 10-4°.

Pour la plupart des protéines, cela correspond à des changements de 
concentration de l’ordre de 1000RU = 1ng/mm2

 densité surfacique massique de molecules (QUANTITATIF)



Principe de l’analyse SPR  

Récepteur
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Principe de l’analyse SPR  

Récepteur

Molécule d’intérêt
en circulation

Puce

Mesure en temps réel

Pas besoin de marquer les molécules

Milieu complexe

Technique de surface



Principe de l’analyse SPR  

Récepteur

Molécule 
d’intérêt
en 
circulation

Puce

Obtention d’un sensorgramme

I II III



Les différentes étapes d’une mesure SPR

Immobilisation ou CaptureI



Les différentes étapes d’une mesure SPR

Immobilisation ou Capture

Association

État stationnaire

Dissociation

I

II



Les différentes étapes d’une mesure SPR

Immobilisation ou Capture

Association

État stationnaire

Dissociation

Régénération

I

II

III



Principe de l’analyse SPR  

Vidéo Cytiva: principe de la SPR

https://www.youtube.com/watch?v=nkcC9BLmlrA

https://www.youtube.com/watch?v=o8d46ueAwXI&feature=youtu.be


Analyse SPR – des facteurs à maitriser

Récepteur

Molécule d’intérêt
en circulation

Puce

3. Milieu de l’analyse = tampon

1. Chimie de couplage, 
orientation, intégrité du 
récepteur

4. Connaissance des échantillons
(Sensibilité des molécules, masse
molaire, concentration,…)

2. Taille des molécules et 
nature de l’interaction

0. Température



L’instrument de SPR

Tampon 
de 

course

Seringue et 
pompes 

pour  flux
Puce

Poubelle

Eau pour rincer le 
système fluidique

Optique et 
Cartouche 

Microfluidique

Aiguille pour 
prélèvement des 

échantillons

Echantillons et réactifs  
dans rack contrôlé en 

température
Ordinateur 
de pilotage 
et d’analyse



Expérience parfaite de SPR

Sensorgrammes de bonne qualité



Les information obtenues par SPR

• Spécificité d’une interaction entre 2 molécules (réponse 
oui/non  screening)

• Mesurer les vitesses d’association kon et de dissociation koff

• Mesurer la constante d’affinité KD

• Indirectement, mesurer la concentration effective d’un des 
interactants, après établissement d’une courbe de calibrage
ou non (CFCA)



Technique SPR

Avantages (+) Inconvénients (-)

– Mesure en temps réel
– Pas de marquage
– Petits volumes
– Faibles concentrations
– Echantillons colorés
– Multiplexage sur puce
– Large gamme de puces 
(possibilité de développement à 
façon)
– Contrôle de la température
–Masse du composé à détecter 
(100Da)

– 1 interactant immobilisé
– Flux permanent: transfert de 

masse
– Profondeur de détection 

(300nm)
– Pureté de l’échantillon
– Choix du modèle cinétique en 

fonction de la connaissance 
de ses échantillons



Application 3: Peptide Aβ1-42-Petite Molécule

Peptide AB1-42 – Molécules chimiques thérapeutiques

J. Kaffy et al, J. Medicinal Chemistry
2016, vol.59, p.2025



Application 3: Peptide Aβ1-42-Petite Molécule

Peptide AB1-42 – Molécules chimiques thérapeutiques

J. Kaffy et al, J. Medicinal Chemistry 2016, vol.59, p.2025

KD (M) Rmax (RU) offset (RU) Chi² (RU²)
1,583E-4 30,00 -0,8031 0,457



Application 4: Protéine-Protéine

M. Zahid et al, Anal. Biochem. 2011, vol.417, p.274



Application 6: Protéine-Lipoplexes
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Referenced 10%HA-1600kDa-Lipoplexes (2:1) in 
NaCl 150mM on CD44-Fc surface
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Récepteur CD44 – Lipoplexes fonctionnalisés HA

T. Leite-Nascimiento et al, 
Langmuir 2015, vol.31, p.11186



TECHNIQUE de SURFACE(2): BLI



Que mesure-t-on ?

• Physiquement, on mesure un décalage de spectre(Δλ) relié à la 
variation d’épaisseur au bout du sensor en nm.

 densité surfacique de molécules ( QUALITATIF)



Design d’une expérience
2) Plaque échantillons1) Plaque sensors

3) Définition des étapes de la manip



Principe de l’analyse BLI  

Récepteur

Molécule 
d’intérêt

dans puits

Sensor



Principe de l’analyse BLI 

Vidéo Sartorius: principe de la BLI

https://www.youtube.com/watch?v=LAuzx4HaBgY&list=PL7wUdfVJXkoBd81rhvl_pZA
CTeaQaEUB2&index=1

https://www.youtube.com/watch?v=o8d46ueAwXI&feature=youtu.be


L’instrument de BLI

Plaque 
sensors

8 
Spectrophotomètres

sur robotique

Plaques échantillons 
dans rack contrôlé en 

température
Ordinateur 
de pilotage 
et d’analyse



Expérience parfaite de BLI



Les information obtenues par BLI

• Spécificité d’une interaction entre 2 molécules (réponse 
oui/non  screening)

• Mesurer les vitesses d’association kon et de dissociation koff

• Mesurer la constante d’affinité KD



Example : DciA and DnaC loaders on DnaB helicase by BLI

EcDnaB + EcDnaC  
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Biotinylated oligonucleotide (50 nt) are immobilized onto the surface of a streptavidin (SA)-coated probe by its 3’ extremity
Association was performed with the indicated helicase at a concentration of 100 nM during 300s in a buffer solution containing ATP and
MgCl2. Dissociation was assessed in the same buffer for 600s. Increasing loader concentrations (from 0 to 200 nM in subunits, in blue to red)
were analyzed.

VcDnaB6•VcDciA6

In Vibrio cholerae In Escherichia coli

EcDnaB6•EcDnaC6

3'
5'

translocation

5'

Free 5'

LOADING

THREADING

B
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Marsin, S., et al. (2021). Nucleic Acids Research



BLI SPR ITC MST FIDA

KD value Indirect KD Direct Indirect

KD range low medium medium low-high

Kinetic constants YES (kon, koff) Qualitative No

ΔH, ΔS, ΔG Difficult to obtain YES NO

Sample Volume

200µL/well
(10-50µg/mL for 

immo, sample
around KD value)

Volumes
according to 

contact time & 
flow

350µL in cell @ 
30µM (10KD)

80µL in syringe 
@300µM (100KD)

4µL/capillary
(20nM fluo 
partner +

dilution series
from 20*KD)

50µL/mix
(10nM indicator 
+
0-20*KD analyte)

Time 30min 1h30 1h-2h 30min 1h

Cost
8€/sensors

maintenance
180€/chip

maintenance maintenance
0,3-1,6€/cap 110-250€/cap

DMSO Possible 5% Difficult (n) Difficult (cp) Possible

Dvpt
Capture/Immo
Regeneration

Capture/Immo
Regeneration

Concentrations Labelling
Labelling
Coating

Origin of errors Immobilization
Immobilization
Mass transfer

Concentrations Stickiness Stickiness

Comparison of interaction techniques



Démarche qualité

• Bonne caractérisation du matériel de départ 
(caractérisation biophysique et biochimique des 
protéines ou autres produits utilisés)

• Vérification régulière de l’appareil, maintenance 
hebdomadaire + fournisseur ISO 9001 (NFX 50-900)

• Suivi/Traçabilité des numéros de lot des puces, des 
réactifs, des produits utilisés



CONCLUSIONS

• Toujours caractériser ses échantillons (même 
commerciaux) pour améliorer la qualité des 
expériences

• Utiliser des techniques complémentaires pour 
consolider/tester son hypothèse

• Bien choisir son modèle d’ajustement en 
fonction de ses échantillons et son hypothèse


