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Aujourd’hui, il est important de disposer d’outils permettant d’attester de conditions anormales 

(physiologiques ou environnementales). Dans ce contexte, des marqueurs spécifiques de ces états 

anormaux doivent être trouvés et être présents dans des échantillons facilement accessibles. Ainsi, 

chez l’homme, on privilégiera des fluides comme le sang ou l’urine alors que pour un marqueur 

environnemental, il faudra se tourner vers des espèces sentinelles pouvant être rencontrées dans 

différentes régions. Parmi ces marqueurs, les protéines constituent une source de recherche 

importante car elles jouent des rôles primordiaux dans l’organisme comme le transport d’autres 

molécules d’un tissu à un autre. Il est donc indispensable de disposer de méthodes permettant de 

déterminer la concentration absolue de ces protéines dans la matrice sélectionnée. Actuellement, le 

dosage de marqueurs reconnus comme l’antigène spécifique de la prostate (PSA) chez l’homme dans 

le cas du cancer de la prostate se fait par des méthodes de référence telles que les méthodes 

immuno-enzymatiques. Cependant, le développement de nouveaux dosages par ELISA est très long à 

mettre au point et à valider (plusieurs mois) car il nécessite la production d’un (ou plusieurs) 

anticorps spécifique(s) de la protéine ciblée. Pour obtenir ces anticorps, un animal (généralement un 

lapin) est inoculé avec la molécule cible. Dans le cas des protéines, les chances de réussite pour 

obtenir un anticorps spécifique sont fortement augmentées lorsque la protéine entière est injectée 

dans l’animal. Des protéines pures sont cependant difficiles à obtenir. C’est pourquoi seulement un 

peptide de synthèse correspondant à une petite fraction de la protéine est parfois utilisé. Dans ce 

cas, l’obtention d’un anticorps spécifique de la protéine cible est encore plus délicate. Tout ceci 

engendre des coûts importants pour développer un dosage immuno-enzymatique. Bien que dans le 

domaine de la santé, ces coûts ne soient pas trop un frein car ils pourront être rentabilisés 

ultérieurement, ils représentent une grosse limitation dans le domaine environnemental. De ce fait, 

lorsqu’un anticorps dirigé contre une protéine est développé sur une espèce, il est généralement 

testé sur d’autres espèces pour voir s’il est possible de doser la même protéine mais le taux de 

réussite est généralement assez faible. Cette astuce est tout de même utilisée et peut être à l’origine 

de résultats peu fiables. 

Lorsqu’un marqueur est connu et que l’anticorps est disponible, les méthodes immuno-enzymatiques 

sont privilégiées pour le dosage en routine car elles permettent d’avoir une quantification rapide et 

automatisable. En revanche, s’il faut doser des centaines ou des milliers de protéines simultanément 

(ce qui est le cas dans la recherche de candidats pour découvrir un nouveau biomarqueur), il est 

inconcevable de développer un anticorps pour chaque protéine. Dans ce cas, il est nécessaire de 

développer des méthodes alternatives de dosage. Dans ce contexte, la chromatographie en phase 

liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) est devenue une alternative 

crédible aux dosages immuno-enzymatiques. Dans cette approche, les protéines sont d’abord 

digérées par une enzyme afin de générer des peptides. Ensuite, ces peptides sont séparés par 

chromatographie en phase liquide et quantifiés par spectrométrie de masse en mode de suivi de 

réaction sélectionnée (« Selected Reaction Monitoring » en anglais qui donne l’abréviation SRM). Si 

l’on prend l’exemple du plasma, l’une des difficultés dans cette approche par rapport à l’analyse de 

petites molécules réside dans la grande gamme dynamique des protéines plasmatiques ce qui va 

gêner la détection des protéines minoritaires par spectrométrie de masse (ce qui n’est généralement 

pas le cas lors d’un dosage de petites molécules puisque les protéines qui présentent des propriétés 

physico-chimiques très différentes des analytes sont éliminées de la matrice). La quantification de 

protéines par LC-MS/MS est cependant une technique jeune et en plein essor. En effet, il y a 
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quelques années, les limites de quantification étaient de l’ordre du microgramme de protéine par 

millilitre de plasma. Actuellement, ces limites sont situées autour du nanogramme de protéine par 

millilitre de plasma, ce qui est encore au-dessus des limites atteintes avec les dosages immuno-

enzymatiques. Tout moyen permettant d’améliorer la sensibilité des dosages par LC-MS/MS présente 

donc un fort intérêt. Les dosages de protéines par spectrométrie de masse souffrent d’autres 

limitations liées au fait que la quantification se fasse sur un peptide et non sur la protéine entière. 

D’abord, le dosage d’une même protéine peut se faire par le biais de différents peptides rapporteurs 

ce qui peut rendre difficile la comparaison des méthodes de dosage mises en place par différents 

laboratoires. En effet, la sensibilité finale de la méthode va notamment dépendre de la réponse 

intrinsèque du peptide en électrospray. Ce nombre de  peptides potentiels peut cependant être 

assez faible pour des petites protéines ou peut même être égal à un. Dans ce cas, une autre difficulté 

se dresse si ce peptide peut subir des modifications post traductionnelles (comme des 

phosphorylations ou des glycosylations) ou des modifications chimiques. En effet, par LC-MS/MS, un 

rapport masse sur charge est mesuré. Ainsi, si le peptide est modifié, sa masse va changer et il ne 

sera alors plus détecté. Afin d’éviter cette absence de détection du peptide modifié, une étape 

supplémentaire de préparation d’échantillons doit alors être introduite pour que tous les peptides 

portent la même modification. Le peptide va ainsi se trouver sous une seule forme. La quantité de 

peptide détecté reflètera donc la quantité totale de la protéine cible présente dans le mélange et 

non pas seulement la quantité de protéine cible ne présentant pas la modification post 

traductionnelle sur le peptide rapporteur choisi. 

Les objectifs de ce travail de thèse sont donc d’une part le développement de méthodes de 

quantification de biomarqueurs protéiques par spectrométrie de masse et d’autre part la recherche 

de moyens permettant de diminuer les limites de détection par LC-MS/MS. Concernant l’aspect du 

développement de méthodes de dosage, deux protéines ont été étudiées. D’abord, dans le cadre du 

Plan National de Recherche sur les Perturbateurs Endocriniens (PNRPE) lancé en 2005, une protéine 

(la vitellogénine) impliquée dans la reproduction d’un crustacé (Gammarus fossarum) a été dosée. 

Cette étude présente un intérêt majeur en écotoxicologie car les invertébrés sont peu étudiés bien 

qu’ils représentent plus de 95% des organismes vivants. De plus, aucune méthode directe de 

quantification absolue de cette protéine n’est disponible. L’un des grands défis de la méthode 

présentée est de doser de façon spécifique une protéine dans un organisme pour lequel le génome 

est très majoritairement inconnu. Le but ultime de ce dosage est ensuite de suivre l’évolution de 

l’expression de la vitellogénine afin de déterminer si des perturbateurs endocriniens ont été présents 

dans le milieu environnemental. L’objectif est donc plutôt de s’intéresser aux effets d’une pollution 

que de déterminer la nature du polluant, surtout si ce dernier a disparu.  

La seconde protéine étudiée va permettre de traiter d’un cas problématique en spectrométrie de 

masse : il s’agit de la présence d’une méthionine dans le peptide étudié. En effet, les méthionines 

peuvent s’oxyder ce qui représente à ce jour une grosse limitation en spectrométrie de masse 

puisque cette oxydation n’est généralement pas maîtrisée. Par conséquent, elle va engendrer un 

biais dans le dosage. La méthode ainsi développée a été appliquée à la quantification d’une protéine 

plasmatique (l’apolipoprotéine E) et à l’un de ses isoformes majoritaires (l’apolipoprotéine E4) qui 

présenterait un intérêt majeur dans la maladie d’Alzheimer. Cependant, le seul peptide disponible 

après digestion par de la trypsine pour quantifier l’isoforme E4 contient une méthionine. L’objectif de 

l’étude a donc été de s’affranchir du problème lié à la méthionine et de réaliser un dosage de cette 
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protéine dans une cohorte de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (n = 673) afin de 

déterminer si la concentration plasmatique de cette protéine permet de dépister la maladie 

d’Alzheimer. 

Enfin, la dernière partie de ce travail a consisté en l’étude de l’impact de la chromatographie liquide, 

et plus particulièrement de l’influence de la phase mobile sur la sensibilité du dosage par 

spectrométrie de masse. En effet, la séparation chromatographique est souvent négligée. Cette 

étude a été divisée en deux parties : d’abord l’influence du solvant (acétonitrile ou méthanol) en 

phase inverse, qui est le mode de séparation utilisé par défaut. Ensuite, un autre mode de 

séparation a été évalué : il s’agit de la chromatographie liquide d’interactions hydrophiles (HILIC) qui 

a déjà montré un grand potentiel dans l’analyse de petites molécules. En revanche, à ce jour, aucune 

étude sur l’intérêt de ce mode de séparation pour la quantification absolue de peptides n’a été 

réalisée. 

Avant de présenter ces résultats, nous allons dans un premier temps revenir sur le principe de la 

quantification de protéines par spectrométrie de masse. 
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L’objectif de ce chapitre est de présenter l’intérêt des biomarqueurs protéiques et leur quantification 

en s’attachant plus particulièrement à ceux analysés par spectrométrie de masse. Dans une première 

partie, la notion de biomarqueur sera donc définie puis les différentes étapes permettant de valider 

un biomarqueur seront abordées. Ensuite, le rôle de la spectrométrie de masse dans la quantification 

sera développé. Enfin, la méthodologie pour quantifier une protéine par spectrométrie de masse 

sera détaillée. 

 

I) Les biomarqueurs 
 

Les biomarqueurs présentent un intérêt croissant au cours de ces dernières décennies comme 

l’atteste la Figure 1. En effet, la recherche du nombre de publications contenant le terme 

« biomarker » dans PubMed au cours des vingt-cinq dernières années montre que ce nombre est en 

accroissement permanent : 

 

Figure 1 : Nombre d’articles listés dans PubMed depuis 25 ans et contenant le terme « biomarker ». 

 

Afin de comprendre l’intérêt croissant concernant la recherche sur les biomarqueurs, revenons 

d’abord sur leur définition. 

 

I.1) Définitions 

 

Dans le domaine de la santé, un biomarqueur est une caractéristique qui est mesurée objectivement 

et évaluée comme un indicateur de processus biologique normal, pathologique ou de réponse 
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pharmacologique à un agent thérapeutique. Un biomarqueur peut permettre (i) une détection plus 

précoce d’une maladie, (ii) d’augmenter la sélection des patients qui répondent préférablement à 

des cibles thérapeutiques et (iii) un suivi en temps réel ou même une prédiction de l’efficacité d’un 

traitement1. 

Un test idéal de diagnostic de biomarqueur doit être rapide, facile à réaliser et permettre la 

détection précoce d’une maladie, préférablement avec 100% de sensibilité et de spécificité. La 

sensibilité est définie par :  

 

Et la spécificité est donnée par : 

 

 

Pour avoir le plus grand impact, un biomarqueur doit être accessible par un prélèvement le moins 

invasif possible (par exemple dans l’urine ou le sang). Le dosage doit également permettre de suivre 

des milliers d’échantillons à haut débit et à un coût raisonnable en utilisant des équipements 

accessibles2. 

Dans le domaine environnemental, le rôle d’un biomarqueur est de dépister une pollution ou de 

suivre son évolution. Ce dépistage et ce suivi se font en mesurant l’impact des polluants sur la faune 

et la flore. Un exemple de biomarqueur environnemental de la perturbation endocrinienne sera 

présenté dans le deuxième chapitre de ce manuscrit. 

 

I.2) Les différentes familles de biomarqueurs 

 

On distingue quatre grandes catégories de biomarqueurs : 

- L’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) : il permet d’évaluer des prédispositions génétiques 

à une maladie (variants génétiques …), la présence de méthylations3. 

- L’Acide RiboNucléique (ARN) : la quantité d’ARN exprimée peut servir d’indicateur. Les 

différences d’épissage peuvent également être utilisées comme biomarqueur. 

- Les petites molécules (métabolites, hormones…) : elles reflètent l’activité de la cellule4 

- Les protéines : elles sont le reflet de l’expression des gènes et sont retrouvées dans des 

matrices facilement accessibles comme le sang. Leur taux d’expression ou leurs 

modifications post-traductionnelles (taux de phosphorylation, de glycosylation, protéines 

inactives…) peuvent être révélateurs d’une pathologie. Par exemple, un taux élevé 

d’antigène spécifique de la prostate (PSA) est corrélé à un risque très important de 

développer un cancer de la prostate. 
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Ce travail de thèse s’est intéressé exclusivement aux biomarqueurs de nature protéique. La 

validation des biomarqueurs se déroule en plusieurs étapes que nous allons à présent détailler. 

 

I.3) La validation de nouveaux biomarqueurs 

 

Parmi les différentes matrices biologiques où l’on peut retrouver des biomarqueurs, le sang est une 

matrice assez facilement accessible. Il y a trois principales difficultés dans la découverte d’un 

biomarqueur protéique dans le sang : la complexité du plasma, la faible abondance de biomarqueurs 

spécifiques de maladies et la grande variabilité biologique (i.e. deux individus sains peuvent 

présenter des concentrations assez variables de la même protéine). Le groupe de S.A. Carr a décrit un 

processus détaillé pour la validation de biomarqueurs à travers six étapes successives : la découverte, 

la qualification, la vérification, l’optimisation, la validation clinique et la commercialisation5. Une 

partie de ces étapes est représentée dans la Figure 2 : 

 

Figure 2 : Les étapes du développement d’un nouveau biomarqueur (d’après Rifai et al.
5
). 

 

La phase de découverte permet de lister les protéines qui sont exprimées de façon différente entre 

un état sain et un état malade. Elle se fait généralement sur l’analyse de peu d’échantillons (quelques 

dizaines) et permet de lister jusqu’à plusieurs centaines de protéines candidates. Les échantillons 

utilisés peuvent être des modèles (des souris ou des lignées cellulaires) ou une variété de fluides et 

de tissus humains. A ce niveau, des méthodes de quantification relative sont employées. L’ensemble 

de ces méthodes sera détaillée ultérieurement. 
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L’étape de qualification permet de réduire le nombre de candidats avec peu d’échantillons en 

recherchant les protéines découvertes précédemment dans du plasma. Cette étape permet de 

vérifier la présence des candidats biomarqueurs dans le plasma (qui est le milieu à partir duquel se 

fera la recherche finale) et de confirmer la différence d’expression observée précédemment. Elle 

permet également d’utiliser des méthodes plus robustes afin de diminuer la variabilité technique. 

Des méthodes plus robustes sont nécessaires puisque les variations mesurées dans le plasma (si ces 

variations existent) seront plus faibles que celles déterminées précédemment. 

L’étape de vérification se fait sur plusieurs centaines de patients qui englobent les variations 

génétiques, environnementales et biologiques de la population qui sera testée. Cette étape permet 

de confirmer que des différences existent toujours entre les échantillons témoins et malades lorsque 

la variabilité biologique est plus importante. A l’issue de la vérification, il ne reste alors généralement 

plus que quelques candidats. Les résultats devront ensuite être validés à plus grande échelle. 

Eventuellement, une étape d’optimisation de la méthode est ajoutée à ce niveau. Elle permet 

d’abaisser les limites de détection tout en conservant une bonne reproductibilité et un haut débit 

d’analyse. Des anticorps dirigés contre les quelques candidats peuvent alors être développés à cette 

étape. 

Ensuite, l’étape de validation permet de tester la méthode finale sur plusieurs milliers d’échantillons 

qui vont refléter toutes les variations possibles d’une population. Cette étape permet d’établir la 

sensibilité (i.e. la probabilité qu’un échantillon malade soit reconnu en tant que tel) et la spécificité 

(i.e. la probabilité qu’un échantillon sain soit reconnu en tant que tel) du candidat sur une cohorte 

présentant la plus grande variation possible. 

Enfin, si un candidat est retenu, il pourra être commercialisé à des fins cliniques et diagnotiques. 

Que la finalité du biomarqueur soit d’ordre environnemental ou du domaine de la santé publique, la 

quantification de celui-ci est réalisée selon le même procédé. Pour des raisons de coût, de spécificité 

et de sensibilité, les méthodes finales de référence font appel aux méthodes immuno-enzymatiques. 

Ces dernières années, du fait des récents développements technologiques (sensibilité, vitesse de 

balayage…), la spectrométrie de masse est devenue une alternative crédible aux dosages immuno-

enzymatiques. Le principe de ces deux méthodes va être développé dans le paragraphe suivant. 

 

II) La quantification des protéines 

II.1) Par des méthodes à base d’anticorps 

II.1.1) Après électrophorèse sur gel de polyacrylamide en deux dimensions 

 

Cette technique a été introduite par O’Farrell en 19756 et consiste en la séparation de protéines 

selon leur point isoélectrique (qui est le pH auquel la protéine est globalement non chargée) dans 

une première dimension puis selon leur masse dans une seconde dimension.  
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Pour séparer les protéines selon leur point isoélectrique, une différence de potentiel est appliquée 

entre deux électrodes et les protéines chargées migrent à travers un gel dont le pH varie d’une 

extrémité à l’autre. Ainsi, lorsque la protéine arrive dans la zone de pH correspondant à son point 

isoélectrique, elle devient neutre et sa migration s’arrête. On parle de focalisation isoélectrique (IEF). 

Dans un second temps, un agent dénaturant comme le dodécyle sulfate de sodium (SDS) est ajouté. 

Le SDS va se fixer sur les protéines proportionnellement à leur masse moléculaire. Ensuite, une autre 

différence de potentiel entre deux électrodes est appliquée perpendiculairement à la première. 

Puisque le SDS est chargé négativement et qu’un grand nombre de molécules de SDS est fixé sur une 

protéine, le nombre de charges initialement présentes sur la protéine a peu d’influence sur la 

séparation. Par conséquent, la séparation dans la seconde dimension dépend de la charge totale liée 

au nombre de molécules de SDS fixées et donc de la masse de la molécule d’intérêt. Les protéines 

migrent alors à travers un gel et sont ralenties selon leur rapport masse sur charge : plus une 

protéine a un rapport masse sur charge élevé et plus elle sera ralentie. Avec des gels en deux 

dimensions (gels 2D) à haute résolution, jusqu’à 10 000 protéines peuvent ainsi être séparées7. 

Après séparation, les protéines doivent être révélées. Différentes technique de coloration existent 

comme le bleu de Coomassie ou l’argent. La quantité de protéine est alors proportionnelle à 

l’intensité de la bande colorée : ĚĞ�ϭϬ�ă�ϮϬϬ�ŶŐ�ĚĞ�ƉƌŽƚĠŝŶĞ�ƉĂƌ�ŵŵϸ�ƉŽƵƌ�ůĞ�ďůĞƵ�ĚĞ��ŽŽŵĂƐƐŝĞ�Ğƚ�ĚĞ�
Ϭ͕Ϭϰ�ă�Ϯ�ŶŐ�ͬ�ŵŵϸ�ƉŽƵƌ�ů͛ĂƌŐĞŶƚ͘� 

Pour une analyse plus sensible et plus spécifique, les protéines peuvent être détectées par des 

anticorps. Dans ce cas, après leur séparation, les protéines sont transférées sur une membrane (par 

exemple en polyvinylidène difluorure (PVDF)) : on parle alors de « Western blot ». Les membranes 

sont ensuite incubées en présence d’un anticorps primaire dirigé contre la protéine d’intérêt. 

Ensuite, un anticorps secondaire dirigé contre la région constante de l’anticorps primaire est ajouté. 

Cet anticorps secondaire est couplé à une enzyme comme la peroxydase de Raifort, encore appelée 

horseradish peroxydase (HRP). La HRP va catalyser la formation d’eau à partir de peroxyde 

d’hydrogène en présence d’un réducteur qui sera alors oxydé comme le montre le bilan réactionnel 

suivant : 

  

Si la formation de l’oxydant R est accompagnée d’une émission de photons, ces derniers pourront 

être révélés sur un film photographique et quantifiés par densitométrie sachant que la quantité de 

photons émis sera directement proportionnelle à la quantité de protéine présente dans le milieu. 

Les limitations des séparations sur gel 2D concernent d’une part les protéines hydrophobes comme 

les protéines membranaires qui sont difficiles à solubiliser et d’autre part, les protéines très basiques. 

Ces dernières lient le SDS par des liaisons électrostatiques à cause de la charge résiduelle des 

groupements basiques et non par des liaisons hydrophobes ce qui va modifier leur migration8. Un 

gros inconvénient supplémentaire des gels 2D est la durée d’analyse qui est comprise entre 48 et 72h 

par échantillon.  
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II.1.2) Dosage par ELISA 

 

Cette méthode dont l’acronyme signifie « Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay » a été développée 

au début des années 1970 parallèlement par un groupe suédois9 et un groupe hollandais10. Cette 

méthode fait appel à l’utilisation d’un anticorps. Ainsi, Engvall et Perlmann ont quantifié 

l’immunoglobuline G dans du sérum de lapin après avoir couplé leur anticorps à la phosphatase 

alcaline alors que van Weemen et Schuurs ont quantifié l’hormone chorionique gonadotrophique 

humaine dans de l’urine en couplant l’anticorps à la peroxydase de Raifort. 

Il existe trois méthodes de dosages par ELISA :   

   (i) l’ELISA en sandwich : une quantité connue d’anticorps (dits anticorps de capture) dirigés contre 

la protéine d’intérêt est fixée sur une surface (par exemple, le puits d’une plaque 96 puits). 

L’échantillon est ajouté ce qui va engendrer la fixation de l’analyte sur l’anticorps de capture. Un 

second anticorps lié à une enzyme et dirigé contre la protéine d’intérêt est alors ajouté. Un substrat 

est additionné et va être converti par l’enzyme liée au second anticorps. Cette conversion est 

accompagnée de l’émission de photons qui seront détectés. Le nombre de photons émis est donc 

proportionnel à la concentration de la protéine d’intérêt.  

   (ii) l’ELISA indirect : l’antigène est mis au contact d’une surface  sur laquelle il va se fixer. 

L’anticorps dirigé contre la protéine d’intérêt est ajouté et va se lier à cette protéine. Puis, un second 

anticorps dirigé contre le premier anticorps est ajouté. Le second anticorps est également lié à une 

enzyme. Un substrat de l’enzyme est aussi additionné et les photons émis sont détectés.  

   (iii) l’ELISA par compétition : un antigène marqué est ajouté dans l’échantillon contenant l’antigène 

à doser. L’ensemble est transféré dans une plaque contenant un défaut d’anticorps dirigés contre 

l’antigène. Il va donc y avoir une compétition entre l’antigène à doser et l’antigène marqué pour se 

fixer sur les anticorps. Après élimination des réactifs non fixés (antigènes marqués et non marqués 

en excès), le signal est mesuré. Puisque le signal provient exclusivement de l’antigène marqué, plus le 

signal est important, plus d’antigène marqué est lié aux anticorps. Or, plus la quantité d’antigène 

marqué liée est importante, moins la quantité initiale d’antigène issu de l’échantillon est grande. En 

d’autres termes, le signal mesuré diminue lorsque la quantité d’analyte à doser augmente. 

Actuellement, les dosages par ELISA constituent les méthodes de référence pour la quantification 

absolue de protéines. Ceci est du en partie à leur grande spécificité, leur limite de quantification 

basse (inférieure au ng de protéine par mL de plasma), et leur facilité d’automatisation. 

Cependant, ces méthodes souffrent de quelques lacunes. En effet, la plus grande difficulté dans la 

mise en place d’un dosage par ELISA est rencontrée lorsque l’anticorps dirigé contre la protéine 

d’intérêt n’est pas disponible, ce qui est le cas pour la majorité des protéines. De plus, 50 à 60% des 

anticorps commerciaux disponibles n’ont pas été suffisamment validés pour être utilisés à des fins 

cliniques11. Il faut également garder à l’esprit que, dans le cas où l’anticorps n’est pas disponible, le 

développement d’un test va coûter plusieurs dizaines de milliers d’euros et prendre au minimum un 

an (pour une seule protéine)12. Enfin, lorsque des anticorps sont disponibles, les dosages par ELISA 

peuvent rencontrer quelques difficultés. Par exemple, des résultats variables peuvent être obtenus 

en utilisant deux anticorps différents dirigés contre la même protéine. Par exemple, Rawlins et 

Roberts ont comparé six anticorps pour doser la thyréostimuline (TSH) dans le sérum. Leurs résultats 
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indiquent que le taux mesuré varie de 0,0014 à 0,0203 mIU/L pour un même échantillon13. 

L’échantillon à doser peut également contenir des auto-anticorps. Dans ce cas, des anticorps 

présents dans l’échantillon vont reconnaître l’épitope de la protéine à doser. Par conséquent, la 

protéine ne va pas se lier à l’anticorps ajouté lors du dosage puisque le site de liaison sera occupé par 

l’auto-anticorps. Les résultats du dosage seront alors augmentés (dans le cas  d’un ELISA par 

compétition) ou diminués (dans le cas d’un ELISA en sandwich). Ces auto-anticorps ont notamment 

été mis en évidence lors du dosage du PSA14. 

Un autre biais lors d’un dosage par ELISA en sandwich peut se produire lorsqu’un anticorps présent 

dans l’échantillon va se fixer d’une part sur l’anticorps greffé sur une surface et d’autre part sur 

l’anticorps ajouté après l’échantillon. En d’autres termes, l’anticorps interférent va se comporter 

comme la protéine à doser ce qui va engendrer une surestimation du taux de protéine d’intérêt. Ce 

phénomène a déjà été rencontré lors du dosage de la thyroglobuline15.  

Enfin, il peut arriver que les anticorps fixés sur le support soient saturés par l’analyte ce qui empêche 

la formation du sandwich. On parle alors d’effet « d’hameçon » car lorsque la concentration 

d’analyte augmente, le signal commence à saturer puis à diminuer. La forme de la courbe reportant 

l’intensité du signal en fonction de la concentration ressemble alors à un hameçon. Dans ce cas, la 

concentration déterminée est sous estimée. Cet effet a été reporté entre autres lors du dosage de la 

prolactine dans le sérum16. 

Afin de bien valider et conforter sa méthode ELISA, disposer de méthodes alternatives est 

indispensable. Comme nous l’avons mentionné précédemment, une autre méthode également très 

spécifique peut être utilisée pour doser les protéines : il s’agit de la spectrométrie de masse. En effet, 

nous avons montré au laboratoire que les résultats obtenus en spectrométrie de masse étaient 

similaires à ceux obtenus par ELISA17. Le principe de cette approche va maintenant être décrit. 

 

II.2) Par spectrométrie de masse 

  

II.2.1) Principe de la quantification de protéines par spectrométrie de masse 

 

En spectrométrie de masse, les protéines ne sont pas quantifiées sous forme de protéine mais sous 

forme de peptides qui sont obtenus après l’action d’une enzyme de digestion. De la même façon 

qu’une protéine, un peptide est un enchaînement d’acides aminés liés entre eux par des liaisons 

amides mais un peptide est constitué de moins de cinquante acides aminés alors qu’une protéine en 

comporte plus de cent. Entre les deux, le terme de polypeptide est employé.  

Le principe de la quantification des protéines par spectrométrie de masse est décrit sur la figure 

suivante : 
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Figure 3 : Principe du dosage de protéines par spectrométrie de masse. 

Afin de générer des peptides, la protéine doit être digérée par une enzyme. Cependant, les protéines 

possèdent des structures secondaires et tertiaires qui vont limiter l’accès de l’enzyme aux sites 

d’hydrolyse. Ces structures sont permises par des liaisons hydrogènes et par des ponts disulfures. Les 

protéines doivent donc d’abord être déstructurées : il s’agit de l’étape de dénaturation. La rupture 

des liaisons hydrogènes peut se faire en chauffant l’échantillon (autour de 95°C), en présence 

d’agents chaotropes (tels que l’urée ou l’hydrochlorure de guanidine), de détergents (comme le 

dodécyle sulfate de sodium (SDS) ou le déoxycholate de sodium) ou de solvants organiques. 

La dénaturation thermique est cependant évitée puisqu’elle engendre la formation d’agrégats de 

protéines. En effet, l’énergie thermique apportée va permettre de rompre les liaisons hydrogènes au 

sein de chaque protéine. Ainsi, la protéine va se délier et les sites hydrophobes qui étaient enfouis au 

cœur de la protéine vont être exposés à des sites hydrophobes d’autres protéines ce qui va former 

des agrégats. Pour éviter la formation de ces agrégats, cette dénaturation doit être réalisée en 

présence de SDS. Ce protocole est très courant lors de l’analyse par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide mais est évité si l’échantillon doit être analysé par spectrométrie de masse sans être 

au préalable purifié sur un gel. En effet, les détergents non volatils comme le SDS ne sont pas 

compatibles avec la spectrométrie de masse. Cependant, pour pallier ce problème, des détergents 

clivables en présence d’acide (tels que le 4-[(2-méthyl-2-undécyl-1,3-dioxolan-4-yl) méthoxyl]-1-

propane sulfonate de sodium, nommé ALS-1) ont été introduits en 199918. 

La dénaturation par solvant organique peut être problématique puisque les protéines peuvent 

précipiter en présence de ces solvants. 

La dénaturation par des agents chaotropes, notamment par l’urée est donc la plus largement utilisée 

en l’absence d’électrophorèse sur gel. Il faut cependant éviter de chauffer les échantillons puisque 

l’urée peut s’hydrolyser en isocyanate. Ce dernier peut alors entraîner la carbamylation des amines 

libres sur les protéines19. 
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D’autre part, afin de faciliter l’accès de l’enzyme de digestion aux sites de clivage, les ponts disulfures 

éventuellement présents doivent être rompus. Pour ce faire, des agents réducteurs tels que le 

dithiothréitol (DTT) ou la tris-(2-carboxyéthyl)phosphine (TCEP) sont ajoutés. Afin d’éviter la 

formation de nouveaux ponts disulfures, les fonctions thiol libérées sont bloquées par alkylation 

(après réaction avec un agent alkylant tel que l’iodoacétamide (IAM)). 

Enfin, l’enzyme de digestion, généralement la trypsine issue du pancréas de porc est ajoutée. La 

trypsine est une protéine de 24 kDa. Son activité optimale se situe à un pH avoisinant 8,1 et à une 

température de 37°C. La quantité massique de trypsine recommandée varie de 1/20 à 1/100 par 

rapport à la quantité totale (en masse) de protéines. Les échantillons sont alors incubés pendant une 

durée allant généralement de 8 à 16h selon la complexité de l’échantillon et la faculté de la protéine 

d’intérêt à se digérer plus ou moins facilement20. Des concentrations d’enzyme plus élevées 

produisent des temps de réaction plus courts mais vont augmenter la concentration des peptides 

issus de l’autolyse de l’enzyme. Ceci résulte en une perte de sensibilité du dosage à cause d’une 

augmentation de l’effet matrice.21 L’origine de cet effet matrice ainsi que les façons de l’évaluer 

seront détaillées plus loin. Ce problème peut cependant être évité par l’utilisation de trypsine 

méthylée qui empêche l’autolyse de la trypsine. De plus, cette trypsine peut être utilisée à des 

températures plus élevées22. Cependant, compte-tenu de son prix élevé (77 euros pour 100 ђg ; 

sachant qu’environ 200 ђg de trypsine sont ajoutés pour digérer 100 ђL de plasma), la trypsine non 

modifiée est préférée. A l’issu de la digestion enzymatique, le mélange peptidique est alors séparé 

par chromatographie en phase liquide puis analysé par un spectromètre de masse. 

 

II.2.2) Description d’un spectromètre de masse 

 

La spectrométrie de masse est une technique permettant de mesurer le rapport masse sur charge 

d’un ion en phase gazeuse. Un spectromètre de masse est constitué d’une source, d’un analyseur et 

d’un détecteur. L’ensemble est relié à un ordinateur afin de traiter le signal détecté. Puisque la 

réponse du détecteur dépend de la quantité d’ions présents, une quantification par spectrométrie de 

masse sera permise. 

 

II.2.2.1) Les sources d’ionisation 

 

Le rôle de la source d’ionisation est de générer des molécules chargées en phase gazeuse afin 

qu’elles puissent être analysées par la suite. Il existe de nombreuses sources d’ionisation. Certaines 

sont plus adaptées à l’analyse de petites molécules. C’est le cas par exemple des sources à impact 

électronique23 ou à ionisation chimique24 lors d’un couplage avec la chromatographie en phase 

gazeuse. Pour l’analyse de peptides, deux sources d’ionisation sont principalement utilisées : le 

MALDI (« Matrix Assisted Laser Desorption Ionization ») et l’ESI (« Electrospray Ionization »). 
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II.2.2.1.1) La désorption / ionisation laser assistée par matrice (MALDI) 

 

En 1988, Karas et Hillenkamp25 introduisent une nouvelle source d’ionisation pour l’analyse de 

molécules de plusieurs milliers de Daltons : la source MALDI. Cette technique nécessite la présence 

d’une matrice qui joue un rôle primordial. Cette matrice est composée de petites molécules 

ŽƌŐĂŶŝƋƵĞƐ� ƚĞůůĞƐ� ƋƵĞ� ů͛ĂĐŝĚĞ� ɲ-cyano-4-hydroxycinnamique (appelé CHCA) ou l’acide 2,5-

dihydroxybenzoïque (appelé DHB). Dans un premier temps, l’échantillon est mélangé avec la matrice 

et est déposé sur une plaque. L’évaporation du solvant résulte en la cristallisation de la matrice qui 

enferme l’analyte. Dans un second temps, la plaque est mise sous vide et une impulsion laser 

(généralement avec une longueur d’onde  située dans l’UV) va être envoyée sur l’échantillon. Ce 

rayonnement va être absorbé par la matrice ce qui va provoquer d’une part l’ionisation de la matrice, 

et d’autre part sa sublimation. Lors de son passage en phase gazeuse, la matrice entraîne également 

l’analyte. L’ionisation de l’analyte se produit soit en phase solide, soit en phase gazeuse. En MALDI, 

on observe généralement des espèces monochargées. Cette source couplée à un analyseur de type 

temps de vol est encore très utilisée de nos jours en protéomique puisqu’elle permet d’identifier 

assez facilement les protéines présentes dans un échantillon. 

L’ionisation par MALDI a été plus récemment appliquée en imagerie26. Dans ce cas, des coupes de 

tissu sont directement déposées sur la plaque puis la matrice est ajoutée. Puisqu’un faisceau laser 

est à l’origine de l’ionisation et qu’il peut être dirigé précisément sur l’échantillon, une analyse de 

l’échantillon point par point permet de reconstruire une image en fonction de l’intensité des ions 

détectés. 

 

II.2.2.1.2) L’ionisation par électrospray 

 

Le principe de l’ionisation par électrospray (ESI) a été présenté il y a un peu plus de 40 ans par Dole27. 

En 1984, Yamashita et Fenn28 ont combiné avec succès l’ESI avec la MS mais la vraie percée de l’ESI a 

pris place en 1989 quand Fenn et al. l’ont appliquée à l’analyse de larges biomolécules29. Ce travail a 

été honoré par le prix Nobel de chimie en 2002. Un énorme avantage de l’électrospray pour l’analyse 

de grosses molécules est la possibilité de générer des espèces multichargées. En effet, après 

ionisation, la molécule d’intérêt traverse un analyseur qui va déterminer le rapport masse sur charge 

de cette molécule. Or la plupart des analyseurs ne permettent pas la mesure de rapports masse sur 

charge supérieurs à 4 000. En d’autres termes, si seulement des espèces mono chargées étaient 

générées dans la source d’ionisation, les limites de mesure de la masse seraient de 4 000 Da ce qui 

ne permettrait pas d’analyser de nombreuses protéines ou de grands peptides sur la plupart des 

analyseurs. 

Le principe de l’électrospray est représenté sur la Figure 4 : 
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Figure 4 : Principe de l’ionisation par électrospray. 

 

La première étape dans le procédé ESI est la séparation de charge qui est réalisée avec un fort champ 

électrique à la pointe de l’électrode (capillaire métallique). L’efficacité de la séparation de charge 

peut être mesurée par le courant de spray, qui est dépendant de la conductivité du solvant. Le 

procédé de séparation de charge est dominé par la migration électrophorétique des espèces ioniques 

dans le solvant et résulte en la formation de gouttelettes chargées. En mode positif, les cations sont 

attirés vers la pointe de l’électrode où il y a la formation d’un cône appelé cône de Taylor. Les 

molécules neutres se dirigent également vers la pointe grâce au débit de phase mobile imposé. Le 

champ électrique (Vonset, en Volt) nécessaire pour l’apparition de gouttes enrichies en cations est 

défini par la relation suivante : 

   ĂǀĞĐ� ɶ� ůĂ� ƚĞŶƐŝŽŶ� ĚĞ� ƐƵƌĨĂĐĞ� ĚƵ� ƐŽůǀĂŶƚ (en N/m), rc le rayon du 

capillaire (en m) et d la distance jusqu’à la contre électrode (en m)30.  

Cette tension est de l’ordre de 2 à 5 kV. Les solvants adaptés pour l’ESI sont polaires à moyennement 

polaires : les plus utilisés sont l’eau, le méthanol (MeOH) et l’acétonitrile (ACN). Lors d’un couplage 

avec la chromatographie en phase liquide, des solvants non polaires avec une faible conductivité 

peuvent être utilisés seulement avec une addition post-colonne de solvants polaires. L’eau seule 

n’est pas un excellent solvant pour l’ESI par rapport à l’ACN. Ceci est partiellement dû au fait que la 

viscosité de l’eau est plus grande et que donc, la mobilité électrophorétique des ions est plus faible, 

menant à une séparation de charges inefficace et à des difficultés pour produire un spray stable.  

Le rayon des gouttes formées à la sortie du cône de Taylor est proportionnel à : 

   aǀĞĐ�ʌ�ůĂ�ĚĞŶƐŝƚé de la solution, D le débit ĚĞ�ůĂ�ƉŚĂƐĞ�ŵŽďŝůĞ�Ğƚ�ɶ�ůĂ�tension de surface du 

solvant. 

Une fois que les gouttes sont formées, elles diminuent en taille à cause de l’évaporation du solvant. 

Le débit auquel le solvant s’évapore de la goutte est fonction de la pression de vapeur du solvant. 

Ceci a pour effet d’augmenter la concentration des cations dans la goutte. Ces cations ont tendance à 

se repousser entre eux par répulsion coulombique. La condition où ces répulsions coulombiques à la 

surface de la goutte dépassent les forces de tension de surface est appelée la limite de Rayleigh. A 

cette limite, on a : 
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   avec QR la charge (en Coulombs) à la surface de la goutte qui est juste suffisante 

pour dépasser la force de tension de surface, ɸ0 est la permittivité du vide et vaut 8,85.10-12 �ϸ͘E-1.m-2 

et RR (en m) est la taille de la goutte portant suffisamment de charges pour satisfaire l’instabilité de 

Rayleigh.  

Cette relation indique que la limite de Rayleigh augmente lorsque la tension de surface du solvant 

augmente. En effet, pour du MeOH pur, elle vaut : QRϸ� с� ϭ͕Ϯϱ͘ϭϬ
-10 R3

R. Pour de l’ACN, elle est 

légèrement supérieure. Pour l’eau, elle est trois fois plus grande donc pour un volume de goutte 

donné, il faut que la goutte contienne beaucoup plus de charges avant de se décomposer. En 

d’autres termes, pour des gouttes de volume et de charge égale, celle composée de solvant 

organique polaire se décomposera avant, alors que celle composée d’eau doit encore s’évaporer 

avant d’atteindre l’instabilité de Rayleigh. Les ions en phase gazeuse seront donc émis plus 

facilement à partir d’une goutte riche en MeOH ou en ACN qu’à partir d’une goutte riche en eau. 

En électrospray, la génération des espèces chargées en phase gazeuse peut se faire selon quatre 

procédés : 

- L’ionisation par la séparation de charges : les analytes qui existent en solution comme 

ions se retrouvent directement ionisés dans les gouttes. 

- La formation d’adduits : elle se produit avant la séparation de charge. En mode négatif, 

les adduits peuvent être formés avec les ions chlorure lorsque des solvants chlorés 

comme le chloroforme sont utilisés (bien que ce solvant ne soit pas recommandé comme 

nous l’avons vu précédemment). En mode positif, les analytes forment des adduits avec 

du sodium, du lithium, de l’ammonium ou d’autres cations.  

- L’ionisation par réactions en phase gaz : puisque de larges quantités de molécules 

chargées sont générées, la réponse ESI-MS peut être affectée par des interactions en 

phase gaz. Les molécules protonées en solution transfèrent leur proton aux molécules de 

plus forte basicité en phase gaz. Des analytes neutres qui s’évaporent peuvent donc être 

chargés en phase gaz. La basicité en solution et l’affinité protonique en phase gaz ne sont 

pas nécessairement liées.  

- L’ionisation par oxydation ou réduction électrochimique au niveau du capillaire 

métallique : des réactions électrochimiques peuvent convertir un analyte non chargé en 

ion. Cependant, ces réactions peuvent être délétères si elles consument l’analyte d’une 

façon destructive, produisent des ions qui s’ajoutent au fond spectral, ou entrent en 

compétition avec l’analyte pour l’excès de charge31. 

Il existe deux mécanismes pour l’émission des analytes en phase gaz à partir des gouttelettes : le 

mécanisme d’évaporation d’ions (IEM) proposé par Iribarne et Thomson en 1976 et 197932,33 et le 

mécanisme de résidu de charge (CRM) proposé par Dole en 196827. Dans le mécanisme 

d’évaporation d’ions, les ions sont générés en phase gazeuse par émission à partir de la surface de la 

goutte quand le champ électrique devient suffisamment haut. Ce mécanisme arrive lorsque la goutte 

a un diamètre inférieur ou égal à 20 nm. Dans le mécanisme de résidu de charge, l’évaporation de la 

goutte et les fissions successives continuent jusqu’à ce que les nano gouttes ne contiennent plus 

qu’une seule molécule34.  
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Par rapport aux sources MALDI, les sources ESI présentent donc l’avantage de pouvoir être très 

facilement couplées directement avec un flux continu (comme l’éluat de la colonne 

chromatographique). Puisque la quantification de peptides se fait par couplage direct avec la 

chromatographie liquide, la source de référence pour cette application est l’ESI. La source MALDI est 

quant à elle majoritairement utilisée lorsqu’une identification de peptides dans un mélange inconnu 

est demandée. 

Après avoir été générés dans la source, les ions produits vont atteindre l’analyseur. La pression 

régnant dans un analyseur diffère selon le type d’analyseur mais est inférieure à 10-5 Torr. Dans le cas 

de l’ESI, l’ionisation se déroule à pression atmosphérique. Les ions traversent donc une interface 

entre la source et l’analyseur. Cette interface a pour rôle de transmettre les ions vers une région où 

le vide est plus important. De plus, l’interface permet d’éliminer les molécules de solvant encore 

présentes et un maximum de molécules neutres qui risquent de provoquer un encrassement de 

l’appareil. Enfin, l’interface va également permettre de focaliser le faisceau d’ions avant qu’il 

n’atteigne l’analyseur. 

 

II.2.2.2) Les analyseurs 

 

Le rôle d’un analyseur, en combinaison avec le détecteur va être de déterminer le rapport masse sur 

charge des ions qui le traversent. Il existe également différents analyseurs dont le choix doit se faire 

en fonction de l’application (qualitative et / ou quantitative). Plusieurs critères vont définir cet 

analyseur : la résolution, l’exactitude de la mesure du rapport masse sur charge, la sensibilité, la 

gamme dynamique, la gamme de masse analysable et la vitesse d’analyse. 

 

II.2.2.2.1) Caractéristiques des analyseurs 

 

L’un des critères les plus importants est la résolution R. Il s’agit de la capacité que possède 

l’analyseur à séparer deux ions ayant un rapport masse sur charge proche. Elle est calculée comme 

étant le rapport entre la masse m d’un ŝŽŶ�Ğƚ�ȴŵ͕�ůĂ�ůĂƌŐĞƵƌ�à mi-hauteur du pic : .  

Par abus de langage, on utilise le terme masse, mais il s’agit du rapport masse sur charge. Plus la 

résolution est élevée, et plus l’analyseur fera la distinction entre deux ions de rapport masse sur 

charge proche. Plus la résolution est importante, plus l’analyse sera spécifique puisque les ions de 

masse proche pourront être séparés. Une résolution élevée est par exemple indispensable pour 

séparer le massif isotopique d’une espèce multichargée.  

Le massif isotopique correspond à tous les ions de la même molécule mais contenant des isotopes 

différents de chaque élément. Par exemple, pour un peptide (qui est constitué de carbone, 

d’hydrogène, d’azote, d’oxygène et éventuellement de soufre), l’ion monoisotopique aura un rapport 

masse sur charge m/z. Dans ce cas, la masse m est issue des isotopes les plus abondants de chaque 

atome (1,00783 Da pour l’hydrogène, 12 Da pour le carbone…). Le pic suivant aura pour rapport 
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masse sur charge (m+1)/z. Le terme (m+1) vient principalement du carbone 13 (qui représente 

environ 1,1% du carbone total) mais également du deutérium (0,01% de l’hydrogène total)… Ainsi, 

pour une espèce doublement chargée, l’analyseur devra être capable de séparer deux ions ayant un 

écart de masse de 0,5 Da. Ou pour un ion dix fois chargé, l’écart de masse ne sera plus que de 0,1 Da. 

Pour un ion ayant un rapport masse sur charge de 1 000, il faudra donc une résolution de 2 000 dans 

le premier cas et de 10 000 dans le second cas pour séparer l’ion de masse m et celui de masse 

(m+1). En quantification, le fait d’avoir une résolution importante permet de minimiser le risque de 

quantifier un interférent. En effet, si deux molécules génèrent deux ions de masse très proche, et 

que ces deux ions ne sont pas séparés par l’analyseur à cause d’une résolution insuffisante, la 

quantité de matière dosée sera la quantité totale des deux molécules. Le résultat sera donc faussé. 

L’exactitude en masse est également importante notamment pour déterminer la formule brute de 

composés. En effet, lorsque la masse est déterminée avec une grande exactitude, très peu de 

molécules peuvent correspondre à la masse mesurée ce qui réduit considérablement les recherches 

dans les bases de données afin d’identifier les espèces présentes dans le mélange.  

Il faut également considérer la transmission des ions au sein du spectromètre de masse. Cette 

transmission va en effet jouer sur la sensibilité de l’analyse. Une meilleure transmission des ions 

permettra de détecter des quantités d’analytes plus faibles. 

Un autre paramètre non négligeable est la gamme dynamique de l’analyseur. Il s’agit de l’étendue de 

la linéarité d’une courbe d’étalonnage. En effet, lorsqu’une quantification est désirée, il faut que la 

réponse soit proportionnelle à la concentration de l’analyte. Si de grandes différences de 

concentration sont attendues, la gamme dynamique doit être importante. 

La gamme de masse analysable est également un critère à prendre en compte en fonction des 

applications désirées. En effet, certains analyseurs sont capables de transmettre des ions de masses 

très variées (plusieurs dizaines de milliers de daltons) alors que d’autres sont limités à 1 000 Da. 

La majorité des applications quantitatives en masse fait appel à l’utilisation de quadripôles. Les 

pièges à ions apportent également certains avantages. Ces deux analyseurs vont donc être décrits. 

 

II.2.2.2.2) Le quadripôle 

 

Le principe du quadripôle a été décrit par Paul et Steinwegen en 195335. Un quadripôle est composé 

de quatre barreaux hyperboliques parallèles sur les lesquels  est appliqué de façon alternative un 

potentiel positif ou négatif : 
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Figure 5 : Schéma d’un quadripôle (d’après R.E. March
36

). 

Le potentiel appliqué (ʔ0 = U - s� ĐŽƐ�ʘƚͿ est composé d’une tension continue U et d’une tension 

alternative d’amplitude maximale V et de fréquence angulaire ʘ͘� Lorsque les ions pénètrent dans le 

quadripôle, ils se déplacent selon l’axe z grâce à leur vitesse initiale. Au temps t1, la polarité des 

barreaux situés sur l’axe y est négative (cf. Figure 5). Les ions positifs vont donc être déviés selon cet 

axe y. Puisque le potentiel appliqué sur les barreaux est constitué d’une tension alternative, la 

polarité des barreaux au temps t2 va être inversée. De ce fait, les ions positifs seront déviés selon 

l’axe x. Cette polarité est alternée au cours du temps ce qui a pour effet de donner aux ions une 

trajectoire oscillante. Ainsi, l’ion va soit traverser le quadripôle en ayant cette trajectoire oscillante 

(on dit alors que l’ion est stable), soit aller percuter l’un des quatre barreaux (il est alors instable). 

Pour prédire quels ions seront stables, il faut revenir aux forces d’attraction et de répulsion que 

subissent les ions dans le quadripôle. Ces forces notées Fx pour l’axe x et Fy pour l’axe y dépendent de 

la tension appliquée sur les barreaux : 

 (1)  et     (2) avec m la masse de l’ion, 

a l’accélération, -q = z.e sa charge et ʔ dépend du potentiel appliqué ʔ0 : 

 (3) 

Ainsi, en dérivant et en réarrangeant les équations (1) et (3), on obtient : 

  

De même, avec les équations (2) et (3) : 

  

Enfin, en posant :  
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 ;  ;   et     

 avec      et     

On obtient les équations du mouvement de Mathieu établies en 1866 et permettant de définir quels 

ions traverseront le quadripôle : 

  

Ainsi, dans un diagramme de au en fonction de qu, il existe des zones dites zones de stabilité définies 

par certaines valeurs de U et V pour lesquelles x et y restent inférieurs à r. Dans ces zones de 

stabilité, les ions de rapport masse sur charge donné traverseront le quadripôle. Les zones de 

stabilité selon l’axe x ou y sont représentées sur la Figure 6 : 

 

Figure 6 : Diagramme de stabilité d’un ion dans un quadripôle selon l’axe x ou y. 

La superposition de ces deux diagrammes permet de définir les zones dans lesquelles un ion pourra 

traverser le quadripôle selon l’axe z afin de rejoindre le détecteur : 

 

Figure 7 : Diagramme de stabilité d’un ion dans un quadripôle selon les axes x et y. 
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Quatre zones de stabilité (A, B, C et D) sont ainsi déterminées. En général, la zone A est la plus 

couramment utilisée. Le diagramme de stabilité rencontré généralement est la partie de la zone A 

pour laquelle au est positif (zone grisée dans la Figure 8) : 

 

Figure 8 : Agrandissement de la partie A de la Figure 7. 

 

Cette zone de stabilité est valable pour un rapport masse sur charge donné. Puisque au et qu sont des 

valeurs respectivement proportionnelles à U et V, cette zone peut être représentée en fonction de U 

et V. De plus, ce qui est vérifié pour les valeurs de U positives l’est également pour les valeurs 

négatives. C’est pourquoi la représentation classique est celle donnée dans la Figure 9 pour des ions 

de rapport masse sur charge allant de m1 à m3 : 

 

Figure 9 : Diagramme de stabilité de 3 ions de masse m1, m2 et m3 dans un quadripôle. 

Pour effectuer un balayage dans un quadripôle, il faut donc faire varier simultanément U et V en 

gardant le rapport U/V constant. Plus ce rapport sera élevé, plus la sélectivité du filtre en masse sera 

importante (et donc meilleure sera la résolution). En revanche, la transmission des ions va être 

réduite ce qui va engendrer une diminution de la sensibilité. Le quadripôle est donc un analyseur 

séquentiel, il analyse les ions masse après masse d’abord m1 pendant une durée t1, puis m2 pendant 

une durée t2... Une grande partie des ions arrivant à l’entrée du quadripôle est donc perdue (la 

trajectoire des ions de masse m1 n’est pas stable pendant la durée d’analyse des ions m2).  

Un quadripôle permet donc soit d’analyser un seul ion, soit de balayer une plage de masse de façon 

séquentielle afin de reconstituer un spectre de masse. 

En revanche, si la tension continue U est fixée à 0V, et que V n’est pas trop élevée, tous les ions 

auront une trajectoire stable. Dans ce cas, le quadripôle sert uniquement de guide d’ions. On dit qu’il 

fonctionne en radiofréquence seulement. 
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Le quadripôle est un analyseur à basse résolution (de l’ordre de 2000 pour un ion ayant un rapport 

m/z de 1 000). Différents quadripôles en tandem seront utilisés lors de ce travail de thèse. Pour 

certains, le rapport masse sur charge maximal analysable sera de 1 000 alors qu’il sera de 3 000 pour 

d’autres. De plus un autre analyseur hybride sera utilisé. Il est constitué d’un quadripôle couplé à un 

piège à ions  linéaire. Voyons donc à présent le fonctionnement d’un piège à ions. 

 

II.2.2.2.3) Le piège à ions 

 

Le piège à ions quadripôlaire a été décrite en même temps que le quadripôle par Paul et 

Steinwedel35. Il y a en effet de fortes analogies entre ces deux types d’analyseur. Le piège est 

constitué de trois électrodes comme le montre la Figure 10 : une électrode circulaire au centre 

(notée E2) et deux électrodes en forme de soucoupe inversée de part et d’autre de l’électrode 

circulaire (notées E1 et E3). 

 

Figure 10 : Schéma d’un piège à ions (d’après R.E. March
36

, après modification). 

Un potentiel est appliqué sur l’électrode circulaire. Ce potentiel est semblable à celui appliqué sur les 

barreaux d’un quadripôle : il est composé d’une tension continue U et d’une tension alternative 

d’amplitude V. La différence majeure avec le quadripôle est que dans un piège, tous les ions sont 

piégés simultanément quelque soit leur rapport masse sur charge. Les équations de Mathieu 

permettent de prédire les zones dans lesquelles les ions seront stables au sein du piège : 
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Figure 11 : Diagramme de stabilité des ions dans un piège à ions (d’après R.E. March
36

). 

Aux fortes valeurs de au les ions ont une trajectoire stable selon l’axe z, tant que qu reste faible. De 

même, la trajectoire est stable selon l’axe r si qu est  faible et si au est très inférieur à zéro. Comme 

pour le quadripôle, nous ne considérerons que la zone A dans laquelle la trajectoire est stable selon 

les axes r et z. Cette zone est agrandie sur la Figure 12 : 

 

Figure 12 : Agrandissement de la partie A de la Figure 11. 

 

Contrairement au quadripôle, on peut noter ici que cette zone n’est pas symétrique par rapport à 

l’axe qu. Ce qui est vrai pour une tension continue positive ne l’est donc pas forcément pour une 

tension continue négative. Ce diagramme de stabilité est valable pour un ion de rapport masse sur 

charge donné. Comme montré sur la Figure 9 avec le quadripôle, on peut superposer un diagramme 

de stabilité pour chaque masse. Ainsi, pour piéger l’ensemble des ions, il faut se placer à U = 0 Volt, 

avec une valeur V relativement faible. Ensuite, pour réaliser un balayage en masse, la valeur de V est 

augmentée progressivement ce qui a pour effet d’expulser du piège les ions avec des masses 

croissantes.  

L’analyseur présenté ici est un piège à ions en « trois dimensions ». Il existe d’autres géométries 

comme le piège linéaire qui sera utilisé ultérieurement. Ce type de piège est présenté sur la figure 

suivante : 
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Figure 13 : Schéma d’un piège à ions linéaire. 

 

Ce piège est un quadripôle possédant deux électrodes (E1 et E2) à ses extrémités. Dans un premier 

temps, les ions pénètrent dans le quadripôle à travers l’électrode E1 dont le potentiel est faible. Le 

potentiel de la seconde électrode E2 est quant à lui élevé afin d’empêcher la sortie des ions. Ensuite, 

le potentiel de l’électrode E1 est également augmenté de façon à ce que les ions soient piégés selon 

l’axe z (piège axial). Dans ce cas, les ions sont piégés en faisant des allers-retours selon cet axe z. Pour 

permettre le piège radial, le quadripôle fonctionne en radiofréquence seulement (cf. paragraphe 

II.2.2.2.2) page 42). Le diagramme de stabilité des ions est le même que celui d’un quadripôle mais 

l’éjection des ions se fait en augmentant progressivement V (et en gardant U = 0V). 

La résolution dans un piège à ions est légèrement supérieure à celle rencontrée dans un quadripôle 

(de l’ordre de 4 000 pour un ion de rapport masse sur charge de 1000) mais l’exactitude sur la 

mesure de masse est du même ordre de grandeur. La grosse limitation des pièges à ions apparaît 

lorsqu’une fragmentation des ions est demandée comme c’est généralement le cas en quantification. 

En effet, ils ne sont alors plus trop adaptés à cette application puisqu’ils doivent piéger des ions avant 

de pouvoir générer un signal. Le temps nécessaire à ce piégeage (de l’ordre de quelques dizaines à 

centaines de millisecondes) n’est généralement pas compatible avec une quantification sensible et 

simultanée de plusieurs dizaines à centaines de composés. En revanche, couplés avec un analyseur 

comme le quadripôle, les pièges à ions peuvent apporter un réel gain de spécificité qui va se traduire 

par un gain de sensibilité comme nous le verrons plus tard. Lorsque plusieurs analyseurs sont 

couplés, on parle de spectrométrie de masse en tandem. 

QuadripôleE1 E2

Piège radial

Piège 

axial

y

z

x

Piège radial

Piège 

axial

Entrée
Sortie
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II.2.3) La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) 

 

Cette approche permet d’avoir une information sur la masse de l’ion d’intérêt mais également sur la 

masse d’ions issus de la fragmentation de cet ion. L’ion intact est appelé ion précurseur (ou ion 

parent) et les fragments sont appelés ions fragments (ou ions fils). La spectrométrie de masse en 

tandem se déroule en trois étapes : (i) la sélection de l’ion précurseur, (ii) la fragmentation de cet ion, 

(iii) l’analyse des fragments. >Ă�ƐƉĞĐƚƌŽŵĠƚƌŝĞ�ĚĞ�ŵĂƐƐĞ�ĞŶ�ƚĂŶĚĞŵ�;ĞŶĐŽƌĞ�ĂƉƉĞůĠĞ�D^ͬD^�ŽƵ�D^ϸͿ�
est généralement réalisée en couplant plusieurs analyseurs. Cependant, des analyseurs comme le 

piège à ions permettent à eux seuls de faire ce type d’analyse mais le temps d’analyse est alors assez 

important puisqu’en plus du piégeage de l’ion parent, il faut ajouter quelques millisecondes pour sa 

fragmentation et à nouveau plusieurs centaines de millisecondes pour piéger et analyser un ou 

plusieurs fragments. Pour la quantification, deux types d’appareillages sont généralement utilisés : le 

triple quadripôle ou le Q-trap à géométrie linéaire. 

 

II.2.3.1) Appareillage 

II.2.3.1.1) Le triple quadripôle 

 

Il s’agit de l’appareil de référence pour la quantification. Comme son nom l’indique, un triple 

quadripôle est constitué de trois quadripôles placés en série. Le premier (nommé Q1) est l’analyseur 

classique décrit au paragraphe II.2.2.2.2), page 42. Son rôle est donc de déterminer les rapports 

masse sur charge des ions qui le traversent. Le second quadripôle (nommé q2) a quant à lui un rôle 

différent. En effet, il va servir de cellule de collision : dès qu’un ion a traversé le Q1, il va subir des 

collisions avec un gaz inerte (généralement de l’azote) dans le q2. Ces collisions vont avoir pour effet 

d’augmenter l’énergie interne de l’ion précurseur. Si cette énergie est suffisamment importante, l’ion 

parent va subir une ou plusieurs fragmentations. Ce mécanisme peut être représenté de la manière 

suivante : 

 avec (AB)+, l’ion précurseur ; (AB)+*, l’ion précurseur excité, A+, l’ion 

fragment et B un fragment neutre. On parle alors de dissociation induite par collision (CID). 

Ensuite, après avoir traversé le q2, les fragments arrivent à l’entrée du troisième quadripôle (nommé 

Q3). Ce dernier a le même rôle que le Q1, à savoir laisser passer et déterminer le rapport masse sur 

charge des ions sortant du q2. Le premier et le troisième quadripôle peuvent donc soit analyser une 

seule masse soit balayer une plage de masses. 

Puisque le balayage d’une plage de masses dans un triple quadripôle se fait de façon séquentielle, 

beaucoup d’ions sont perdus ce qui résulte en une baisse de la sensibilité. Ce problème peut être 

évité en remplaçant le dernier quadripôle par un piège à ions linéaire. L’appareil prend alors le nom 

de Q-trap. 
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II.2.3.1.2) Le Q-trap 

 

Cet appareil diffère du triple quadripôle par le fait que le troisième quadripôle est un piège à ions 

linéaire. Cet appareil peut donc fonctionner comme un triple quadripôle conventionnel. Cependant, 

la présence du piège à ions permet soit d’analyser les fragments avec une meilleure résolution et une 

meilleure sensibilité qu’un quadripôle, soit de fragmenter un ion par ajout d’une autre tension 

alternative. Cette tension doit avoir la même fréquence que la fréquence de résonance de l’ion 

d’intérêt mais une amplitude V assez faible afin de ne pas expulser l’ion précurseur du piège. Ce 

dernier va alors résonner et entrer en collision avec le gaz présent dans le piège (azote par exemple). 

Le surplus d’énergie interne apporté à l’ion parent sera alors dissipé lors de sa fragmentation. 

Puisque le triple quadripôle et le Q-trap permettent de fragmenter un ion précurseur, des modes de 

balayage irréalisables sur un simple quadripôle sont alors possibles. 

 

II.2.3.2) Les modes de balayage utilisés pour le développement d’un dosage 

 

Parmi les différents modes de balayage, il existe la perte de neutre ou le spectre d’ions précurseurs. 

Cependant, ils sont plutôt utilisés à des fins d’analyse qualitative et ne seront donc pas détaillés. 

Seuls deux modes utilisés pour la quantification absolue de peptides (la SRM et la MRM3) ainsi qu’un 

mode permettant de confirmer la présence des peptides (le spectre d’ions produits) seront abordés. 

 

II.2.3.2.1) Le balayage d’ions fragments 

 

Dans un triple quadripôle, le premier quadripôle sélectionne un seul ion parent (rapport masse sur 

charge (m/z)1 fixé). Ce dernier va être fragmenté dans le q2. Le troisième quadripôle va quant à lui 

effectuer un balayage séquentiel sur une plage de masses. Le signal obtenu sera alors un spectre de 

masse contenant tous les fragments appartenant aux ions précurseurs ayant le rapport masse sur 

charge (m/z)1. Ce mode de balayage permet donc de confirmer la présence d’un peptide puisque les 

fragments obtenus seront le reflet de la séquence du peptide. Des exemples de spectre de 

fragmentation de peptides seront présentés ultérieurement. 

Dans un Q-trap, le balayage d’ions fragments peut être réalisé à l’aide du piège à ions linéaire. Dans 

ce cas, le premier et le deuxième quadripôle ont le même rôle que précédemment. En revanche, le 

piège linéaire va accumuler tous les fragments issus du q2 puis effectuer un balayage de ces 

fragments. 
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II.2.3.2.2) Le mode SRM (Selected Reaction Monitoring) 

 

Le principe de la SRM est illustré sur la figure suivante : 

 

Figure 14 : Schéma de principe de la SRM (d’après Huttenhain et al.
37

). 

Dans ce cas, le premier quadripôle sélectionne un ion parent. Celui-ci va être fragmenté dans le q2. 

Quant au troisième quadripôle, il ne va sélectionner qu’un seul ion fragment. Chaque couple ion 

précurseur de rapport masse sur charge (m/z)1 et ion fragment de rapport masse sur charge (m/z)2 

est appelé transition SRM. Ce mode est très adapté à la quantification et est le plus utilisé puisque la 

détection sera très spécifique du peptide d’intérêt. De plus, la fréquence d’acquisition est assez 

élevée (moins de cinq millisecondes par transition SRM sont suffisantes pour acquérir un point sur les 

appareils de dernière génération). 

 

II.2.3.2.3) Le mode MRM3 (Multiple Reaction Monitoring cubed) 

 

Introduit en 2009 par l’équipe du laboratoire38, ce mode est réalisable sur un Q-trap mais pas sur un 

triple quadripôle. Le principe de la MRM3 est montré sur la Figure 15 : 
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Figure 15 : Principe de la MRM
3
 (d’après Fortin et al.

38
). 

 

Dans cet appareil, le premier quadripôle sélectionne un ion parent qui va être fragmenté dans le 

deuxième quadripôle. Le piège linéaire va isoler un ion fragment puis le fragmenter à nouveau. Des 

ions « petits-fils » sont ainsi générés. Ensuite, un balayage de tous ces ions fragments de seconde 

génération est réalisé. Enfin, les ions spécifiques de la molécule étudiée sont sélectionnés puis 

sommés afin de reconstituer un chromatogramme. En MRM3, il y a donc une sélectivité en masse 

supplémentaire apportée par rapport à la SRM. Il en résulte la disparition du bruit de fond observé 

en SRM lors d’analyse de peptides en matrice complexe. Ainsi, le rapport signal sur bruit est 

augmenté et la sensibilité pour la quantification de protéines dans des matrices complexes comme le 

plasma est améliorée comme le montre la Figure 16 : 
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Figure 16 : Courbes d’étalonnage en SRM et en MRM
3
 du peptide rapporteur de la protéine TP 435 dans du sérum de 

femme entre 0 et 1000 ng / mL (d’après Fortin et al.
38

). 

 

En SRM, la réponse n’est linéaire qu’à partir de 100 ng / mL alors qu’en MRM3, elle l’est à partir de 

50 ng / mL. Pour cette protéine, un gain de sensibilité d’un facteur deux a donc été obtenu. Pour 

d’autres protéines, un gain d’un facteur cinq peut être atteint. Cependant, l’inconvénient majeur de 

la MRM3 réside dans le temps nécessaire pour acquérir un point. En effet, de part l’utilisation du 

piège linéaire, il faut un intervalle de temps d’au minimum 200 ms entre chaque expérience (contre 

moins de 10 ms pour un triple quadripôle). Ceci peut donc être un frein lorsqu’une quantification 

multiplexée (plusieurs dizaines de peptides) est envisagée. 

 

II.2.3.2.4) L’acquisition dépendant d’information (IDA) 

 

Ce type d’expérience est très utile lors de la recherche de peptides. En effet, si on souhaite confirmer 

la présence de 40 peptides par leur spectre de fragmentation, ceci ne pourra pas être réalisé en une 

seule injection puisqu’il faut au moins 200 ms pour réaliser un tel spectre. C’est alors que les 

expériences IDA trouvent leur intérêt. En IDA, un scan de surveillance est réalisé (par exemple, la 

recherche de quelques transitions SRM correspondant aux 40 peptides étudiés). Si aucune transition 

SRM n’est détectée, un nouveau scan de surveillance est réalisé et ainsi de suite jusqu’à la détection 

d’un signal. Lorsqu’une transition SRM est observée avec une intensité suffisante, un autre mode de 

balayage est déclenché (par exemple, un spectre d’ions fragments). Ensuite, de nouveaux scans de 

surveillance sont effectués jusqu’à la détection d’un autre signal. Si trois transitions SRM sont suivies 

par peptides, il faut donc moins de 1200 ms (3 transitions SRM x 40 peptides x 10 ms) pour effectuer 

un scan de surveillance. Ce temps permet donc de vérifier la présence des 40 peptides recherchés en 

une seule injection. 
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Après avoir vu les modes de fonctionnement d’un spectromètre de masse pour l’acquisition du 

signal, nous allons détailler les différentes méthodes de quantification. 

 

III) Les différentes quantifications possibles par spectrométrie de 

masse 
 

La quantification des protéines par spectrométrie de masse peut être relative ou absolue. La 

quantification relative permet de comparer le taux d’expression des protéines entre au moins deux 

conditions, généralement grâce à un marquage isotopique différent de chaque échantillon. La 

quantification absolue est quant à elle réalisée par ajout d’un étalon marqué  par des isotopes 

stables et de concentration connue. 

 

III.1) La quantification relative 

 

Cette approche consiste à comparer les aires sous les pics d’au moins deux séries d’échantillons : 

généralement une série témoin et une ou plusieurs séries présentant des particularités différentes 

(par exemple patient atteint d’une maladie dans le cadre d’un biomarqueur clinique, population 

animale ayant vécu en présence d’un contaminant pour un biomarqueur environnemental…). Cette 

quantification peut se faire avec ou sans marquage de l’échantillon. 

 

III.1.1) Le « label free » 

 

Avec le « label free », il suffit de traiter l’échantillon comme décrit au paragraphe II.2.1) page 35, à 

savoir le dénaturer, l’alkyler et effectuer une digestion enzymatique. Il n’y a pas besoin de réactions 

supplémentaire comme ce sera le cas pour les méthodes par marquage chimique qui seront 

développées plus loin. De même, il n’y a pas besoin d’ajouter un étalon interne. C’est la méthode la 

moins onéreuse puisqu’elle ne nécessite aucun marquage isotopique. Il existe deux méthodes de 

quantification en « label free » : la mesure d’aire sous le pic chromatographique (ou mesure de 

l’intensité du pic) et le décompte de spectres. 

 

III.1.1.1) La mesure d’aire sous le pic 

 

Dans cette approche, un balayage en masse est réalisé afin de pouvoir mesurer l’aire de chaque ion. 

Un spectre de fragmentation est également obtenu afin d’identifier le peptide présent. Une 
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alternative, nommée MSE consiste à faire un balayage à faible énergie de collision suivi d’un autre à 

haute énergie de collision39. Dans tous les cas, quelques précautions doivent être prises afin de 

pouvoir comparer différents lots d’échantillons. Il faut tout d’abord que le temps de rétention de 

chaque composé soit répétable. Le bruit de fond provenant d’interférents chimiques doit être limité. 

De plus, il faut un retraitement de données permettant la normalisation de l’abondance des pics.  

 

III.1.1.2) Le décompte de spectres 

 

Tout comme lors de la mesure de l’aire sous le pic, un balayage en masse est effectué. Ensuite, un 

spectre de fragmentation est réalisé sur les ions majoritaires du balayage effectué au préalable (par 

exemple, sur les dix plus intenses). Cette approche part du principe que le nombre de spectres de 

fragmentation réalisés pour un peptide est d’autant plus important que le peptide est abondant 

puisque les ions minoritaires ne sont jamais fragmentés. 

Le groupe de Mathias Mann a ainsi proposé une méthode pour estimer la quantité de chaque 

protéine : il s’agit du calcul de l’indice d’abondance protéique (PAI). Pour une protéine donnée, cet 

indice est le rapport entre le nombre de peptides observés sur le nombre de peptides potentiels (sur 

une gamme de masse donnée)40. Cet indice a ensuite été modifié exponentiellement pour prendre le 

nom d’emPAI par la relation : emPAI = 10PAI – 1. Une bonne corrélation a été obtenue entre cet indice 

et la concentration absolue de 46 protéines provenant de neuroblastes de souris (r = 0,93)41. 

D’autres techniques de décompte de spectres ont introduit des facteurs correctifs permettant de 

tenir compte de la probabilité d’observer un peptide42 ou de la taille totale de la protéine43. 

Différents logiciels commerciaux ou libres sont disponibles afin de quantifier les analytes en « label-

free ». Une liste de ces logiciels peut être trouvée dans la revue de Neilson et al.
44. 

 

III.1.2) Le marquage métabolique 

III.1.2.1) Marquage à l’azote 15 

 

Il est basé sur l’incorporation aux protéines de 15N. Par exemple, le groupe de Chait45 a comparé 

l’expression de protéines dans deux lots de levures : un lot témoin et un lot incubé dans un milieu de 

culture enrichi en azote 15. Lors du métabolisme des levures, les atomes d’azote 14 sont 

progressivement remplacés par de l’azote 15. Les levures enrichies en 15N sont ensuite mélangées 

avec les levures servant de témoin. Les protéines obtenues sont séparées puis digérées par de la 

trypsine. Le ratio entre un peptide marqué à l’azote 15 et son homologue non marqué donne une 

information quantitative sur l’expression de la protéine dans chaque lot de levures. En effet, le 

peptide marqué aura les mêmes propriétés physico-chimiques que le peptide non marqué. Ces deux 

formes subiront donc les mêmes rendements lors de la préparation de l’échantillon et également le 

même effet matrice lors de l’ionisation. La comparaison de l’aire des pics chromatographiques de ces 
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deux peptides donnera donc une information sur la quantité relative du peptide (et au final de la 

protéine) dans chaque lot. Un inconvénient de cette technique est que seulement deux lots peuvent 

être comparés. 

 

III.1.2.2) L’approche SILAC (Stable isotope labeling by amino acids in cell culture) 

 

Dans cette technique, deux milieux de culture sont comparés46. Ces deux milieux correspondent à 

deux états physiologiques différents. Dans l’un des deux milieux sont ajoutés des acides aminés 

marqués par des isotopes stables (15N, 13C). Ces acides aminés seront incorporés au sein des 

protéines lors de leur synthèse. Les échantillons sont ensuite mélangés et traités ensemble 

(purification éventuelle, digestion enzymatique et analyse par LC-MS/MS). Une quantification 

relative d’un milieu par rapport à l’autre peut donc être réalisée. Plusieurs milieux peuvent être 

comparés si on met un seul type d’acide aminé marqué dans chaque milieu. Il faut toutefois que les 

peptides détectés contiennent cet acide aminé. C’est pourquoi on utilise généralement de la lysine 

ou de l’arginine qui sont présentes dans chaque peptide  après digestion de la protéine cible par de la 

trypsine (excepté le peptide situé en position C-terminale). 

 

III.1.3) Le marquage protéolytique 

 

Deux lots d’échantillons peuvent être comparés dans ce cas. Le premier est digéré avec le protocole 

classique. Dans le second, de l’eau lourde (H2
18O) remplace l’eau lors de la digestion à la trypsine. 

Ceci résulte en l’incorporation de deux atomes d’oxygène 18 au niveau de la lysine ou de l’arginine. 

Le premier provient de l’hydrolyse de la liaison peptidique et le second serait le résultat de 

l’utilisation du peptide libéré comme pseudo substrat47. L’inconvénient par rapport aux approches 

précédentes est que les deux lots sont mélangés après la digestion enzymatique. Les pertes 

potentielles de protéines préalables ne sont donc pas corrigées. 

 

III.1.4) Le marquage chimique 

 

Plusieurs fonctions sont accessibles pour un marquage chimique au sein d’une protéine : 

- les amines présentes en position N-terminale (de la protéine mais également de chaque 

peptide après digestion enzymatique) ou sur les chaînes latérales des lysines, 

- les acides carboxyliques présents en position C-terminale (de la protéine mais également 

de chaque peptide après digestion enzymatique) ou sur les chaînes latérales des acides 

aspartiques et glutamiques, 

- les thiols présents sur les chaînes latérales des Cystéines. 
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III.1.4.1) Réaction sur les amines 

III.1.4.1.1) Acétylation ou propionylation 

 

Cette méthode consiste à introduire un anhydride acétique (ou propionique) dans un lot de 

protéines digérées et son homologue deutéré dans un second lot de protéines. Les lysines peuvent 

être protégées au préalable par conversion en homo-arginines48. L’incrément de masse de cinq 

Daltons ainsi généré peut permettre une quantification relative des deux séries d’échantillons. 

 

III.1.4.1.2) Réactifs à base d’esters de 1-Hydroxy-2,5-pyrrolidinedione 

 

Plus connus sous le nom de dérivés de N-hydroxysuccinimide, ils réagissent avec les amines libres 

afin de former une amide : 

 

Figure 17 : Réaction entre une amine et un ester de N- hydroxysuccinimide. 

Divers marquages par des isotopes stables ont donc été réalisés sur le groupement R afin de pouvoir 

quantifier simultanément plusieurs lots de protéines. 

 

III.1.4.1.2.1) Méthode ICPL(Isotope-Coded Protein Labels) 

 

Ce marquage introduit par les groupes de James49 puis de Lottspeich50 consiste à greffer sur les 

protéines un groupement (deutéré ou non) issu de l’acide nicotinique. 

 

III.1.4.1.2.2) Méthode mTRAQ® 

 

Ce réactif, commercialisé par la société AB Sciex a été utilisé pour la première fois par Desouza et al. 

en 2008 pour la quantification d’un biomarqueur potentiel de cancer dans des tissus endométriaux51. 

Le greffon (N-carboxymethyl-N'-methylpiperazine) existe sous trois masses différentes : le premier 

ne contient pas d’isotopes lourds, le deuxième contient trois 13C et un 15N (soit une différence de 

masse de 4 Da par rapport au non marqué), le troisième contient six 13C et deux 15N (soit une 

différence de masse de 8 Da par rapport au non marqué). 
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III.1.4.1.2.3) Tandem Mass Tag et iTRAQ® 

 

Les réactifs de type Tandem Mass Tag (ou TMT) ont été introduits par Thompson et al.
52 en 2003 et 

sont aujourd’hui commercialisés par la société Thermo Scientific. Les réactifs de type iTRAQ® 

(Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation) ont été utilisés par le groupe de Pappin53 en 

2004 et sont aujourd’hui commercialisés par la société AB Sciex. Ces deux réactifs sont composés 

d’un groupement qui va réagir sur les amines primaires, d’un bras qui va servir de balance et d’un ion 

rapporteur. La somme ion rapporteur et balance fait toujours la même masse. Le réactif iTRAQ® est 

présenté sur la figure suivante : 

 

Figure 18 : Structure du réactif iTRAQ® (d’après Ross et al.
53

). 

 

Ce réactif est constitué d’un groupe rapporteur dont la masse varie de 114 à 117 Da et d’une balance 

dont la masse varie de 31 à 28 Da de façon à ce que l’ensemble ait une masse fixe de 145 Da. Les 

masses du groupe rapporteur et de la balance sont ajustées par l’incorporation d’isotopes lourds 

(13C, 15N et 18O). Ce réactif permet donc de comparer quatre états différents. Ces quatre états sont 

mélangés, digérés et analysés par LC-MS/MS. Puisque les quatre réactifs ont la même masse, le 

premier analyseur va laisser passer simultanément les quatre peptides marqués. En revanche, après 

fragmentation, la liaison entre la balance et le rapporteur est rompue : ceci va permettre d’observer 

des ions de la masse 114 à la masse 117. La quantification va alors se faire en comparant l’aire de 

chacun de ces ions obtenus après fragmentation. 

Les réactifs Tandem Mass Tag permettent de comparer six états différents. Une version plus récente 

des réactifs iTRAQ® permet de comparer huit états. 
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III.1.4.2) Réaction sur les thiols 

III.1.4.2.1) ICAT (isotope-coded affinity tag) et dérivés 

 

Ces réactifs développés par le groupe d’Aebersold en 199954 sont constitués d’une fonction 

réagissant sur les cystéines (groupe iodoacétamide), d’un bras pouvant contenant zéro ou huit 

atomes de deutérium et d’un groupement biotine permettant la purification des peptides dérivés. 

Les inconvénients de ces réactifs sont d’une part la présence de deutérium qui peut induire une 

variation de rétention par rapport à son homologue non marqué55. D’autre part, la partie biotine 

diminue la qualité de la fragmentation en CID par rapport à un résidu plus petit sur la cystéine. Ces 

constats ont amené au développement de réactifs ICAT de seconde génération qui sont marqués par 

du carbone 13 et qui sont clivables en milieu acide56,57. 

Une autre variante consiste en un réactif photoclivable greffé sur une bille58. Dans  ce cas, les 

peptides contenant une cystéine sont piégés sur le support ce qui permet leur purification. Ces 

peptides sont ensuite libérés par le clivage du bras liant la cystéine au support. Ce bras peut être non 

marqué ou marqué par sept atomes de deutérium. 

 

III.1.4.2.2) ALICE (Acid-Labile Isotope-Coded Extractants) 

 

La méthode ALICE a été présentée par le groupe de Qiu59 en 2002. Ce réactif est composé d’un 

groupement maléimide qui va réagir sur les thiols, d’un bras contenant zéro ou dix atomes de 

deutérium et d’une résine qui permet la purification des peptides à cystéine et qui pourra être clivée 

en milieu acide afin de libérer les peptides capturés. 

 

III.1.4.2.3) HysTag 

 

Ce réactif est présenté sur la Figure 19 : 
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Figure 19 : Structure du réactif Hystag (d’après Olsen et al.
60

). 

Il est donc constitué de dix acides aminés : 

- six histidines qui permettront la purification du peptide dérivé par affinité avec des 

cations métalliques (Ni2+ par exemple), 

- un site de clivage par la trypsine (enchaînement alanine – arginine), 

- une alanine servant pour le marquage isotopique : elle contient donc zéro ou quatre 

atomes de deutérium (X = H ou X = D), 

- une cystéine dérivée par un groupement réactif aux thiols (groupement 2-pyridyle 

disulfure). 

Dans cette méthode, les protéines sont dans un premier temps marqueés par le réactif HysTag puis 

digérées par de l’endoprotéinase Lys-C. Cette enzyme va hydrolyser de manière spécifique les 

liaisons peptidiques situées après une lysine. L’avantage de cette enzyme est qu’elle ne va pas 

hydrolyser le tag (ce que ferait la trypsine). Les peptides générés sont ensuite purifiés par affinité ou 

par chromatographie d’échange de cations. Ensuite, les peptides purifiés sont digérés par de la 

trypsine afin de libérer le tag histidine. 

III.2) La quantification absolue 

 

La quantification absolue des protéines se fait essentiellement par étalonnage interne. Cependant, 

un étalonnage externe peut être réalisé dans certains cas. 
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III.2.1) Etalonnage externe 

 

Cette méthode est très fréquemment utilisée pour des dosages réalisés par absorption, émission ou 

fluorescence moléculaire (UV, ELISA…). Cette méthode possède l’avantage d’être simple et peu 

onéreuse puisqu’elle consiste en la réalisation d’une gamme d’analyte dans une matrice blanche (si 

possible) ou dans l’eau afin de réaliser une courbe d’étalonnage du type signal mesuré en fonction de 

la concentration ajoutée d’analyte comme le montre par exemple la Figure 20 : 

 

Figure 20 : Exemple de dosage par étalonnage externe. 

 

L’échantillon inconnu est ensuite analysé et sa concentration est déduite en fonction du modèle 

défini au préalable par l’équation suivante : 

 

Le plus gros inconvénient de cette approche est qu’elle nécessite la présence d’une matrice blanche 

ce qui n’est quasiment jamais possible à cause des protéines endogènes. Cependant, l’antigène 

spécifique de la prostate (PSA) qui est un marqueur tumoral du cancer de la prostate a pu être dosé 

dans du sérum par étalonnage externe17. Pour cela, une gamme de PSA a été réalisée dans du sérum 

de femme (qui ne contient donc pas de PSA), les échantillons ont été digérés par de la trypsine et 

l’aire d’un peptide rapporteur a été mesurée en fonction de la concentration de PSA ajoutée. 

Ensuite, le PSA a été dosé dans plusieurs sérums d’homme. Les résultats obtenus sont parfaitement 

corrélés avec les dosages réalisés par ELIS��;ƌϸ�с�Ϭ͕ϵϲͿ�ĐĞ�ƋƵŝ�ƉƌŽƵǀĞ�ƋƵĞ�ů͛ĠƚĂůŽŶŶĂŐĞ�ĞǆƚĞƌŶĞ�ƉĞƵƚ�
s’avérer efficace pour la quantification absolue de protéines par LC-MS/MS. Cependant, cet exemple 

représente un cas rare du fait de la difficulté de l’obtention d’une matrice blanche. C’est pourquoi 

l’étalonnage interne est essentiellement pratiqué. 
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III.2.2) Etalonnage interne 

III.2.2.1) Principe 

 

Dans cette méthode, un composé différent de l’analyte est ajouté en quantité connue dans 

l’échantillon. L’étalon doit avoir des caractéristiques physico-chimiques (masse, hydrophobicité, 

pKa…) très proches de l’analyte recherché afin de corriger un maximum de sources de variations. En 

spectrométrie de masse, le meilleur étalon interne est l’analyte marqué par des isotopes stables 

comme le carbone 13 ou l’azote 15. En effet, puisque la séquence de l’étalon et de l’analyte sont les 

mêmes, l’étalon subira les mêmes pertes éventuelles lors de la préparation d’échantillon et sera élué 

en même temps que l’analyte. En revanche, l’incorporation d’isotopes stables s’accompagne d’une 

augmentation de la masse de l’étalon par rapport à celle de l’analyte. Les deux pourront donc être 

aisément distingués en SRM. 

Puisque l’étalon interne est ajouté en quantité connue dans l’échantillon, un simple produit en croix 

permet de remonter à la concentration de l’analyte (à condition de se trouver dans le domaine de 

linéarité de la réponse) : 

 

Pour la quantification de protéines en spectrométrie de masse via un peptide rapporteur, trois 

approches ont été développées : AQUA, QCAT et PSAQ. 

 

III.2.2.2) AQUA 

 

La méthode AQUA (pour Absolute QUAntification) a été introduite par le groupe de Gygi en 200361. 

Un peptide ayant la même séquence que le peptide rapporteur choisi est synthétisé avec un acide 

aminé marqué par des isotopes lourds (13C ou 15N). Le peptide lourd a rigoureusement les mêmes 

propriétés physico-chimiques que le peptide naturel (à l’exception d’une masse plus élevée). Il est 

ajouté en quantité connue immédiatement après la digestion enzymatique et va donc corriger tous 

les biais dans l’analyse situés en aval de la digestion enzymatique mais pas ceux situés en amont 

(pertes lors du stockage de l’échantillon, déplétion des protéines majoritaires, purification de la 

protéine d’intérêt…). Puisqu’il est ajouté à l’issue de la digestion enzymatique, il ne va pas non plus 

corriger le rendement de digestion. Lors d’un dosage par cette méthode, il faut donc s’assurer que 

toutes les manipulations d’échantillons soient reproductibles tant que la protéine n’a pas été 

hydrolysée. Ceci est d’autant plus vrai si la digestion enzymatique n’est pas totale. Dans ce cas, il 

faudra estimer le rendement de digestion et appliquer un facteur correctif afin de ne pas introduire 

de biais dans le dosage. 

Cet étalonnage est actuellement le plus utilisé du fait de la simplicité d’obtention des peptides 

marqués. 
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III.2.2.3) QCAT (Quantification conCATemer) 

 

Cette méthode consiste à concaténer différents peptides marqués par des isotopes stables (peptides 

AQUA) et à produire le polypeptide artificiel sous la forme d’une protéine recombinante lourde62. 

L’étalon est alors ajouté avant l’étape de digestion des protéines (et avant l’étape éventuelle de 

dénaturation des protéines) ce qui permet de corriger les pertes de protéines lors de ces 

manipulations. De cette façon, il est possible d’obtenir un standard pour calibrer le dosage simultané 

de plusieurs protéines à moindre coût. L’étalon QCAT ne permet pas forcément de corriger le 

rendement de digestion bien qu’il soit présent dès le début de la préparation d’échantillons. En effet, 

même s’il doit être hydrolysé par la trypsine pour libérer des peptides de type AQUA, le rendement 

de clivage dépend de la conformation de la protéine. Cette conformation dépend de la séquence 

entière de la protéine. L’étalon QCAT et les protéines ciblées ne peuvent donc pas avoir la même 

conformation. Ainsi, le rendement de digestion ne peut pas être corrigé avec certitude par cette 

approche. Par exemple, il a été montré que certains peptides de l’étalon QCAT pouvaient se digérer 

plus rapidement que les mêmes peptides issus de la protéine cible63. De même, la solubilité de la 

protéine n’est pas la même que celle de l’étalon QCAT. L’idéal serait donc d’avoir comme étalon la 

même protéine que celle à doser. C’est le principe de l’étalonnage suivant. 

 

III.2.2.4) PSAQ 

 

Pour pallier les problèmes cités précédemment, Virginie Brun et al.
64 ont proposé d’utiliser une 

méthode baptisée PSAQ (pour Protein Standard Absolute Quantification). Dans ce cas, l’étalon 

interne est une protéine recombinante, ayant la même séquence que la protéine naturelle mais 

synthétisée avec des acides aminés marqués par des isotopes stables. Cet étalon est ajouté dès le 

début de la préparation d’échantillon et permet donc de tenir compte de toutes les pertes 

d’échantillon lors par exemple de la purification de la protéine cible ainsi que du rendement de 

digestion. Cependant, l’obtention des étalons PSAQ bien solubles et purifiés est assez difficile65. 

 

 

III.2.3) Les difficultés liées à la quantification absolue de protéines par spectrométrie de 

masse 

 

Quelle que soit la méthode de quantification choisie, mettre au point une méthode de quantification 

absolue de protéines par spectrométrie de masse présente un certain nombre d’obstacles. Ce 

paragraphe va plus particulièrement s’attacher à la quantification de protéines plasmatiques mais les 

mêmes difficultés sont rencontrées dans d’autres matrices. Parmi ces difficultés, on trouve la gamme 

dynamique de toutes les protéines présentes qui vont engendrer un effet matrice, la spécificité des 

peptides choisis et les étalons eux-mêmes. 
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III.2.3.1) La protéomique dans le sang 

 

Les protéines sanguines sont analysées à partir de plasma ou de sérum. Le plasma est la partie 

liquide du sang c'est-à-dire du sang dans lequel ont  été enlevées les cellules (hématies, plaquettes et 

leucocytes) après ajout d’anticoagulants et centrifugation. Le plasma représente 55% du volume 

sanguin. Le sérum est la partie liquide du sang obtenue après coagulation. Autrement dit, le sérum 

est un plasma ne contenant plus les protéines ayant coagulé comme les fibrines. 

Dans le plasma humain, on estime qu’il y a plus de 20 000 protéines différentes66. La concentration 

totale des protéines dans le plasma est de 60 à 80 mg/mL. Une difficulté dans l’analyse du plasma est 

la grande gamme dynamique de ces protéines. Cette gamme dynamique est représentée sur la 

Figure 21: 

 

Figure 21 : Concentration de 70 protéines dans le plasma (d’après Anderson et Anderson
67

). 

 

La quantité d’albumine à elle seule représente environ la moitié de la quantité totale de l’ensemble 

des protéines plasmatiques. En effet, sa concentration est  de l’ordre de 40 mg / mL. Ainsi, une 

vingtaine de protéines représentent 90% de la quantité totale de protéines plasmatiques totales. 

Actuellement, les limites de quantifications en spectrométrie de masse sont situées en dessous du 

ng/mL68 ce qui est 40 million de fois moins concentré que l’albumine. Les grandes approches ayant 

permis d’atteindre ces limites sont présentées en bleu et seront détaillées ultérieurement. 
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III.2.3.2) L’effet matrice 

 

Puisqu’en spectrométrie de masse, le signal détecté dépend du nombre d’ions transmis jusqu’au 

détecteur et que ces ions sont émis dans la source électrospray (cf. paragraphe II.2.2.1.2) page 38 

pour le fonctionnement de la source ESI), on peut supposer que le signal détecté soit proportionnel à 

la concentration de l’analyte. Par conséquent, on pourrait relier l’aire sous le pic chromatographique 

à la quantité d’ions. Cependant, d’autres phénomènes entrent en jeu. En effet, les molécules de 

l’échantillon qui sont coéluées avec le composé d’intérêt peuvent interférer avec l’ionisation de ce 

composé, ce qui peut causer une suppression ou une augmentation d’ionisation. Ce phénomène est 

appelé effet matrice et a été décrit pour la première fois par Kebarle et Tang en 199369. 

La principale cause de l’effet matrice est un changement de propriétés de la gouttelette à cause de la 

présence d’espèces moins volatiles70,71. Ceci va modifier l’efficacité de formation des gouttes ou de 

l’évaporation de l’analyte72. Les molécules moins volatiles peuvent entraîner la coprécipitation de 

l’analyte. De plus, le cation d’intérêt peut être déprotoné lors de réactions en phase gaz ce qui va 

diminuer le signal. Dans ce cas, on parle d’effet matrice négatif.  

Inversement, l’évaporation ou la protonation de l’analyte peut être favorisée selon la matrice. On 

parlera alors d’effet matrice positif. 

Il existe différentes méthodes pour évaluer l’effet matrice. On peut citer  citer les deux plus 

fréquentes. La première est l’infusion post-colonne définie par Bonfiglio et al.
73

 : elle permet une 

évaluation qualitative de l’effet matrice et est représentée sur la Figure 22 : 

 

Figure 22 : Evaluation de l’effet matrice par l’infusion post-colonne (d’après Trufelli et al.
74

). 

 

Une pompe délivre une quantité constante d’analyte entre la  sortie de la colonne 

chromatographique et la source. Un échantillon ne contenant pas l’analyte est injecté et le 

spectromètre de masse suit l’analyte pendant toute la durée du gradient chromatographique. En 

l’absence d’effet matrice, le signal obtenu doit être constant. L’avantage de cette méthode est 

qu’elle permet de voir l’effet matrice sur tout le chromatogramme. Cependant, elle ne permet pas 

d’évaluer l’effet matrice simultanément sur un grand nombre de peptides. 

La seconde méthode est celle des ajouts post extraction proposée par Matuszewski et al.
75,76 : elle 

permet une évaluation quantitative de l’effet matrice : 
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Figure 23 : Evaluation de l’effet matrice par les ajouts post-extraction (d’après Trufelli et al.
74

). 

 

Dans cette approche, il est proposé de réaliser cinq gammes d’analyte dans l’eau (solutions A), cinq 

gammes d’analyte dans la matrice après avoir réalisé l’extraction (solutions B), et cinq gammes 

d’analyte dans la matrice avant d’avoir réalisé l’extraction (solutions C). Ainsi, le rapport entre la 

pente de la gamme issue des solutions B et celle issue des solutions A donnera l’effet matrice. Cette 

méthode permet également d’obtenir le rendement de l’extraction en divisant la pente des solutions 

C par celle des solutions B. Enfin, la comparaison entre les solutions C et A donne le rendement 

global de l’analyse. Dans ce cas, l’effet matrice peut donc être évalué simultanément sur tous les 

analytes d’intérêt. Cette approche peut toutefois être réalisée sur un seul point sans faire de gamme 

complète. Dans ce cas, il faut que la concentration testée soit proche de la concentration qui sera 

rencontrée lors des dosages.  

L’un des problèmes posé par l’effet matrice est donc que la réponse de l’analyte va varier en fonction 

de la présence d’autres composés. Ceci est donc très gênant lorsqu’une quantification absolue veut 

être réalisée par étalonnage externe. En revanche, l’utilisation d’étalons internes permet de 

s’affranchir de ce problème de variation de réponse. En effet, puisque l’étalon interne est un peptide 

marqué par des isotopes stables ayant la même séquence que l’analyte, il sera coélué avec l’analyte 

et subira donc les mêmes augmentations ou suppressions de signal. L’effet matrice est alors corrigé. 

Il faut cependant veiller à ce que l’étalon soit ajouté en quantité proche de celle de l’analyte. En 

effet, si l’étalon est ajouté en quantité largement supérieure à celle de l’analyte, il pourrait générer 

de l’effet matrice et modifier la réponse de l’analyte. La quantification serait alors biaisée. Il est donc 

important d’avoir une estimation de la concentration attendue. Le plasma humain étant une matrice 

très étudiée,  la concentration de la plupart des protéines est documentée. En revanche, pour des 

matrices peu étudiées comme nous en rencontrerons dans le deuxième chapitre chez un invertébré, 

des analyses préliminaires doivent être réalisées afin d’estimer la concentration des protéines cibles. 

Le seul problème réellement posé par l’effet matrice n’est donc pas d’introduire un biais dans le 

dosage mais plutôt d’empêcher d’atteindre des limites de quantification très basses. En effet, il est 
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rare que l’effet matrice soit positif. L’enjeu de la quantification de biomarqueurs est généralement 

de doser des protéines très faiblement concentrées dont le signal est supprimé par les protéines les 

plus abondantes. L’effet matrice doit donc être diminué en adaptant la préparation d’échantillon. 

Différentes stratégies mises en place pour abaisser les limites de quantification seront développées 

ultérieurement. 

 

III.2.3.3) La spécificité du peptide quantifié 

 

Puisque la quantification d’une protéine est en fait une quantification d’un peptide issu de la 

protéine après digestion enzymatique, il faut s’assurer que le peptide étudié soit le reflet réel de la 

protéine. Pour cela, il faut d’abord vérifier que le peptide choisi provienne uniquement de la protéine 

d’intérêt. En effet, il peut exister des homologies de séquence entre différentes protéines. Ainsi, 

après digestion enzymatique, deux peptides de séquence identiques peuvent être générés  à partir 

de deux protéines différentes. Le dosage de ce peptide donnera donc la concentration de la protéine 

cible plus celle de la seconde protéine. Chez l’homme, la spécificité du peptide est facile à vérifier 

puisque tout le génome a été séquencé. Il suffit donc d’effectuer un BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool). Une autre possibilité est d’effectuer une recherche dans des bases de données telles 

que PeptideAtlas77. Cette base de données recense les peptides qui ont été détectés par 

spectrométrie de masse. Elle est donc un bon point de départ pour définir les peptides qui peuvent 

être recherchés par LC-MS.  

En revanche, lorsque la protéine étudiée appartient à un organisme pas ou peu séquencé, ce qui est 

le cas de beaucoup d’invertébrés bien qu’ils représentent un fort intérêt en écotoxicologie, d’autres 

moyens doivent être mis en place afin de s’assurer de doser la bonne protéine. Dans ce cas, il est 

nécessaire de suivre l’évolution de l’aire de plusieurs peptides issus de la protéine cible 

simultanément. Cette stratégie sera appliquée lors du développement d’une méthode de 

quantification de la Vitellogénine lors du prochain chapitre de ce manuscrit. Lorsque le peptide 

spécifique est sélectionné, une autre étape cruciale concerne l’évaluation du rendement de 

digestion. 

 

III.2.3.4) Evaluation du rendement de digestion 

 

Il est à noter que même si chez l’homme, la spécificité biologique d’un peptide est facilement 

vérifiable, il est tout de même recommandé d’effectuer la quantification sur plusieurs peptides afin 

de comparer le résultat obtenu à partir de ces peptides. Ceci permet notamment de valider le fait 

que la digestion enzymatique soit répétable au niveau des peptides sélectionnés. Même si un 

étalonnage de type QCAT permet en théorie de s’affranchir d’une digestion incomplète, il a déjà été 

rapporté que les acides aminés situés à proximité de la zone de coupure enzymatique avaient une 

influence sur le rendement de la digestion63. Dans ce cas, les étalons de type PSAQ sont un atout 

supplémentaire. Dans le cas d’une quantification par ajout du peptide marqué (AQUA), le rendement 
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de digestion peut être estimé en ajoutant une quantité connue de la protéine d’intérêt dans une 

matrice blanche puis en ajoutant le peptide marqué en quantité connue également. Ainsi, après 

digestion, l’ensemble est analysé par LC-MS/MS et le rapport entre l’aire du peptide léger et celle du 

peptide marqué est calculé. Si la protéine et le peptide marqué ont été ajoutés en même quantité 

molaire, ce rapport donne directement le rendement de digestion de la protéine. Cette approche 

nécessite toutefois que la protéine soit disponible. De plus, comme dans le cas du PSAQ, les 

protéines commerciales ne sont que de simples protéines : elles ne sont donc pas modifiées comme 

peuvent l’être les protéines endogènes (phosphorylation, glycosylation…). Ces modifications post 

traductionnelles peuvent également modifier l’activité de la trypsine (probablement du fait d’une 

conformation tridimensionnelle différente). En effet, Agger et al.
78 ont montré que l’ajout de 

protéines purifiées (dans leur cas, de l’apolipoprotéine A-I et de l’apolipoprotéine B) dans une 

matrice standard ne reflétait pas l’efficacité de digestion des protéines endogènes plasmatiques. Ces 

modifications post traductionnelles obligent également l’opérateur à être encore plus vigilent lors du 

choix du peptide. En effet, les peptides contenant des acides aminés sur lesquels des modifications 

post traductionnelles peuvent se produire sont à éviter afin de ne pas introduire de biais dans le 

dosage (si le peptide est modifié, sa masse va changer et il ne sera alors plus détecté en SRM). Ces 

acides aminés seront vus plus en détail dans un paragraphe ultérieur sur les critères de choix des 

peptides protéotypiques. Encore une fois, les modifications post traductionnelles sont généralement 

bien décrites chez l’homme mais pas chez les invertébrés. 

Dans tous les cas, l’étape de digestion enzymatique est une étape cruciale qu’il ne faut pas négliger. Il 

existe de nombreuses façons de dénaturer une protéine avant sa digestion (cf. paragraphe II.2.1) 

page 35) et chaque protéine va être digérée différemment selon ces traitements. De plus, pour un 

protocole de dénaturation donnée, deux protéines différentes ne seront pas digérées à la même 

vitesse. Le groupe de Christoph Borchers a étudié l’effet de nombreux protocoles de dénaturation 

(agents chaotropes, dénaturation thermique, détergents, solvants organiques) sur la rapidité de la 

digestion enzymatique20. Ils ont étudié 45 protéines plasmatiques et les ont classées en trois 

groupes : les protéines digérées rapidement, modérément ou résistantes à la digestion. Sur les 45 

protéines, 31 ont été totalement digérées en 9 heures et le signal mesuré reste stable pendant au 

moins 7 heures supplémentaires. Dans ce cas, la digestion a été considérée comme totale car le 

signal mesuré ne varie plus en fonction du temps. En revanche, pour les 14 autres, aucun plateau 

n’est atteint ou alors le signal diminue. 

Le rendement de digestion n’est pas indispensable à évaluer lorsque de nouveaux biomarqueurs 

veulent être découverts. En effet, l’objectif de la quantification de biomarqueurs n’est pas de donner 

leur concentration exacte (même si cela est préférable) mais plutôt d’évaluer l’évolution de son 

expression. Ainsi, si tout le processus de préparation d’échantillons est répétable, le biomarqueur 

pourra être étudié et quantifié de façon fiable : la concentration mesurée sera seulement sous 

évaluée. Cependant, si la digestion enzymatique n’est pas totale, la quantité de peptide rapporteur 

libérée ne sera pas maximale et donc le dosage sera moins sensible. 

Quelle que soit la méthode d’étalonnage interne utilisée, la quantification se fait en se basant sur la 

concentration de cet étalon. Une autre question se pose alors : quelle est la concentration réelle de 

l’étalon ? 
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III.2.3.5) Evaluation de la concentration de l’étalon 

 

La concentration réelle de l’étalon utilisée est une question rarement soulevée lors des dosages. 

Généralement, l’étalon peptidique est synthétisé sur un support solide selon la chimie Fmoc. Après 

sa synthèse, le peptide est purifié par HPLC et lyophilisé. Bien qu’une pureté soit déterminée par le 

fournisseur (généralement par analyse d’acides aminés), des pesées précises de très faibles quantités 

sont difficiles à réaliser. De plus, les peptides sont hygroscopiques donc la présence d’eau 

supplémentaire va engendrer une surestimation de la quantité d’étalon. Récemment, une méthode a 

été proposée par le groupe de Christoph Borchers pour quantifier les étalons peptidiques à partir de 

seulement 10 ng de peptide79. Cette méthode est basée sur une hydrolyse totale du peptide en 

milieu acide puis sur la détermination de la concentration de chaque acide aminé par LC-MS/MS. La 

concentration a été obtenue en comparant le rapport entre l’aire de l’acide aminé et l’aire d’un 

étalon interne (la norleucine) obtenu dans le mélange issu de l’hydrolyse avec le rapport de l’aire du 

même acide aminé et de l’aire de la norleucine obtenues lors de gammes d’étalonnage. Le temps 

total d’analyse (hydrolyse et analyse par LC-MS/MS) est d’environ cinq heures. 

Une fois la concentration de la solution de départ déterminée, il faut également s’assurer qu’elle 

reste stable sur la période du dosage. En effet, le coût des étalons est tel (plus de 100 euros par 

milligramme de peptide) qu’il n’est pas envisageable d’effectuer une pesée lors de chaque analyse. 

La stabilité de la solution mère doit donc être évaluée. Cette étude peut également se faire à 

différentes températures. 

Maintenant que le principe de la quantification par spectrométrie de masse a été détaillé et que les 

principales difficultés ont été abordées, nous allons développer les principales étapes qui ont permis 

d’atteindre des sensibilités dans le plasma de l’ordre du ng / mL. 

 

IV) Les stratégies mises en place pour améliorer la sensibilité des 

dosages 

IV.1) Analyse directe du plasma digéré 

 

Pour les petites molécules, la quantification par SRM sur un triple quadripôle est une technique de 

dosage bien établie depuis plusieurs décennies. En revanche, pour la quantification de protéines, 

cette approche n’émerge que depuis quelques années. Lors de l’analyse de petites molécules, les 

analytes sont généralement faiblement concentrés mais ont une nature chimique différente de celle 

de la matrice. Par conséquent, ils peuvent être séparés d’une grande partie de la matrice. A l’inverse, 

lors de l’analyse de protéines par le biais de peptides rapporteurs après digestion enzymatique, 

l’analyte a la même composition que la matrice. Il n’est donc pas possible de séparer le peptide 

d’intérêt de tous les peptides issus des protéines majoritaires. Il en résulte des effets de suppression 

de signal beaucoup plus importants et donc les limites de quantification sont plus élevées. 
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La première publication rapportant la quantification absolue d’une protéine après digestion 

enzymatique a été réalisée par Barr et al. en 1996. Dans cet article, ils ont décrit une méthode 

permettant de doser une solution de référence d’apolipoprotéine A-I par ajout de peptide 

rapporteur marqué80. 

L’une des premières études permettant d’estimer les limites de quantification qui pouvaient être 

atteintes lors d’analyse directe du plasma après digestion enzymatique a été réalisée en 2006 par 

Anderson et Hunter81. Dans cette étude, ils ont quantifié 53 protéines plasmatiques. La moins 

concentrée des protéines détectées est la L-selectine dont la concentration vaut 0,67 ђg / mL. Une 

analyse plus récente de la protéine C-réactive dans le plasma a donné une limite de détection de 

1,3 ђg / mL82. 

Il semble donc que les limites de quantification obtenues après une simple digestion enzymatique du 

plasma soient situées autour du ђg / mL. Il est évident que les progrès instrumentaux vont permettre 

d’abaisser ces limites de quantification. Par exemple, l’étude menée par Anderson et Hunter a été 

réalisée sur un 4000 QTRAP (AB Sciex). Si la même étude était réalisée sur un 5500 QTRAP (AB Sciex) 

qui est également un appareil hybride de type Q-trap (cf. paragraphe II.2.3.1.2) page 50), les limites 

de quantification seraient abaissées d’un facteur cinq environ. 

Afin de ne pas être limité par la sensibilité intrinsèque des spectromètres de masse, différents 

chemins ont été explorés pour détecter des protéines de moins en moins concentrées. Pour bien 

comprendre les stratégies employées, il faut revenir sur la Figure 21 page 64. Sur ce graphique 

apparaît la protéine C-réactive citée précédemment dont la concentration est située autour du 

ђg / mL et qui représente donc un point de repère permettant de définir les protéines qui peuvent 

être quantifiées par analyse directe du plasma. Nous avons vu que la protéine plasmatique la plus 

concentrée est l’albumine et que cette protéine représente à elle seule 50% de la quantité totale des 

protéines plasmatiques. De même, environ vingt protéines représentent plus de 90% des protéines 

totales. Une stratégie qui vient alors à l’esprit est l’élimination de ces protéines majoritaires. 

 

IV.2) Déplétion des protéines majoritaires 

 

Pour ce faire, l’approche la plus utilisée est l’immuno-capture d’un certain nombre de protéines 

majoritaires. En effet, il existe des kits pour enlever uniquement l’albumine83, l’albumine et les 

immunoglobulines G84, les six protéines les plus abondantes (albumine, immunoglobuline G, 

immunoglobuline A, transferrine, anti-trypsine et haptoglobine)85-87, les sept plus abondantes (les six 

précédentes et les fibrinogènes)68, les douze68, 88-89 ou les quatorze plus abondantes90. 

Après déplétion des six protéines majoritaires, Anderson et Hunter n’ont pas quantifié le gain 

apporté en terme de limite de détection. Cependant, ils ont observé de meilleurs rapports signal sur 

bruit pour les peptides étudiés avec des coefficients de variation améliorés. Si un peptide moins 

concentré avait été étudié, il aurait donc très probablement été détecté après déplétion mais pas 

sans cette étape. 



Chapitre I : Etude bibliographique 

71 

 

Après déplétion des six mêmes protéines, Lin et al. ont obtenu une limite de détection située autour 

de 0,1 ђg / mL pour l’adiponectine85. 

Tu et al. ont pu détecter 23 protéines dont la concentration est inférieure à 10 ng / mL (par exemple 

la thyrogluboline qui apparaît sur la Figure 21 page 64 et dont la concentration est estimée à 

5 ng / mL) après déplétion des quatorze protéines majoritaires90. 

Des études ont également été menées afin de déterminer quelle quantité de protéine était 

réellement enlevée par les kits. Par exemple, la déplétion de sept protéines abaisse la quantité totale 

de protéines plasmatiques de 55 à 7,5 mg / mL. La déplétion de quatorze protéines amène cette 

quantité totale à 2,3 mg / mL68. Björhall et al. ont comparé l’efficacité de la déplétion de l’albumine à 

partir de cinq kits commerciaux. Les rendements de déplétion vont de 96,0 à 99,5%91.  

Bien qu’un rendement de déplétion de 99,5% puisse être considéré comme excellent, il faut garder à 

l’esprit que les 0,5% d’albumine restant correspondent à une concentration de 200 ђg / mL (en 

partant d’une concentration initiale de 40 mg / mL). Même après une telle déplétion, l’albumine 

reste parmi les protéines les plus concentrées. 

De plus, la déplétion des protéines majoritaires s’accompagne également de la déplétion d’autres 

protéines. Cette déplétion peut être due à des séquences protéiques similaires qui vont être 

reconnues par les anticorps fixés sur les colonnes de déplétion ou à des interactions non spécifiques 

avec le support des anticorps88. Un autre phénomène probablement beaucoup plus fréquent est la 

liaison de protéines non ciblées par les anticorps avec des protéines ciblées comme l’albumine. En 

effet, l’albumine est connue pour transporter des petites molécules et des peptides dans le sang, 

mais de nombreuses protéines ont également été recensées dans la fraction enrichie en albumine 

après déplétion92. Cette déplétion non souhaitée peut être un atout si la protéine ciblée n’en fait pas 

partie puisque la matrice va être encore plus simplifiée. Cependant, si une étape de déplétion est 

choisie lors d’un dosage, il faut absolument évaluer l’impact de la déplétion sur la protéine cible. En 

effet, cette protéine peut être perdue en quantité non négligeable. Par exemple, il a été montré par 

l’équipe du laboratoire que de 95% du PSA pouvait être perdu lors de cette étape en fonction du kit 

utilisé17. Dans de tels cas extrêmes, la déplétion des protéines majoritaires est à proscrire puisque le 

gain de signal obtenu par la baisse de l’effet matrice ne va pas compenser la perte non spécifique de 

la protéine cible. Dans cette étude, la perte a pu être facilement évaluée puisque du PSA en quantité 

connue a été ajouté dans du sérum de femme (qui ne contient donc pas de PSA). Après digestion 

enzymatique et ajout de l’étalon interne marqué (peptide AQUA), le taux de PSA résiduel peut être 

déterminé. Ce cas (matrice blanche et protéine étalon disponible) n’est cependant pas toujours 

possible. L’évaluation de la quantité perdue peut alors se faire en déterminant la quantité de 

protéine cible dans la fraction enrichie en albumine ce qui n’est pas une tâche facile puisque la 

protéine cible va être très faiblement concentrée. La matrice doit alors être simplifiée c’est pourquoi, 

d’autres stratégies ont été développées pour purifier encore plus l’échantillon. 
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IV.3) Fractionnement de l’échantillon 

 

L’une des approches les plus utilisées est le fractionnement par échange de cation (SCX) après 

digestion enzymatique. Ce fractionnement peut être réalisé avec ou sans immuno-déplétion. En 

fonction de sa composition en acides aminés, chaque peptide va posséder un point isoélectrique 

différent. Ainsi, en utilisant un support chargé négativement quelque soit le pH (par exemple un 

support sur lequel est greffé un acide sulfonique), et en déposant l’échantillon en milieu acide, la 

majorité des peptides seront retenus sur le support puisqu’ils seront chargés positivement. Ensuite, 

en augmentant progressivement le pH et / ou la force ionique, les peptides les plus acides vont être 

élués. Les peptides les plus basiques seront quant à eux élués en dernier. Si de nombreuses fractions 

sont réalisées, la matrice peut être fortement simplifiée. Par exemple Keshishian et al. ont réalisé 

une soixantaine de fractions qui ont ensuite été groupées par deux ou trois. Puis, seulement six des 

groupes ainsi formés ont été analysés68. En effet, la génération de nombreuses fractions augmente 

considérablement le temps total d’analyse puisque toutes ces fractions doivent ensuite être 

analysées par LC-MS/MS. Sachant que le temps moyen pour une séparation chromatographique est 

situé autour de trente minutes, il est difficilement concevable d’analyser soixante fractions après la 

SCX puisque le temps d’analyse par échantillon serait alors de trente heures. Cette approche 

nécessite donc une première optimisation permettant de définir dans quelle fraction va se trouver le 

peptide d’intérêt afin de n’analyser que cette fraction. En utilisant cette méthode après déplétion 

des douze protéines majoritaires, ils ont obtenu une limite de quantification de 2,5 ng / mL pour le 

PSA (contre 25 ng / mL avec seulement la déplétion). Cette limite est également illustrée sur la Figure 

21 page 64 et aurait même pu être abaissée puisque le rapport signal sur bruit est de 24. Cependant, 

deux ans plus tard, ils ont développé une méthode de quantification pour neuf marqueurs de risque 

cardiovasculaire en utilisant la même stratégie. Bien qu’ils n’aient détecté que six protéines sur les 

neuf, la limite de quantification déterminée pour le peptide natriurétique de type B est d’environ 

0,8 ng / mL89. 

Une autre possibilité consiste à fractionner les protéines avant digestion enzymatique selon leur 

taille par chromatographie d’exclusion stérique (SEC). Cette stratégie a permis de quantifier la 

protéine C-réactive qui n’était pas détectée sans purification ni déplétion des trois protéines 

majoritaires93. Sur le même principe, Hoofnagle et al. ont enrichi la thyroglobuline par exclusion 

stérique puisque cette protéine est constituée de deux monomères de 330 kDa. Cette approche leur 

a permis de gagner un facteur 10 en sensibilité mais ce gain n’est pas suffisant pour détecter cette 

protéine dans le plasma (leur limite de quantification après exclusion stérique est située autour du 

ђg / mL alors que les concentrations attendues pour cette protéine sont de l’ordre du ng / mL)94. 

Une approche rapide réside dans la simple filtration de l’échantillon avec un filtre ayant une limite en 

masse de 30 kDa par exemple95. Puisque l’albumine a une masse de 67 kDa, elle peut être éliminée 

par cette approche. Le principal inconvénient est que seules les plus petites protéines peuvent être 

analysées. Il est cependant intéressant de noter que dans cette étude, les protéines ayant traversé le 

filtre ont été digérées puis identifiées. Parmi les protéines identifiées figure l’albumine. Puisque la 

protéine entière n’est à priori pas passée à travers le filtre, des fragments d’albumine sont déjà 

présents dans le plasma. Ces fragments vont participer à la complexité de la matrice et il est probable 

qu’ils ne soient pas éliminés par la déplétion des protéines majoritaires. Dans le même style de 
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fractionnement, Terracciano et al. ont mélangé des particules de silice poreuse avec du plasma. Les 

protéines récupérées sont uniquement celles qui arrivent à pénétrer dans les pores qui sont 

suffisamment petits pour exclure l’albumine96. 

Le fractionnement de l’échantillon par échange d’ions ou par exclusion stérique est donc une 

méthode moins onéreuse que l’immuno-déplétion puisqu’il ne nécessite pas d’anticorps. Le principal 

inconvénient du fractionnement réside dans le nombre assez important de fractions à analyser 

(plusieurs dizaines pour avoir un fractionnement efficace). Ceci n’est bien sûr un problème que 

lorsque plusieurs analytes élués dans différentes fractions doivent être quantifiés. Si la sensibilité de 

la méthode le permet, ces fractions peuvent toutefois être groupées pour être analysées en même 

temps (par exemple si un peptide très acide et un autre très basique doivent être quantifiés, la 

première et la dernière fraction peuvent être groupées). Un autre inconvénient du fractionnement 

est qu’il faut réussir à évaluer les pertes d’analyte si l’objectif est d’obtenir un résultat quantitatif. 

Ceci n’est toutefois pas un problème si le fractionnement s’effectue après la digestion enzymatique 

et qu’un étalon AQUA est ajouté avant le fractionnement. Enfin, même si de nombreuses fractions 

sont réalisées, il reste très certainement des peptides issus de protéines majoritaires dans la fraction 

à analyser. Ces peptides peuvent causer suffisamment de suppression de signal pour limiter la 

sensibilité de la méthode. Une autre approche a alors été envisagée : il s’agit d’enrichir l’analyte cible 

qui est faiblement concentré au lieu d’éliminer les interférents majoritaires. 

 

IV.4) Immuno-enrichissement 

 

Comme son nom l’indique, cette méthode est basée sur un enrichissement par des anticorps. Les 

mêmes limitations que lors d’un dosage par ELISA vont donc être rencontrées : disponibilité de 

l’anticorps, spécificité et coût de l’analyse. On peut toutefois émettre une réserve sur la spécificité de 

l’anticorps. En effet, cette spécificité est indispensable en ELISA afin de ne pas introduire de biais 

dans le dosage alors que lorsque l’anticorps sert uniquement à enrichir l’analyte cible, si d’autres 

protéines sont enrichies, la purification sera uniquement moins efficace. Par conséquent, l’analyse 

risque d’être moins sensible mais le résultat ne sera pas biaisé (toujours à condition de vérifier le 

rendement d’extraction si l’étalon adéquat n’est pas présent dans l’échantillon lors de la 

purification). 

Deux grandes stratégies ont été mises en place pour réaliser cet immuno-enrichissement : ce dernier 

est réalisé soit au niveau de la protéine, soit au niveau peptidique. 

 

IV.4.1) Au niveau protéique 

 

Le principe de ces deux stratégies est le même, à savoir la fixation d’un anticorps dirigé contre 

l’analyte sur un support solide. Ensuite, l’échantillon est incubé avec ce support puis rincé afin 

d’éliminer toutes les molécules qui ne se sont pas fixées. Enfin, les analytes sont décrochés. 
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Dans le cas de l’immuno-enrichissement d’une protéine, cette dernière est ensuite digérée et les 

peptides sont analysés par LC-MS/MS. En utilisant cette méthode, Callipo et al. ont obtenu une limite 

de détection de 14,6 ng / mL pour l’anhydrase carbonique II à partir de 20 ђL de sérum97.  

Une limite de  détection très basse (14,5 pg / mL) a été obtenue lors du dosage de l’hormone 

parathyroïdienne98. Une telle prouesse a pu être réalisée par l’utilisation d’un spectromètre de masse 

plus récent (API 5500) donc plus sensible. Ensuite, l’extraction de cette protéine a été réalisée à 

partir d’un volume initial important (1 mL). Puis, contrairement à la majorité des analyses en 

protéomique, la séparation chromatographique a été effectuée sur une colonne de 2,1 mm de 

diamètre (alors que les analyses se font traditionnellement sur des colonnes de diamètre inférieur à 

1 mm). Généralement, des colonnes de faible diamètre sont utilisées car elles permettent d’effectuer 

les séparations à des débits de solvant très faible ce qui permet une bonne désolvatation des ions et 

donc un meilleur signal. Cependant, la quantité de peptides pouvant être injectée sur ces colonnes 

est très limitée. A quantité de peptides injectés identique, les colonnes de faible diamètre 

permettront d’atteindre des limites de détection plus faibles. Cependant, cette baisse de sensibilité 

liée au débit de phase mobile lors de l’utilisation de colonnes de 2,1mm peut être compensée par 

l’injection de quantités de peptides beaucoup plus importantes.  

Ces études montrent que des limites de quantification très basses peuvent être atteintes après 

immuno-enrichissement de la protéine d’intérêt. Une étude sur le dosage de la proGRP (Progastrin 

releasing peptide) a montré que la limite de quantification en partant de 200 ђL de sérum était de 

0,33 ng / mL après immuno-enrichissement99. Une étude précédente réalisée par le même groupe a 

déterminé que la limite de détection était plus élevée (d’un facteur 7,5) en utilisant le même matériel 

(colonne et spectromètre de masse) mais en partant de 1 mL de sérum et sans étape d’immuno-

enrichissement100. Ces deux études permettent d’illustrer l’intérêt de l’immuno-enrichissement. 

Une méthode originale d’enrichissement peut être appliquée lorsque des anticorps doivent être 

dosés. En effet, au lieu de développer un anticorps dirigé contre l’anticorps à doser afin de l’enrichir, 

le support d’extraction peut être greffé avec l’antigène de l’anticorps à doser. Après extraction de 

l’anticorps (Erbitux), il a été digéré puis quantifié. La limite de quantification obtenue est de 20 ng / 

mL101. 

Enfin, selon la taille de la protéine cible, celle-ci peut être analysée directement après enrichissement 

sans digestion enzymatique. Cette approche a été démontrée pour la quantification de cinq insulines 

(bovine, porcine, humaine et deux analogues) ajoutées dans du plasma de cheval. La séquence de ces 

cinq insulines étant différente de celle du cheval, elles ont pu être dosées de façon indépendante. 

L’intérêt de la méthode proposée réside dans le fait que ces insulines peuvent servir de produit 

dopant pour le cheval. Après purification de 3 mL de plasma, les cinq insulines ont pu être détectées 

à une concentration de 50 pg / mL102. 

L’immuno-enrichissement de la protéine cible est donc une stratégie intéressante permettant 

d’abaisser de façon drastique les limites de quantification dans le sérum ou le plasma grâce à une 

énorme simplification de la matrice. Cependant, cette stratégie devient délicate à appliquer 

lorsqu’aucun anticorps dirigé contre la protéine cible n’est disponible. Pour éviter la production 

d’anticorps dirigés contre une protéine entière, une alternative consiste à produire un anticorps 
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dirigé contre seulement un peptide. Cette approche est plus facile à mettre en œuvre car il est plus 

délicat de synthétiser et de purifier une protéine entière qu’un petit peptide. 

 

IV.4.2) Au niveau peptidique 

 

L’immuno-enrichissement des peptides après la digestion enzymatique des protéines a été décrit par 

le groupe d’Anderson en 2004 sous le nom de SISCAPA (pour « Stable Isotope Standards and Capture 

by Anti-Peptide Antibodies »)103. Dans cette étude préliminaire sur quatre peptides, l’enrichissement 

de chaque peptide est d’environ un facteur 100. Ceci leur permettrait d’atteindre une limite de 

quantification située aux alentours de 40 ng /mL (en partant du fait qu’ils détectent aisément 10 fmol 

de peptide à partir de 10 ђL de plasma et en supposant que la protéine ait une masse de 40 kDa et 

que le peptide rapporteur ait une masse de 1 kDa). 

Cette technique prometteuse a été employée dans le but d’atteindre des limites de quantification 

comparables à celles obtenues après immuno-enrichissement des protéines. Par exemple, en 

combinant la déplétion des six protéines majoritaires et en enrichissant un peptide de la fibuline 2, la 

limite de quantification est de 50 ng / mL pour cette protéine dans du plasma de souris104.  

Hoofnagle et al. ont obtenu une limite de quantification de 2,6 ng / mL pour la thyroglobuline dans le 

sérum humain. Ils ont comparé leurs résultats avec une mesure par ELISA et ont trouvé une bonne 

corrélation entre les deux approches ce qui montre que l’enrichissement peptidique est une 

technique utilisable en clinique94. La même étude a été réalisée sur deux marqueurs de risque 

cardiovasculaire (la troponine I et l’interleukine 33). Les limites de quantification sont respectivement 

de 2,8 et 4,7 ng / mL ce qui ne permet toutefois pas de détecter l’interleukine 33 dans le plasma. 

Pour la troponine I, une bonne corrélation a été obtenue avec le dosage par ELISA105. La troponine I 

est également mise en évidence dans la Figure 21 page 64. 

Une purification supplémentaire a également été réalisée afin d’abaisser la limite de quantification à 

partir d’un faible volume de sérum. Ainsi, Ahn et al.
106 ont d’abord effectué une déplétion des vingt 

protéines majoritaires, enrichi les protéines glycosylées par une lectine, digéré les glycoprotéines 

enrichies, extrait spécifiquement un peptide protéotypique par la méthode SISCAPA et quantifié ce 

peptide. Ils ont ainsi obtenu une limite de quantification de 0,8 ng / mL pour la protéine TIMP1 à 

partir de seulement 1,7 ђL de sérum.  

De nombreux chemins ont également été explorés afin d’enrichir spécifiquement seulement un sub 

protéome (essentiellement les glycoprotéines ou les phosphoprotéines). Cependant, l’analyse de ces 

sub protéomes ne fait pas partie de ce travail de thèse et les méthodes mises en œuvre pour les 

extraire ne seront donc pas abordées. 

Des optimisations ont ensuite été apportées afin d’augmenter le débit d’analyse grâce à 

l’automatisation de la procédure d’enrichissement. Cette optimisation a commencé par 

l’immobilisation des anticorps sur des billes magnétiques. Ces billes ont été appliquées avec succès à 

l’enrichissement d’un peptide du facteur alpha de nécrose tumorale (TNF ɲͿ͘� hŶĞ� ůŝŵŝƚĞ� ĚĞ�
quantification aux alentours de 1 ng / mL a ainsi pu être obtenue à partir de 1 mL de sérum après 
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déplétion des six protéines majoritaires86. Après implantation d’un nouveau piège pour les billes 

magnétiques et après avoir simplifié le protocole grâce à un couplage en ligne entre la capture des 

peptides, leur élution et leur séparation chromatographique, le groupe d’Anderson a montré que 

cette approche permettait de concentrer le peptide d’intérêt d’un facteur 18 000 par rapport à 

l’albumine107. Plus récemment, ils ont entièrement automatisé le processus et ont quantifié 

simultanément neuf protéines. Ils ont comparé les résultats obtenus avec et sans immuno-

enrichissement et montré des gains de sensibilité pouvant atteindre un facteur de presque 10 000. La 

limite de quantification la plus basse reste autour du ng / mL (1,6 ng / mL pour l’ostéopontine) lors 

de l’extraction de 10 ђL de plasma. Ils ont également évalué l’impact de l’augmentation du volume 

initial de plasma. L’extraction des peptides à partir de 1 mL de plasma a permis d’abaisser cette 

limite de quantification à 7,2 pg / mL108. Cette limite extrêmement basse montre qu’il est possible 

d’avoir un dosage très sensible par LC-MS/MS. L’étude a été réalisée à partir de 1 mL de plasma mais 

aucune contre indication n’est précisée quant à l’utilisation de volumes plus importants qui 

permettraient d’abaisser encore les limites de quantification. Il faut cependant garder à l’esprit que 

de trop grands volumes d’échantillon ne sont pas forcément disponibles. En effet, travailler sur 1 mL 

de plasma humain commence à représenter un volume important mais il peut être envisageable 

d’augmenter ce volume. En revanche, si l’étude se fait chez la souris, d’autres stratégies devront être 

mises en œuvre pour augmenter la sensibilité du dosage. 

Ces approches prometteuses sont cependant toutes soumises à la même condition : l’obtention d’un 

anticorps dirigé contre le peptide d’intérêt. Par exemple, dans l’étude citée ci-dessus, il aura fallu 

attendre six mois avant d’aboutir à neuf anticorps fonctionnels. De plus, l’étude visait au départ la 

quantification de quinze peptides. Cette étude n’a pas pu être possible car six anticorps n’ont pas pu 

être produits. Comme toute synthèse d’anticorps, l’injection du peptide antigène à l’animal devant 

générer les anticorps ne s’accompagne pas toujours d’une production d’anticorps de qualité. 

Une approche similaire nommée immuno-MALDI a également été développée. Dans ce cas, 

l’échantillon est digéré, le peptide AQUA est ajouté et les peptides cibles sont extraits par des billes 

sur lesquelles sont fixés les anticorps dirigés contre le peptide cible. La différence intervient à ce 

niveau : contrairement à l’approche SISCAPA, il n’y a pas d’étape d’élution puisque les billes sont 

déposées directement sur la plaque MALDI. La libération des peptides se fait  alors lors de l’impact 

du laser sur la cible109. 

 

Toutes les stratégies développées ci-dessus illustrent le fort potentiel de la spectrométrie de masse 

pour devenir une alternative crédible aux dosages immuno-enzymatiques en terme de limite de 

détection et sont résumées dans le tableau suivant : 
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Tableau 1 : Résumé des stratégies mises en place pour abaisser les limites de quantifications par LC-MS/MS. 

Stratégie Analyte cible Protéine dosée Matrice LOQ Référence

Analyse directe L-selectine Plasma 0,67 ђg / mL 
Anderson, 

Hunter (2006)81 

Protéine C-

réactive 
Plasma 1,3 ђg / mL 

Williams et al. 

(2009)82 

Exclusion stérique Protéine Thyroglobuline Sérum у�ђŐ�ͬ�ŵ>�
Hoofnagle et 

al. (2008)94 

Immuno-déplétion Protéine Adiponectine Sérum 0,1 ђg / mL 
Lin et al. 

(2006)85 

Thyroglobuline Plasma 5 ng / mL 
Tu et al. 

(2010)90 

PSA Plasma 25 ng / mL 
Keshishian et 

al. (2007)68 

Immuno-déplétion 

puis exclusion 

stérique 

Protéine 
Protéine C-

réactive 
Sérum у�ђŐ�ͬ�ŵ>�

Kuhn et al. 

(2004)93 

Immuno-déplétion 

puis échange d’ion 

Protéine puis 

peptide 
PSA Plasma 2,5 ng / mL 

Keshishian et 

al. (2007)68 

Immuno-

enrichissement 
Protéine 

Anhydrase 

carbonique II 
Sérum 14,6 ng / mL 

Callipo et al. 

(2010)97 

Hormone 

parathyroïdienne 
Sérum 14,5 pg / mL 

Kumar et al. 

(2010)98 

ProGRP Sérum 0,33 ng / mL 
Winther et al. 

(2009)100 

Insuline Plasma 50 pg / mL 
Ho et al. 

(2008)102 

Peptide Fibuline 2 Plasma 50 ng / mL 
Whiteaker et 

al. (2007)104 

Thyroglobuline Sérum 2,6 ng / mL 
Hoofnagle et 

al. (2008)94 

Troponine I Plasma 2,8 ng / mL 
Kuhn et al. 

(2009)105

Interleukine 33 Plasma 4,7 ng / mL Kuhn et al. 
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(2009)105 

 

Même si une partie du protéome n’est pas encore accessible par MS (notamment les protéines 

situées sous le pg / mL), on peut facilement imaginer qu’elle le sera dans les prochaines années. En 

effet, les progrès réalisés au cours de la dernière décennie ont permis de gagner un facteur 100 000 

sur la limite de quantification pour passer du ђg / mL à la dizaine de pg / mL.  

De plus, les dosages par spectrométrie de masse possèdent un autre avantage qui a été sous-

entendu précédemment par rapport aux dosages ELISA : il s’agit de l’analyse simultanée de plusieurs 

composés. 

 

IV.5) Analyses multiplexées 

 

La quantification simultanée de nombreux analytes peut être effectuée très aisément par 

spectrométrie de masse sans affecter la spécificité du dosage. En effet, pour bien définir un pic 

chromatographique et donc pour réaliser une quantification répétable, on estime qu’il faut entre 

vingt et trente points d’acquisition. Si on considère qu’un analyte est élué sur une durée de trente 

secondes, cela signifie qu’il faut acquérir un point chaque seconde. Sachant qu’il est recommandé de 

suivre au moins deux transitions SRM pour  un peptide afin de limiter les risques d’erreur dans le 

dosage à cause d’une transition qui pourrait être interférée et que par conséquent, il faut également 

deux transitions SRM pour l’étalon, cela conduit à suivre quatre transitions SRM par peptide (soit une 

durée d’acquisition de 250 ms par transition). Cette durée d’acquisition peut être fortement abaissée 

sur les spectromètres de masse de dernière génération pour passer à moins de 10 ms. Le nombre de 

transitions SRM suivies peut donc très facilement être multiplié par 25, ce qui correspondrait dans ce 

cas à la quantification de vingt-quatre peptides supplémentaires lors de la même analyse. Un petit 

bémol doit cependant être émis lors de cette façon de procéder puisque si la durée d’acquisition de 

chaque transition SRM diminue, la sensibilité va également diminuer. Ceci peut donc être 

problématique lors de l’analyse de peptides faiblement concentrés. Pour pallier ce problème, des 

développements informatiques ont été apportés. En effet, la majorité du temps, le spectromètre de 

masse analyse des transitions SRM sur une plage de temps qui ne correspond pas au temps de 

rétention de l’analyte. Ce temps d’analyse est donc du temps gaspillé. Par conséquent, il est 

maintenant possible de suivre les transitions SRM correspondant à un peptide uniquement dans une 

fenêtre de temps qui correspond à sa zone d’élution. Ceci permet soit d’augmenter le nombre de 

transitions SRM pouvant être suivies lors d’une injection, soit d’augmenter le temps d’acquisition par 

transition afin d’augmenter le signal. Cette approche nécessite cependant de connaître le temps de 

rétention du peptide. Une première injection doit donc être réalisée afin de le déterminer. De plus, il 

faut également veiller à ce que ces temps de rétention soient répétables. Pour cela, il faut que tous 

les paramètres influençant la séparation chromatographique soient maîtrisés (solvant d’injection, 

conditionnement de la colonne, composition de la phase mobile, température au sein de la 
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colonne…). La grande majorité des études présentées dans les paragraphes précédents sont des 

analyses multiplexées de quelques protéines à plusieurs dizaines de protéines. 

La spectrométrie de masse permet donc d’effectuer des dosages sensibles et multiplexés. Un autre 

critère important permettant de valider cette technique est la reproductibilité des résultats. 

 

IV.6) Evaluation de la répétabilité et de la reproductibilité des dosages 

 

Dans les études de quantification, un (ou plusieurs) échantillon est dosé généralement trois fois et le 

coefficient de variation sur les valeurs mesurées est donné. Ce coefficient est généralement inférieur 

à 20% ce qui témoigne d’une bonne répétabilité de la mesure au sein du laboratoire. Cependant, un 

paramètre clé à prendre en compte lorsqu’une méthode de dosage veut être appliquée en clinique 

est la possibilité de transférer aisément cette méthode sur une autre plateforme afin de vérifier que 

les résultats obtenus dans les deux laboratoires soient les mêmes. Ainsi, une étude sur huit 

laboratoires différents a été menée dans le but de quantifier sept protéines via dix peptides 

rapporteurs110. Cette étude a été réalisée en trois étapes. Dans chaque étape, neuf échantillons 

différents sont dosés par chaque laboratoire. D’abord, les peptides légers et marqués ont été ajoutés 

dans du plasma digéré. L’ensemble des manipulations (digestion du plasma et ajout des peptides) a 

été réalisé dans un seul laboratoire. Chaque échantillon a ensuite été analysé dans les huit 

laboratoires. Les coefficients de variations (CV) entre les laboratoires sont dans ce cas inférieurs à 

15% ce qui montre que la quantification par LC-MS/MS est une approche reproductible. Dans une 

seconde étape, les protéines cibles ont été ajoutées dans le plasma qui a ensuite été digéré. Encore 

une fois, la digestion du plasma a été réalisée dans un seul laboratoire. Après analyse de ces 

échantillons par les huit laboratoires, le CV est augmenté par rapport à celui de la première étape. Il 

reste inférieur à 15% pour neuf peptides mais vaut 30% pour l’un des peptides. La différence entre 

les deux premières étapes est l’introduction d’un biais lié à la digestion enzymatique des protéines 

cibles ajoutées dans le plasma. Ces résultats montrent qu’il faut toujours évaluer cette étape qui est 

une source de variation dans le résultat final. Enfin, dans une dernière étape, les sept protéines ont 

été ajoutées dans le plasma par le même laboratoire puis les échantillons ont été répartis dans les 

laboratoires afin d’être préparés (dénaturation, alkylation, digestion, extraction). Ce cas présente 

toutes les variations qui peuvent être rencontrées lors de deux dosages indépendants du même 

échantillon. Les CV sont encore une fois supérieurs aux précédents et ne restent inférieurs à 20% que 

pour cinq peptides. Les CV les plus élevés ont été attribués à des problèmes survenus sur certains 

sites comme un pic interférent ou un spray instable. De plus, les CV présentés ici sont ceux qui 

correspondent à un point proche de la limite de quantification. Ces CV sont plus faibles pour des 

points plus concentrés. Ces résultats permettent donc de confirmer que la validation de candidats 

biomarqueurs dans le plasma peut se faire par spectrométrie de masse sans avoir besoin de perdre 

des mois de travail dans le développement d’anticorps. 

 

Après avoir fait un tour d’horizon des principales stratégies mises en œuvre pour répondre à la 

complexité de la mise en place d’un dosage de protéine plasmatique via un peptide rapporteur par 
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LC-MS/MS ainsi que les avantages de cette approche par rapport à l’ELISA, nous allons voir quelques 

règles permettant rapidement de choisir un bon peptide candidat pour effectuer ces dosages. 

 

V) Le choix des peptides protéotypiques 
 

La quantification absolue de protéines par LC-MS/MS s’effectue sur un peptide protéotypique d’une 

protéine après digestion trypsique de cette dernière. Sachant que la trypsine clive les protéines de 

façon spécifique après une lysine ou une arginine111, et que la fréquence de ces deux acides aminés 

dans les séquences protéiques est respectivement de 7,0 et 4,7%112, la taille moyenne des peptides 

générés est de 8,5 acides aminés. Après digestion par la trypsine, une protéine peut donc générer 

plusieurs dizaines voire centaines de peptides selon sa taille. De plus, le choix des transitions SRM 

ajoute un niveau de complexité. En effet, chaque peptide peut exister sous différents états de charge 

(donc différentes masses possibles en Q1). Ensuite, de nombreux fragments sont possibles après 

collisions dans le q2. La recherche de l’ensemble des transitions SRM de ces peptides est réalisable 

mais pas forcément judicieuse. En effet, il existe quelques règles permettant d’affiner le choix afin de 

trouver les peptides ainsi que leurs transitions SRM qui donneront le meilleur signal. Pour cela, il faut 

d’abord bien comprendre les règles principales de fragmentation en CID. 

 

V.1) La fragmentation des peptides 

V.1.1) Nomenclature 

 

Un peptide est une succession d’acides aminés liés entre eux par une liaison amide. Par défaut, la 

séquence d’un peptide est donnée de l’extrémité N-terminale (fonction amine libre) à l’extrémité C-

terminale (fonction acide carboxylique libre). L’appellation du fragment détecté va varie selon le lieu 

de rupture au niveau de la liaison peptidique, la localisation de la charge et le nombre d’acides 

aminés restant comme le montre la Figure 24 : 

 

Figure 24 : Nomenclature de la fragmentation peptidique. 
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Cette nomenclature a été proposée en 1984 par Roepstorff et Fohlman113 puis modifiée par Biemann 

en 1988114. Si le fragment détecté contient l’extrémité N-terminale du peptide précurseur, on parlera 

d’ions des séries a, b ou c. En revanche, si le fragment détecté contient l’extrémité C-terminale du 

peptide précurseur, on parlera d’ions des séries x, y ou z. Le numéro associé correspond au nombre 

de résidus d’acide aminé que le fragment contient. Enfin, si la rupture a lieu avant, au milieu ou après 

le groupement amide, on aura respectivement les séries a (ou x), b (ou y), c (ou z).  

En dissociation induite par collision à faible énergie, ce sont les séries b et y qui sont obtenues. Il est 

donc inutile de rechercher les fragments c ou z qui sont quant à eux obtenus en ETD (transfert 

d’électron dissociatif). Voyons à présent par quels mécanismes ces fragments b et y sont produits. 

 

V.2) Le modèle du proton mobile 

 

Les mécanismes de fragmentation des peptides ont beaucoup été étudiés par les groupes de 

Gaskell115, Boyd116 et Wysocki117 et un modèle a été proposé pour expliquer les fragments obtenus : 

c’est le modèle du proton mobile. Les protons vont préférentiellement se placer au niveau des sites 

les plus basiques dans le peptide à savoir les amines situées sur les chaînes latérales (de l’arginine et 

de la lysine) puis l’amine située en position N-terminale et enfin sur les liaisons peptidiques. Lors des 

collisions avec le gaz dans le q2, l’énergie interne de l’ion augmente. Par conséquent, les sites de 

protonation énergiquement moins favorisés deviennent plus peuplés : un proton situé sur 

l’extrémité N-terminale va se délocaliser au niveau d’une liaison peptidique. 

La protonation peut se produire au niveau de l’azote ou de l’oxygène de la liaison amide. La 

protonation de l’oxygène est énergiquement favorisée par rapport à celle de l’azote mais il est peu 

probable qu’elle provoque une fragmentation à faible énergie. 

Deux exemples de mécanismes de fragmentation impliquant l’azote ou l’oxygène sont décrits dans la 

Figure 25 : 
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Figure 25 : Mécanisme de fragmentation d’un peptide impliquant l’azote (A) ou l’oxygène (B) de la liaison peptidique 

(d’après Paizs et Suhai
118

). 

 

Ion b Ion y

A)

Ion b Ion y

B)
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Dans ces deux mécanismes, l’oxygène de la liaison amide se situant sur le résidu précédent est 

impliqué : la première étape consiste en une attaque nucléophile de cet oxygène sur le carbone de la 

liaison amide sur laquelle s’est ajouté le proton mobile. Après dissociation de l’espèce intermédiaire, 

il en résulte d’une part un dérivé d’oxazolone (qui est un ion b) et d’autre part, un peptide ayant la 

même structure que le peptide de départ (et qui est un ion y). 

Ces mécanismes montrent que le plus petit ion de la série b qui puisse être observé est l’ion b2 

puisque sa formation implique la liaison amide située en amont (cette liaison est inexistante avec un 

ion de type b1). 

Lors d’une digestion de protéines par de la trypsine, des peptides contenant une lysine ou une 

arginine en position C-terminale sont générés. Ces deux acides aminés sont les plus basiques. Ainsi, 

lors de l’ionisation du peptide, un proton ira préférentiellement sur l’un de ces résidus. Plus la taille 

du peptide augmente, plus la probabilité de protoner un autre site va augmenter. Ainsi, il y aura une 

distribution entre différents états de charge. Cette distribution est d’autant plus grande que la masse 

du peptide est importante. Sur un peptide monochargé, le proton supplémentaire va être séquestré 

en position C-terminale. La fragmentation du peptide demandera alors une plus forte énergie et le 

rendement de fragmentation sera plus faible. En revanche, sur un peptide dichargé, un proton va 

rester en position C-terminale et le second va se placer au niveau des liaisons peptidiques afin de 

permettre la fragmentation du peptide selon les mécanismes présentés précédemment. Puisque lors 

de la fragmentation, le proton mobile reste sur la partie N-terminale et que l’autre proton est 

séquestré en position C-terminale, des ions monochargés de type b et y sont générés. Cependant, les 

ions b sont instables et se refragmentent avant d’arriver au détecteur. Ainsi, les ions les plus lourds 

de la série b sont rarement observés. Si l’affinité protonique du fragment C-terminal est supérieure à 

celle du fragment N-terminal, un proton peut être transféré de l’ion b vers l’ion y ce qui va générer 

un fragment N-terminal neutre et un fragment y doublement chargé. Lors de la quantification d’une 

protéine via un peptide rapporteur, un ion parent doublement chargé est donc généralement utilisé 

et c’est un fragment de la série y qui est observé. 

 

V.3) Les critères de choix 

 

Comme nous venons de le voir, une protéine digérée peut générer plusieurs dizaines de peptides119 

d’une taille allant de l’acide aminé simple à quelques dizaines de résidus avec une moyenne de 8,5 

acides aminés. Une approche pour le choix des peptides consiste à consulter certaines ressources 

informatiques comme les bases de données PeptideAtlas120, Global Proteome Machine (GPM)121 ou 

PRIDE122. Ces bases de données recensent les peptides déjà vus par spectrométrie de masse par 

d’autres équipes. Une autre base de données plus spécialement dédiée à la SRM à été développée : il 

s’agit de SRMAtlas123. En plus des peptides observés sont données directement les meilleures 

transitions SRM obtenues sur un API 4000 QTRAP d’AB Sciex. 

Pour les protéines qui n’ont pas encore été détectées par LC-MS/MS, différents groupes ont 

développé des outils afin de prédire quels peptides seront les plus facilement ionisés à partir des 

propriétés physico-chimiques des acides aminés constituant chaque peptide trypsique124-126. Ces 
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outils donnent un bon point de départ pour limiter le nombre de peptides à étudier mais il ne faut 

pas se limiter aux deux ou trois meilleures prédictions sous peine de manquer le peptide le plus 

sensible. 

Sinon, quelques règles simples permettent également de cibler quelques peptides qui seront de bons 

candidats. Un premier choix va s’effectuer sur la taille du peptide rapporteur. En effet, un peptide 

trop petit (inférieur à 5 acides aminés) risque de ne pas être suffisamment spécifique de la protéine 

ciblée et on risque d’avoir beaucoup d’interférents sur la transition SRM sélectionnée. De même, un 

peptide trop gros (supérieur à 20 ou 25 acides aminés) s’ionisera moins facilement et sera ionisé sous 

différents états de charges. De ce fait, la sensibilité du dosage sera diminuée. Ensuite, il ne faut pas 

prendre des peptides contenant des clivages manqués par la trypsine (peptides de type KX1X2X3 ou 

X1X2X3RX4X5X6). Une exception existe cependant dans le cas du peptide X1X2X3RX4X5X6 lorsque le 

résidu X4 est une proline. En effet, dans ce cas, la trypsine n’hydrolyse jamais la liaison peptidique.  Il 

faut également éviter de choisir un peptide pour lequel l’acide aminé suivant l’extrémité C-terminale 

est une lysine ou une arginine car la succession de deux sites de clivages augmente le risque de rater 

une hydrolyse. Dans ce cas, une digestion peut se produire mais surtout, cette digestion risque de ne 

pas être répétable. 

Le tri suivant va se faire en fonction de la séquence peptidique en elle-même. En effet, il faut éviter 

les acides aminés qui peuvent être modifiés chimiquement. Les acides aminés se trouvant dans ce 

cas sont les cystéines car l’une des étapes lors de la préparation d’échantillons consiste à les alkyler. 

Eviter de choisir un peptide contenant une cystéine permet donc de s’affranchir de la question 

éventuelle du rendement d’alkylation. De plus, le peptide étalon étant généralement ajouté après la 

digestion, il doit être alkylé séparément.  

D’autres acides aminés sont propices à des modifications chimiques et plus particulièrement aux 

oxydations. Par exemple, les méthionines peuvent incorporer un atome d’oxygène au niveau du 

soufre afin de donner une méthionine sulfoxyde. Les tryptophanes peuvent également être oxydés et 

sont donc à proscrire127. 

Comme nous l’avons vu au paragraphe III.2.3.4) page 67, il faut également éviter les peptides sur 

lesquels des modifications post traductionnelles peuvent se produire. Il faut donc être vigilent 

lorsque le peptide contient une sérine, une thréonine et une tyrosine car ces trois résidus peuvent 

être phosphorylés. De même, la sérine et la thréonine peuvent être glycosylées. Enfin, lorsqu’un 

enchaînement d’acides aminés du type NXS ou NXT est rencontré, la probabilité d’avoir une 

glycosylation sur l’asparagine est élevée (sauf si l’acide aminé X est une proline). Lorsque ces acides 

aminés sont rencontrés, il faut donc être vigilent aux informations décrites dans les bases de 

données (si elles existent). 

Les peptides dont l’extrémité N-terminale est une glutamine ne doivent pas être sélectionnés. En 

effet, en milieu acide, la chaîne latérale peut se cycliser pour former un pyroglutamate par perte de 

NH3
128. 

Enfin, les peptides contenant une glutamine ou une asparagine doivent être évités car ces résidus 

peuvent se convertir en glutamate et aspartate respectivement. Le taux de conversion dépend des 
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acides aminés environnants. Ainsi, une asparagine suivie d’une glycine129 ou d’une proline130 est 

propice à cette modification. 

Pour le choix des transitions SRM, l’ion précurseur doit être multichargé. En effet, si un ion mono 

chargé est sélectionné, la charge va être séquestrée par l’acide aminé en C-terminal puisqu’il s’agit 

dune lysine ou d’une arginine qui sont les acides aminés les plus basiques. La fragmentation d’un tel 

peptide va alors être difficile. Si l’ion parent est doublement chargé, l’une des deux charges est 

séquestrée en position C-terminale mais l’autre est disponible pour se déplacer le long de la chaîne 

latérale et induire la fragmentation du peptide. Un ion de type y sera alors observé (grâce à la charge 

présente sur la lysine ou l’arginine) alors que l’ion b correspondant n’est pas forcément observé car 

les ions b sont peu stables et se refragmentent jusqu’à l’obtention de  l’ion b2. Il est donc préférable 

de choisir un ion précurseur multichargé en Q1 et un ion fragment de type y en Q3. 

Le choix du meilleur fragment peut ensuite être aiguillé par la présence de proline ou d’histidine 

proche de l’extrémité N-terminale du peptide. La proline est le seul acide aminé pour lequel 

l’extrémité N-terminale n’est pas une amine primaire mais une amine secondaire. Ainsi, la liaison 

amide située à l’extrémité N-terminale de la proline est plus basique que les autres131. Ceci va 

augmenter l’affinité du proton mobile avec cette liaison et engendrer un site de fragmentation 

privilégié. Ainsi, l’ion y situé en position N-terminale de la proline sera très certainement le plus 

intense. Cependant, la probabilité de rupture de cette liaison peptidique dépend de la nature de 

l’acide aminé précédent la proline132. Quant à l’histidine, l’augmentation de la probabilité de 

fragmentation en position C-terminale de ce résidu est liée à la basicité de la chaîne latérale de 

l’histidine. Cette chaîne latérale est facilement protonée et la proximité du site de protonation et de 

l’oxygène da liaison peptidique suivante fait que le déplacement du proton vers cet oxygène est 

facilité133. 
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I) Introduction 
 

Les biomarqueurs environnementaux sont des outils permettant d’établir un diagnostic de risque 

environnemental. Ce travail s’intéresse plus particulièrement à un biomarqueur de perturbation 

endocrinienne : la vitellogénine. En 1999, l’Union Européenne a défini un perturbateur endocrinien 

comme étant «une substance ou un mélange exogène altérant les fonctions du système endocrinien 

et induisant donc des effets nocifs sur la santé d’un organisme intact, de ses descendants ou sous-

populations».  

Selon Soto et al.
134, un perturbateur endocrinien peut :  

- imiter les hormones endogènes telles que les estrogènes et les androgènes, 

- empêcher et altérer la liaison des hormones à leurs récepteurs, 

- altérer la production des hormones naturelles, 

- modifier la quantité des récepteurs hormonaux. 

 

Les perturbateurs endocriniens incluent les estrogènes naturels (estradiol), les estrogènes 

synthétiques (ethinylestradiol et mestranol qui sont utilisés dans les traitements contraceptifs135-136), 

des produits de dégradation de surfactants comme les alkylphénols (nonylphénol, octylphénol…136), 

des pesticides (dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT)…), des PCB (polychlorobiphényles), des 

métaux lourds (mercure, cadmium)137, des plastifiants (phtalates138). 

Parmi les biomarqueurs de perturbation endocrienne, une protéine a été plus particulièrement 

étudiée. Il s’agit de la vitellogénine (Vtg). La Vtg est une lipoprotéine de 300 à 600 kDa selon l’espèce, 

glycosylée, phosphoylée et qui se lie avec le calcium et le zinc139-140. Chez la plupart des ovipares, la 

Vtg est une protéine précurseur des protéines du jaune d’œuf (les vitellines). Ces protéines jouent un 

rôle primordial dans la reproduction de l’espèce puisqu’elles vont servir de réserve énergétique lors 

du développement embryonnaire. Chez les mâles, le gène de la Vtg est présent mais est 

normalement silencieux (i.e. il n’est pas exprimé). La Vtg est synthétisée dans le foie puis est excrétée 

dans le sang. Des pics de concentration pouvant atteindre 20 mg / mL ont été observés dans du 

plasma de poisson141-142. La Vtg migre ensuite dans les ovocytes où elle sera stockée143. Lorsqu’elle 

est présente chez les mâles, la Vtg reste dans le sang jusqu’à sa dégradation par des protéases ou son 

élimination vers le milieu extérieur. 

La synthèse de la vitellogénine est contrôlée par des récepteurs aux estrogènes : quand des agonistes 

de ces récepteurs comme l’estradiol se lient, la Vtg est synthétisée. En revanche, lorsque des 

antagonistes comme le pentachlorophenol qui est un fongicide se lient, la synthèse est inhibée 

même en présence d’estradiol144. 

De nombreuses études ont été réalisées en laboratoire et sur le terrain afin de vérifier si différents 

composés permettent de moduler l’expression de la Vtg chez le poisson145-159. Par exemple, sous 

l’action de pesticides (comme le DDT), de plastifiants (par exemple le bisphénol A) ou de produits de 

dégradation de surfactants (octylphénol, nonylphénol) la Vtg a été synthétisée à partir d’hépatocytes 

provenant de truites arc-en-ciel mâles160. 

En revanche, très peu d’études ont été menées sur les invertébrés en dépit de leur importance dans 

les écosystèmes. En effet, ils représentent 95% des espèces vivantes. De plus, les composés ayant un 
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effet sur les poissons n’en ont pas forcément sur les invertébrés puisque les systèmes de régulations 

sont peu connus chez les invertébrés et diffèrent parfois de ceux présents chez les poissons161. 

Cependant, de nombreux perturbateurs endocriniens connus chez le poisson le sont également chez 

les invertébrés. Certains perturbateurs chez les invertébrés ont été listés par Depledge et al. en 

1999162 et sont répartis en plusieurs catégories : 

- herbicides : dibromure de diquat, atrazine, Simazine, Diuron 

- métaux : cadmium, selenium, zinc, mercure, plomb 

- dérivés de tributylétain 

- les polychlorobiphényles (PCB) 

- les alkylphénols : nonylphénol, pentylphénol 

- hormones naturelles ou synthétiques : diéthylstilbestrol, testostérone 

- insecticides : Pyriproxyfen, DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane)… 

- mélanges : effluents de tannerie, de moulins à papier ou d’eaux usées, dérivés de pétrole 

brut. 

Une perturbation endocrinienne a été mise en évidence chez la puce d’eau (Daphnia magna) 

exposée au nonylphénol163-164 ou à des PCB165. Chez un escargot d’eau douce, sous l’effet de 

bisphénol A et d’octylphénol, des femelles ont été transformées en « superfemelles », c’est-à-dire en 

des femelles présentant des organes féminins supplémentaires (comme par exemple un second 

vagin)166. 

Plusieurs méthodes ont été développées afin de quantifier la vitellogénine. Certaines sont indirectes 

d’autres sont directes. Parmi les méthodes indirectes chez les vertébrés, on trouve la mesure du taux 

de calcium plasmatique. En effet, puisque la Vtg est une protéine se liant avec le calcium, une 

variation du taux de calcium peut être corrélée à une variation de l’expression de la Vtg149, 155, 159. 

Chez les invertébrés, il existe également la méthode ALP (Alkali Labile Phosphate)167. Dans cette 

méthode, les phospholipoprotéines sont d’abord extraites par du methyl-t-butyl ether. L’extrait est 

ensuite mis en présence de soude à une mol par litre ce qui va hydrolyser les liaisons entre les 

protéines et les groupements phosphates168. Les phosphates ainsi libérés sont dosés par UV selon la 

méthode décrite par Stanton en 1968169. Ils sont mis en présence de molybdate d’ammonium en 

milieu acide. Un complexe bleu est alors formé et l’absorbance est mesurée à environ 700 nm. 

Cependant, ces méthodes indirectes de dosage ne sont pas spécifiques de la protéine ciblée. Les 

concentrations de Vtg ainsi déterminées peuvent donc être biaisées par toutes les autres sources de 

calcium dans le premier cas ou de phosphate dans le second.  

Les méthodes directes chez les vertébrés sont pour la plupart réalisées par ELISA à partir d’anticorps 

produits au sein du laboratoire qui réalise le dosage141-142, 148, 150, 152, 154, 156-157, 170-179 ou commerciaux153, 

180. Chez les invertébrés, différents anticorps pour un homard (Homarus americanus
181), une 

écrevisse (Cherax quadricarinatus)182, des crabes (Callinectes sapidus
183, Eriocheir sinensis

184) ou des 

crevettes (Neomysis integer
185, Penaeus monodon

186, Sicyonia ingentis
187, Fenneropenaeus indicus

188) 

ont également été développés. L’inconvénient des dosages par ELISA est la nécessité de la présence 

d’un (ou plusieurs) anticorps spécifique(s) de la Vtg dont le développement nécessite plusieurs mois.  

Une quantification à partir de l’ARN messager (ARNm) est également courante. Il existe différentes 

techniques de quantification de l’ARNm. D’abord, le Northern blot : son principe est le même que 
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celui du Western blot. Il consiste en une séparation électrophorétique sur gel de l’ARNm en fonction 

de sa taille puis d’un transfert de l’ARNm sur une membrane. Pour être révélé de manière spécifique, 

la membrane est mise en présence d’un brin d’ADN radioactif dont la séquence est complémentaire 

à celle de l’ARNm ciblé. La révélation se fait alors par autoradiographie158, 189. Ensuite, une approche 

très similaire peut être utilisée : il s’agit du dot blot (ou slot blot). Dans ce cas, tous les ARNm sont 

directement fixés sur une membrane sans séparation électrophorétique préalable. La détection 

spécifique peut ensuite se faire de la même façon que dans le Northern blot144-146. La détection peut 

également être réalisée par la technique de protection contre les ribonucléases : la première étape 

consiste en une hybridation de l’ARNm avec un brin d’ADN complémentaire greffé avec de la 

digoxigénine. Après hybridation, des ribonucléases sont ajoutées. Ces enzymes digèrent les acides 

nucléiques simple brin (les ARN non hybridés et l’ADN complémentaire ajouté en excès). Après 

lavage de la membrane, la digoxigénine restante est dosée par un anticoprs couplé à une enzyme qui 

va générer des photons après mise en présence d’un substrat190-191. Une autre technique de 

détection après dot blot est la protection par hybridation : dans ce cas, la sonde spécifique de 

l’ARNm est un ester d’acridinium. La forme liée à l’ARNm va subir une réaction chimiluminescente 

alors que la forme libre sera hydrolysée en un réactif non chimiluminescent156. 

L’ARNm peut également être quantifié par RT-PCR (de l’anglais « Reverse Transcriptase Polymerase 

Chain Reaction ») : les brins d’ARNm sont incubés en présence d’une enzyme (une transcriptase 

inverse), de nucléotides et d’une amorce afin de synthétiser un brin d’ADN complémentaire (ADNc). 

Après la synthèse du brin d’ADNc, ce dernier va être amplifié par PCR. Après amplification, la 

détection peut ensuite se faire par ajout d’une sonde qui va fluorescer lors de sa fixation sur l’ADN192 

ou par séparation électrophorétique sur gel d’agarose suivie d’une coloration au bromure d’éthidium 

qui fluoresce après exposition à un rayonnement ultra-violet193-196. L’étape critique dans cette 

méthode est donc de trouver une amorce spécifique du brin d’ARNm de la Vtg qui permettra la 

synthèse du brin d’ADNc. Chez les invertébrés tels que la moule (Mytilus edulis), une quantification 

de l’ARNm par RT-PCR a également été proposée197. 

Enfin, chez le poisson, quelques groupes ont réalisé le dosage de la Vtg par LC-MS/MS après 

digestion enzymatique par de la trypsine. En 2006, après avoir utilisé les bases de données 

disponibles, Cohen et al.
198 ont ainsi quantifié la Vtg à partir du même peptide rapporteur chez le 

saumon d’atlantique et chez la truite arc-en-ciel. La quantification absolue a été permise par l’ajout 

du peptide rapporteur deutéré. Ils ont mis en évidence une induction de l’expression de la Vtg chez 

les truites juvéniles après injections de ɴ -estradiol. En 2009, ils ont quantifié la Vtg chez le flétan du 

Groenland pour lequel la séquence de la vitellogénine n’était pas disponible199. Ils ont alors réalisé 

une séparation électrophorétique sur gel de polyacrylamide et ont séquencé deux bandes à 172 et 

185 kDa présentes chez les femelles et absentes chez les mâles. Après digestion enzymatique, le 

séquençage a été réalisé par MS/MS. Par comparaison avec les séquences disponibles chez le flétan 

d’atlantique et le flet Barfin, ils ont sélectionné un peptide protéotypique et ont quantifié la Vtg dans 

le sérum après ajout du peptide sélectionné marqué à l’azote 15 et au carbone 13. En 2004, le 

groupe de Zhang a quantifié la Vtg chez le vairon à grosse tête (Pimephales promelas) via un peptide 

rapporteur et les résultats ont été corrélés avec un dosage par ELISA. Ils ont obtenu un coefficient de 

détermination de 0,9099 et ont expliqué l’écart obtenu par un anticorps non spécifique de la Vtg 

chez Pimephales promelas. En effet, l’anticorps utilisé a été obtenu à partir de la séquence de Vtg de 

la carpe200. Comme nous venons de le voir, la spectrométrie de masse permet donc de quantifier la 
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Vtg. Cette technique devient même une alternative crédible aux dosages de type ELISA surtout 

lorsque l’anticorps dirigé contre la protéine d’intérêt n’est pas disponible. 

La Vtg a donc été quantifiée par LC-MS/MS dans différents groupes chez les vertébrés et bien que la 

Vtg soit acceptée comme étant un biomarqueur de perturbation endocrinienne, aucune 

quantification absolue de la Vtg  n’a été réalisée par LC-MS/MS chez les invertébrés. Ce manque est 

partiellement lié aux faibles connaissances des invertébrés par rapport aux vertébrés. Ces lacunes 

concernent notamment le séquençage des organismes. En effet, sans séquence, un dosage par SRM 

est difficile à envisager. L’objectif de cette étude est donc de mettre au point une méthode de 

quantification absolue de la Vtg par LC-MS/MS chez un invertébré (Gammarus fossarum) grâce à une 

séquence partielle de cette protéine obtenue par PCR. Ces résultats ont fait l’objet d’une publication 

en 2010 dans la revue « Journal of Chromatography A » (Volume 1217, Issue 31, Pages 5109-5115). 

Cette méthode a ensuite pu être appliquée afin de caractériser la Vtg chez Gammarus fossarum puis 

de déterminer si la Vtg peut être considérée comme étant un biomarqueur de perturbation 

endocrinienne chez cet invertébré. 

 

II) Matériel et méthodes 

II.1)  Réactifs 

 

L’acétonitrile, le méthanol et l’eau (qualité LC-MS) proviennent de Fisher Scientific (Strasbourg, 

France). Le dithiothéitol (DTT), l’iodoacétamide (IAM), l’acide formique (FA) (qualité LC-MS), la 

trypsine (type IX-S de pancréas porcin) et l’urée viennent de Sigma-Aldrich (St Quentin-Fallavier, 

France). Deux peptides marqués ont été utilisés. Le premier, de séquence ILIPGV*GK a été achété 

chez Millegen (Labège, France). Ce peptide comporte un marquage isotopique stable sur la valine : 

cinq atomes de Carbone 13 et un atome d’Azote 15. Le second, de séquence VIGSVNSSPDR*(13C6
15N4) 

a été généreusement synthétisé par bioMérieux (Marcy l’Etoile, France). Le peptide non marqué, de 

séquence ILIPGVGK a été achété chez Millegen (Labège, France). Les cartouches d’extraction sur 

phase solide de type Oasis® HLB 3 cc (60 mg) proviennent de Waters (Milford, MA, USA). L’hydroxyde 

d’ammonium (solution à 25%) vient de Chimie plus (Denice, France). 

 

II.2)  Préparation des échantillons 

II.2.1) Broyage et délipidation 

 

Les organismes (masse у�ϭϱ�ŵŐ�Ϳ�ŽŶƚ�Ě͛ĂďŽƌĚ�ĠƚĠ�ďƌŽǇĠƐ�Ğƚ�ŚŽŵŽŐĠŶĠŝƐĠƐ dans 1 mL de tampon Tris 

glacé (contenant 50 mM de Tris, 100 mM de NaCl et 0,01 mM d’acide éthylène diamine tétraacétique 

(EDTA)) ajusté à pH 7,8 et contenant 10 ђg d’inhibiteurs d’enzymes (leupeptine et aprotinine) avec 

un Ultra-Turrax® T25 basic à 24 000 rpm pendant 35 secondes. Les homogénats ont ensuite été 
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centrifugés à 10 000 g pendant 15 minutes à 4°C. 250 ђL de surnageant ont ensuite été délipidés par 

l’ajout de 750 ђL d’un mélange éthanol / diéthyléther (1/1, v/v). Le mélange a été homogénéisé puis 

remis 10 minutes dans la glace. Ensuite, les échantillons ont été centrifugés à 10 000 g pendant 

10 minutes à 4°C. Le surnageant a alors été éliminé pendant que le culot a été repris dans 250 ђL de 

tampon Tris.  

 

II.2.2) Digestion 

 

3 mL de bicarbonate d’ammonium à 50 mM ont été additionnés aux 250 ђL de culot repris dans le 

tampon Tris puis du DTT a été ajouté pour atteindre une concentration en solution de 15 mM. Les 

échantillons ont alors été incubés au bain marie à 60°C pendant 40 minutes. Après retour à 

température ambiante, l’IAM a été ajouté à une concentration finale de 15 mM. Les échantillons 

restent ensuite à température ambiante et à l’obscurité pendant 40 minutes. Après addition de 

300 ђg de trypsine, les échantillons sont incubés à 37°C pendant 24 heures. Ensuite, 20 ђL d’acide 

formique sont ajoutés afin de bloquer la réaction de digestion. Enfin, 10 ђL de chaque étalon interne 

(ILIPGV*GK et VIGVNSSPDR*) sont mis dans un tube en verre avec 180 ђL de digest avant l’analyse 

par LC-MS/MS. 

 

II.3) Analyse LC-MS/MS 

 

L’analyse a été réalisée sur un système chromatographique HP 1290 series (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Germany) constitué d’un passeur d’échantillons et d’une pompe binaire. 20 ђL 

d’échantillon sont injectés et séparés sur une colonne Symmetry C18 de dimensions 2,1 x 100 mm, 

avec des tailles de particules de 3,5 ђm provenant de Waters (Milford, MA, USA). Si rien n’est 

précisé, l’élution est réalisée à un débit de 300 ђL / min selon le gradient suivant : de 5 à 13% de 

solvant B (ACN + 0,1% FA) en 20 minutes suivi d’un lavage de la colonne à 95% de B pendant 

5 minutes. Enfin, la colonne est rééquilibrée par 95% de solvant A (H20 + 0,1% FA) pendant 

5 minutes. L’éluat est détecté par un spectromètre de masse hybride (triple quadripôle / piège à ions 

linéaire) : le 5500 QTRAP® (AB Sciex, Foster City, CA, USA) équipé d’une source Turbo VTM. 

L’ensemble (le contrôle de la LC-MS/MS, l’acquisition des données ainsi que leur retraitement) est 

réalisé via le logiciel Analyst 1.5.1. Le spectromètre de masse a été calibré par du polypropylène 

glycol, de la réserpine et de l’ « Agilent Tuning Mix » (provenant tous les trois d’AB Sciex, Foster City, 

CA, USA) selon les instructions du constructeur. La résolution en Q1 et en Q3, mesurée par la largeur 

des pics à mi-hauteur a été ajustée à 0,7 ± 0,1 a.m.u (unité de masse atomique). Cette valeur est 

considérée comme étant la résolution unitaire. Le mode positif a été retenu pour l’ionisation sous 

une tension de spray d’ions de 5500V. Les pressions de gaz rideau et de nébulisation sont de 40 psi. 

Dans les deux cas, le gaz utilisé est de l’azote. La source est chauffée à 450°C, la pression du gaz 

auxiliaire (azote également) est de 40 psi et celle du gaz de collision est fixée à 9 psi.  
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II.4) Préparation des standards et des contrôles de qualité 

 

Les gammes contenant les peptides ILIPGVGK et ILIPGV*GK sont préparées par ajout de 10 ђL d’une 

solution étalon de chaque peptide à 180 ђL de digest de mâle (ou à 180 ђL de tampon Tris ayant servi 

à la reprise du culot après délipidation). Ainsi, la concentration de chaque peptide est 

respectivement de 0,00278 ; 0,0139 ; 0,0278 ; 0,278 ; 2,78 et 27,8 ng / mL de solution de mâle 

digéré. Les contrôles qualités quant à eux sont préparés de façon à obtenir une concentration finale 

en peptide de 0,139 et 13,9 ng / mL. 

Les gammes contenant les peptides VIGSVNSSPDR* et ILIPGV*GK sont préparées par ajout de 10 ђL 

d’une solution étalon de chaque peptide à 180 ђL de digest (de mâle ou de femelle) ou à 180 ђL de 

tampon Tris ayant servi à la reprise du culot après délipidation. Ainsi, la concentration en peptide 

ILIPGV*GK est de 0,00278 ; 0,0139 ; 0,0278 ; 0,278 ; 2,78 et 27,8 ng / mL de solution de mâle (ou de 

femelle) digérée. Les contrôles qualités quant à eux sont préparés de façon à obtenir une 

concentration finale en peptide de 0,139 et 13,9 ng / mL. En revanche, la concentration initiale du 

peptide VIGSVNSSPDR* étant inconnue, une solution mère a été diluée par 1 ; 2 ; 10 ; 20 ; 200 et 

1000 pour la gamme. Les contrôles qualités ont été préparés en diluant la solution mère de peptide 

par 5 ou par 100. 

 

II.5) Extraction en phase solide 

II.5.1) Mise au point du protocole d’extraction 

 

Une solution de peptide de séquence ILIPGVGK à 167 ng / mL a été préparée dans de l’eau acidifiée 

par 0,5% d’acide formique. Pour l’extraction en milieu basique, 10 cartouches SPE (de type Oasis® 

HLB 3 cc (60 mg)) ont été conditionnées par 1 mL de méthanol puis 1 mL d’eau contenant 0,5% 

d’acide formique. 3 mL de la solution à 167 ng / mL ont été déposés (soit 500 ng de peptide) puis la 

première cartouche a été éluée par 1 mL de mélange H20 / MeOH (90 / 10, v / v) contenant 0,5% 

NH4OH. La deuxième cartouche a été éluée par 1 mL du même mélange mais dans les proportions 

80 / 20 (v / v) et ainsi de suite jusqu’à la dixième cartouche éluée par 100% de méthanol contenant 

0,5% d’hydroxyde d’ammonium. Si le rendement d’extraction est total, chaque éluat de 1 mL doit 

contenir 500 ng de peptide. L’éluat de chaque cartouche a ensuite été dilué par 10 dans de l’eau 

contenant 0,5% FA afin de diminuer la teneur en MeOH des dernières fractions. Ceci va permettre 

d’analyser directement chaque fraction diluée par LC-MS/MS. La concentration maximale en peptide 

en alors de 50 ng / mL. 

Pour l’extraction en milieu acide, quasiment la même procédure a été utilisée : conditionnement de 

10 cartouches par 1 mL de méthanol puis 1 mL d’eau contenant 0,5% d’acide formique. Ensuite, 3 mL 

de peptide à 167 ng / mL ont été déposés sur chaque cartouche. La différence intervient lors de 

l’élution. En effet, dans ce cas, elle est réalisée par un mélange H20 + 0,5% FA / MeOH + 0,5% FA 

allant de 90 / 10 (v / v) pour la première cartouche, à 80 / 20 (v / v) pour la deuxième et ainsi de suite 

jusqu’à 0 / 100 (v / v) pour la dixième. Chaque éluat a également été dilué par dix afin d’obtenir une 
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concentration maximale en peptide de 50 ng / mL. Afin de déterminer le rendement d’extraction, 

une solution de peptide a été préparée à 50 ng / mL dans de l’eau acidifiée par dilution de la solution 

à 167 ng / mL qui a été utilisée lors du dépôt. 

 

II.5.2) Protocole utilisé lors des dosages 

 

Pour la suite, si rien n’est précisé, l’extraction est réalisée sur une cartouche Oasis HLB 3 cc (60 mg) 

selon le protocole suivant : conditionnement de la cartouche par 1 mL de méthanol puis 1 mL d’eau 

contenant 0,5% d’acide formique, dépôt de 3 mL d’échantillon, lavage par 1 mL de mélange eau / 

méthanol (95 / 5, v / v) contenant 0,5% d’acide formique et élution par 1 mL de méthanol contenant 

0,5% d’acide formique. Ensuite, 100 ђL d’eau contenant 0,5 % d’acide formique sont ajoutés à l’éluat 

et l’échantillon est évaporé jusqu’à l’obtention d’un volume final inférieur à 100 ђL. Enfin, 

l‘échantillon est complété à 100 ђL par ajout d’eau acidifiée. 

 

III) Résultats et discussion 
 

Dans l’approche dite « bottum-up » en analyse protéomique, les protéines présentes dans 

l’échantillon subissent une digestion enzymatique (généralement par ajout de trypsine). Les peptides 

ainsi générés sont séparés par chromatographie liquide puis analysés par spectrométrie de masse. 

Une protéine est donc dosée via un peptide rapporteur issu d’une digestion enzymatique en partant 

du principe qu’une mole de protéine va donner une mole de peptide après digestion (sous réserve 

que la digestion enzymatique soit totale et que le peptide ne soit présent qu’une seule fois dans la 

séquence de la protéine). La première étape dans le développement de la méthode de quantification 

est donc le choix d’un peptide protéotypique.  

 

III.1) Sélection des peptides et des transitions SRM spécifiques à la Vtg 

III.1.1) Identification des peptides candidats 

 

L’une des plus grandes difficultés dans ce projet est la très faible connaissance du génome des 

invertébrés dont G. fossarum. La séquence de la Vtg n’est donc pas disponible dans les bases de 

données. Cependant, une séquence partielle de la vitellogénine a été obtenue par RT-PCR à l’Irstea. 

Un total de 593 bases (cf. référence GU985184.1 dans GenBank) a été trouvé et traduit en séquence 

peptidique constituée de 197 acides aminés. Cet extrait de séquence est présenté sur la Figure 26 :  
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DAWVHSPEEIALIEQVNVAPIFDWATPLLGPHEPFMYNLKDRSGRRALQAAGGNKCLITAQQVVT

FDGVSFKKTPTTCWRVVTQVQHQQDTFAVMSRQDKSSAQSEKEVRILIPGVGKIEILKGQQVKVD

GQVITGSKPLKDTSGKVIGSVNSSPDRIVVSVPSKLEVVLQDKTDLSITLAERYRSFMNGLCGDFNG 

Figure 26 : Séquence peptidique partielle de la vitellogénine chez Gammarus fossarum. 

 

Après digestion in silico de cette séquence, le logiciel MRMPilot 1.0 (AB Sciex, Foster City, CA, USA) 

génère une liste de transitions SRM  pouvant permettre la détection des peptides trypsiques ainsi 

que l’énergie de collision associée à chaque transition SRM. La sélection des peptides se déroule avec 

les paramètres suivants : aucun clivage manqué, carboxyamidométhylation des cystéines comme 

modification fixe et oxydation des méthionines comme modification variable. Enfin, le peptide doit 

comporter entre 5 et 20 acides aminés comme nous l’avons vu lors du premier chapitre. 17 peptides 

ont ainsi été présélectionnés. Pour chaque peptide, 5 transitions SRM ont été retenues par le logiciel 

(seulement 4 transitions SRM pour les peptides contenant 5 acides aminés). Un total de 82 

transitions SRM a ainsi été généré. Les 17 peptides recherchés sont listés dans le tableau suivant : 

Tableau 2 : Liste des 17 peptides recherchés avec le nombre de transitions SRM par peptide. 

séquence 
nombre de transitions 

SRM recherchées 

ALQAAGGNK 5 

C[CAM]LITAQQVVTFDGVSFK 5 

TPTTC[CAM]WR 5 

VVTQVQHQQDTFAVMSR 5 

VVTQVQHQQDTFAVM[Ox]SR 5 

SSAQSEK 5 

ILIPGVGK 5 

IEILK 4 

GQQVK 4 

VDGQVITGSKPLK 5 

DTSGK 4 

VIGSVNSSPDR 5 

IVVSVPSK 5 

LEVVLQDK 5 

TDLSITLAER 5 

SFMNGLC[CAM]GDFNG 5 

SFM[Oxi]NGLC[CAM]GDFNG 5 

 

Les cystéines alkylées et les méthionines oxydées sont notées respectivement C[CAM] et M[Ox]. La 

sélection des meilleurs peptides rapporteurs s’est effectuée par une expérience de type IDA 

(acquisition dépendant de l’information ; cf. paragraphe II.2.3.2.4 du chapitre bibliographique pour le 

principe de ce type d’expérience). Afin de maximiser les chances de détecter la Vtg, la recherche a 

été effectuée sur des ovocytes de femelles. En effet, la Vtg est la protéine de réserve énergétique 
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lors du développement embryonnaire. Elle est donc stockée dans les ovocytes. Pour cette 

expérience, les conditions chromatographiques suivantes ont été utilisées : de 5 à 35% de solvant B 

(ACN + 0,1% FA) en 30 min, de 35 à 100% de B en 1 min, 100% de B pendant 7 min, puis 5% de B 

pendant 5min (le solvant A était H2O + 0,1% FA). Parmi les dix-sept peptides recherchés, huit ont pu 

être détectés. Le gradient a alors été modifié afin d’améliorer la séparation de ces huit peptides : un 

gradient allant de 5 à 10% de solvant B (ACN + 0,1% FA) en 10 min puis de 10 à 20% de B en 5 min et 

de 20 à 95% de B en 2 min a été utilisé.  

La séquence de ces huit peptides est la suivante : IEILK, ILIPGVGK, IVVSVPSK, TPTTC[cam]WR, 

LEVVLQDK, VIGVSVNSSPDR, VDGQVITGSKPLK et VVTQVQHQQDTFAVM[Ox]SR. Le chromatogramme 

reconstitué associé à ces 8 peptides est montré sur la Figure 27 : 

 

Figure 27 : Chromatogramme reconstitué des peptides détectés de vitellogénine. 

 

Compte-tenu de la complexité de l’extrait et du nombre de peptides potentiels, il est important de 

s’assurer que les transitions SRM détectées proviennent d’un peptide ayant la séquence attendue 

afin d’éviter tout risque de faux positif. Les séquences des peptides observés ont alors été 

confirmées par MS/MS. Le spectre de fragmentation des trois peptides les plus intenses est 

représenté sur la Figure 28 : 
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Figure 28 : Spectre de fragmentation des peptides de séquence ILIPGVGK (A), IEILK (B) et VIGSVNSSPDR (C). Pour chaque 

spectre, l’ion précurseur est souligné en vert. 
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Sur chaque spectre apparaît clairement toute la série des ions y (à l’exception de ceux pour lesquels 

le rapport masse sur charge est inférieur à 230). Ces spectres de fragmentation permettent 

d’affirmer que les signaux détectés proviennent de peptides ayant la séquence attendue. Cependant, 

il faut vérifier que ces peptides soient exclusivement issus d’une seule protéine ayant le même rôle 

que la vitellogénine (à savoir s’accumuler dans les ovocytes lors des différents stades de mue des 

femelles). En effet, d’autres protéines pourraient avoir une fraction de séquence analogue à celle de 

la Vtg et libérer des peptides de même séquence que la Vtg après digestion enzymatique. D’un point 

de vue biologique, ces peptides ne seraient donc pas spécifiques du cycle de reproduction de 

Gammarus fossarum et le dosage ne serait pas celui de la Vtg. 

 

III.1.2) Validation de la spécificité biologique des peptides détectés 

 

Puisque Gammarus fossarum n’est pas une espèce entièrement séquencée, cette validation n’a pas 

pu se faire à partir d’une recherche dans des bases de données. La validation de la spécificité 

biologique a alors été faite en deux étapes : sur des gonades puis sur des organismes entiers. 

Dans un premier temps, l’aire de chaque peptide issu de mâles ou de gonades femelles (environ 16 

ovocytes regroupés pour chaque mesure) a donc été mesurée à différents stades de mue. Les mâles 

ne contiennent pas (ou peu) de vitellogénine alors que la concentration en Vtg dans les gonades 

femelles est censée croître avec le stade de mue (du stade B au stade D2), comme le montre la Figure 

29 : 

 

Figure 29 : Evolution de l’aire des peptides de Vtg en fonction du stade de mue chez la femelle et comparaison avec la 

quantité de Vtg présente chez le mâle (n = 3). 
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On observe effectivement une augmentation de l’aire de chaque peptide entre les stades B, C1, C2, 

D1 et D2. De même, la quantité de Vtg détectée chez le mâle est extrêmement faible. Cette 

spécificité biologique permet de confirmer que les peptides détectés appartiennent effectivement à 

une protéine dont le taux évolue de manière croissante avec le stade de mue des femelles, c'est-à-

dire à une protéine ayant le même rôle que la Vtg chez la plupart des ovipares. Il est donc très 

probable que les peptides détectés soient issus de la Vtg. En revanche, cette expérience ne prouve 

pas la spécificité analytique des transitions SRM sélectionnées. En effet, d’autres molécules 

présentes dans le mélange et possédant les mêmes transitions SRM que celles des peptides de Vtg 

pourraient être coélués avec les peptides d’intérêt. Pour s’assurer de cette spécificité, il suffit de 

corréler les réponses des peptides entre eux. Si les peptides sont issus de la même protéine, le 

rapport entre les aires des peptides doit être le même quelle que soit la concentration du peptide et 

on doit obtenir une bonne corrélation entre les aires de chaque peptide. Ces comparaisons d’aire 

entre chaque peptide sont présentées dans la figure suivante : 

 

Figure 30 : Evolution de l’aire du peptide de séquence ILIPGVGK en fonction de celle des six autres peptides les plus 

intenses : VIGSVNSSPDR (A), IEILK (B), IVVSVPSK (C), TPTTCWR (D), VDGQVITGSKPLK (E) et LEVVLQDK (F). 
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Pour chaque peptide, l’aire représentée correspond à celle de la transition SRM la plus intense. Une 

ĚƌŽŝƚĞ�ĚĞ�ƌĠŐƌĞƐƐŝŽŶ�ůŝŶĠĂŝƌĞ�Ă�ĠƚĠ�ƚƌĂĐĠĞ�Ğƚ�ůĞ�ĐŽĞĨĨŝĐŝĞŶƚ�ĚĞ�ĚĠƚĞƌŵŝŶĂƚŝŽŶ�;ƌϸͿ�ĂƐƐŽĐŝĠ�ĂƵ�ŵŽĚğůĞ�ĞƐƚ�
affiché. Cette figure montre que le peptide de séquence ILIPGVGK (qui est le plus intense) se corrèle 

bien avec les peptides de séquence IVVSVPSK, TPTTCWR et VDGQVITGSKPLK puisque le coefficient de 

détermination est supérieur à 0,91. En revanche, sa corrélation avec le 3ème peptide le plus intense 

;ĚĞ� ƐĠƋƵĞŶĐĞ� /�/><Ϳ� ĞƐƚ� ƌĞůĂƚŝǀĞŵĞŶƚ� ŵĂƵǀĂŝƐĞ� ;ƌϸ� с� Ϭ͕ϴϬͿ͘� �ĞƚƚĞ� ŵĂƵǀĂŝƐĞ� ĐŽƌƌĠůĂƚŝŽŶ� ƉĞƵƚ�
s’expliquer par la petite taille du peptide IEILK. En effet, plus un peptide est petit, plus il a de chances 

d’appartenir également à une autre protéine. Ce peptide n’est alors pas spécifique de la Vtg. C’est 

pourquoi, lors du choix d’un peptide candidat pour le dosage d’une protéine, il est recommandé de 

prendre un peptide de taille supérieure à cinq acides aminés. 

L’étape suivante a donc été de vérifier si plusieurs transitions SRM du peptide ILIPGVGK se 

corrélaient bien entre elles. En effet, en quantification absolue par LC-MS/MS, il est recommandé 

d’utiliser plusieurs transitions SRM. La plus intense est généralement la transition de quantification 

et sert à déterminer la concentration en analyte. Ensuite, une ou deux autres transitions SRM, dites 

transitions de qualification, permettent de confirmer le temps de rétention du peptide. En effet, en 

matrice complexe, une transition SRM est produite par plusieurs composés élués à des temps 

différents. Les autres transitions peuvent également permettre de confirmer le résultat quantitatif. 

Le spectre de fragmentation du peptide ILIPGVGK (cf. Figure 28A, page 98) permet de voir que deux 

autres fragments sont intenses : les ions de rapport masse sur charge 570,2 (correspondant au 

fragment y6) et 683,3 (fragment y7). La corrélation entre les trois transitions SRM les plus intenses 

(398,8 / 457,3 ; 398,8 / 570,4 ; 398,8 / 683,4) du peptide ILIPGVGK a donc été étudiée : 

 

Figure 31 : Evolution de l’aire de la transition SRM 398,8 / 457,3 du peptide de séquence ILIPGVGK en fonction des deux 

autres transitions SRM les plus intenses de ce peptide. 
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Entre chaque transition SRM, le coefficient de détermination est de l’ordre de 0,99. Ces trois 

transitions SRM peuvent donc être utilisées pour doser spécifiquement la Vtg via le peptide 

rapporteur de séquence ILIPGVGK. Un second peptide peut aussi être choisi afin de confirmer 

l’information donnée par le premier peptide. Puisque le peptide de séquence VIGSVNSSPDR est le 

plus intense après celui de séquence ILIPGVGK, il est un bon candidat pour une confirmation. De plus, 

il est spécifique de la Vtg puisqu’il se corrèle bien avec les autres peptides. En revanche, le peptide 

IEILK présente une mauvaise corrélation avec la majorité des autres peptides. Bien qu’il soit assez 

intense, ce candidat illustre un bon exemple de peptide ne permettant pas une quantification 

spécifique de la Vtg.  

Ces résultats préliminaires ont été réalisés sur des ovocytes extraits de femelles afin de maximiser les 

chances de détecter la Vtg puisqu’elle est stockée dans ces ovocytes. Cependant, il serait préférable 

que la méthode développée s’affranchisse de ce besoin d’extraction des ovocytes afin de limiter les 

risques de perte d’échantillon et surtout afin de gagner du temps lors de la préparation d’échantillon. 

Nous avons alors réalisé la même étude sur des femelles entières afin de simplifier le protocole de 

préparation d’échantillons. 

Des femelles (et non plus seulement les ovocytes) aux différents stades de mue ont donc été 

broyées, délipidées et digérées. L’aire des cinq peptides les plus intenses a été reportée en fonction 

du stade de mue et comparée à celle trouvée chez les mâles et chez les juvéniles : 

 

Figure 32 : Variation de l’aire des cinq peptides les plus intenses chez les femelles en fonction de leur stade de mue (aire 

pondérée par le nombre d’ovocytes), chez les mâles et chez les juvéniles (n=3) (aire pondérée par le nombre d’individus). 
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Pour chaque stade, l’aire représentée correspond à la moyenne de la transition SRM la plus intense 

pour chaque peptide après analyse de trois échantillons différents. Pour les juvéniles, un pool de 30 

organismes a été réalisé mais seul le peptide ILIPGVGK est détecté (aire / nombre de juvéniles = 172). 

Pour les femelles, l’aire de chaque peptide a été pondérée par le nombre d’ovocytes qu’elles 

possèdent puisque la Vtg est stockée dans ces derniers. Avant d’être broyées, les femelles ont été 

observées sous une loupe binoculaire afin de compter leurs ovocytes. Sur la Figure 29 page 99 (qui 

représente la même chose mais sur des ovocytes seulement), l’aire du peptide ILIPGVGK est 

d’environ 800 000 cps pour une femelle de stade D2 alors qu’ici, l’aire pondérée par le nombre 

d’ovocytes vaut environ 50 000 cps. Ces valeurs sont identiques puisque lors de l’analyse dans la 

Figure 29, une moyenne de 16 ovocytes était utilisée pour chaque stade. Comme précédemment, 

une augmentation de l’aire de chaque peptide est observée du stade B au stade D2 et une bonne 

corrélation a été obtenue entre les aires de chaque peptide. De plus, chez les mâles, un taux de Vtg 

plus faible est retrouvé. Les analyses futures pourront donc être réalisées sur les femelles entières et 

non seulement sur les ovocytes puisque des résultats équivalents sont obtenus. Concernant le 

peptide IEILK, on peut confirmer qu’il s’agit d’un mauvais candidat puisque le taux mesuré chez le 

mâle est du même ordre de grandeur que celui obtenu chez les femelles de stade D2. 

En conclusion, le peptide de séquence ILIPGVGK servira à doser la Vtg alors que le peptide de 

séquence VIGVSVNSSPDR servira à confirmer les résultats obtenus. Puisque la quantification de la 

Vtg va se faire via d’un peptide rapporteur, il est primordial que la concentration de ce dernier 

reflète bien celle de la protéine. L’un des biais peut avoir lieu lors de la digestion enzymatique 

puisque l’étalon interne n’est ajouté qu’à l’issue de celle-ci. Il faut donc s’assurer que cette digestion 

enzymatique soit totale. 

 

III.2) Efficacité de la digestion enzymatique 

 

L’efficacité de la digestion enzymatique dépend de plusieurs facteurs dont l’accessibilité des sites de 

clivage à l’enzyme. Cette accessibilité est limitée par la présence de ponts disulfures entre deux 

cystéines. Ces ponts sont donc dans un premier temps réduits par du dithiothréitol puis alkylés dans 

un second temps avec de l’iodoacétamide afin d’éviter leur reformation. Un autre paramètre jouant 

sur l’efficacité de digestion est la résistance de la protéine vis-à-vis de la digestion enzymatique. Ceci 

dépend de la protéine : en effet, certaines protéines comme le cytochrome-C sont dites faciles à 

digérer alors que d’autres comme l’albumine de sérum humain sont beaucoup plus résistantes201. 

D’autres paramètres comme la quantité de trypsine, le pH et la température du milieu sont à prendre 

en compte. Généralement, il faut entre 20 et 100 fois moins de trypsine que de protéine totale (en 

masse), à pH avoisinant les 8 et à 37°C. Enfin, la durée pendant laquelle se déroule la réaction est 

également l’une des clés pour une digestion réussie. L’influence de ce dernier paramètre a été plus 

particulièrement étudiée.  

L’efficacité de la digestion enzymatique a été évaluée sur des organismes entiers (femelles) qui ont 

été préparés comme décrit au paragraphe II.2.2) hormis le fait qu’ils ont été enlevés du bain marie à 

37°C après différents temps d’incubation (0, 1, 2, 4, 20, 28 et 88h). A 180 ђL d’échantillons digérés 

sont ajoutés 20 ђL d’étalon interne (10 ђL d’ILIPGV*GK et 10 ђL de VIGSVNSSPDR*). L’analyse LC-
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MS/MS a été réalisée juste après l’addition des étalons internes. L’aire des trois transitions SRM les 

plus intenses des peptides ILIPGVGK et VIGSVNSSPDR a été mesurée et corrigée par celle de leur 

étalon interne marqué après ces différents temps d’incubation au bain marie : 

 

 

Figure 33 : Cinétique de digestion de la vitellogénine mesurée par le peptide de séquence ILIPGVGK (A) ou 

VIGSVNSSPDR (B). 

 

Bien que le rendement absolu ne puisse pas être estimé puisque la Vtg pure n’est pas disponible, la 

digestion doit être reproductible. Une augmentation rapide de l’aire des deux peptides est observée 

dès les premières heures de digestion pour atteindre un maximum à 28h. Aux alentours de 28h de 

digestion, la quantité de peptide libérée semble atteindre un plateau. Puis, si la durée de digestion 

est trop importante (88h ici), une diminution de la quantité de peptide peut apparaître. Cette baisse 

peut être causée par une adsorption du peptide sur les parois des tubes utilisés lors de la digestion. 



Chapitre II : Dosage de la vitellogénine chez Gammarus fossarum 

105 

 

Ce phénomène a déjà été observé par Arsene et al.
202. Pour la suite des expériences, la digestion 

enzymatique durera donc 28 heures, durée autour de laquelle l’hydrolyse semble atteindre un palier. 

Ainsi, une faible variation du temps de digestion vers 28 heures de réaction n’affectera que très 

légèrement le résultat du dosage. 

Après avoir défini le temps de digestion enzymatique, un paramètre important à valider est la 

linéarité de la réponse des peptides sélectionnés. En effet, puisque la quantification reposera sur un 

étalonnage à un seul point (i.e. ajout d’un seul étalon à une concentration définie), il est impératif 

que la réponse du peptide varie de façon linéaire quelle que soit sa concentration. 

 

III.3) Validation de la méthode de dosage 

 

Plusieurs paramètres vont être validés afin d’aboutir à un dosage fiable. Parmi ces paramètres, le 

plus important est la linéarité de la réponse, ce qui va également permettre de déterminer la limite 

de détection du peptide. Cependant, il faudra également évaluer l’effet matrice ainsi que le 

rendement d’extraction des peptides lorsque cette étape sera envisagée.  

 

III.3.1) Linéarité 

III.3.1.1) Dans le solvant d’extraction 

 

Comme nous l’avons vu dans le premier chapitre, la quantification absolue de protéines en 

spectrométrie de masse peut être réalisée par ajout d’une quantité connue de peptide synthétique 

dans lequel un acide aminé a été marqué isotopiquement (généralement par du carbone 13 ou de 

l’azote 15) dans l’échantillon à analyser. L’étalon et l’analyte subiront donc les mêmes conditions 

opératoires, le même effet matrice et se fragmenteront de la même manière. La quantité de Vtg 

présente dans l’échantillon est alors obtenue par comparaison entre l’aire du signal extrait du 

peptide synthétique (marqué isotopiquement) et celle du peptide naturel selon la formule suivante :  

 

Cette formule est valable si la réponse du peptide naturel et du peptide marqué est linéaire en 

fonction de leur concentration. Différentes gammes de peptide synthétique (marqué ou non) ont 

donc été réalisées. Dans un premier temps, ces gammes ont été préparées dans le solvant utilisé 

pour la reprise des organismes après délipidation (tampon Tris glacé, cf. paragraphe II.2.1), p92). La 

linéarité de la réponse du peptide de séquence ILIPGVGK et de son homologue marqué entre 0,0025 

(qui correspond au point le plus bas pouvant être détecté) et 25 ng / mL (point pour lequel le signal 

mesuré est supérieur à celui obtenu chez les femelles lors de la recherche des peptides 

protéotypiques) est représentée sur la figure suivante : 

 



Chapitre II : Dosage de la vitellogénine chez Gammarus fossarum 

106 

 

 

Figure 34 : Courbes d’étalonnage du peptide de séquence ILIPGVGK et de son homologue marqué dans le solvant 

d’extraction. 

 

hŶĞ� ƉŽŶĚĠƌĂƚŝŽŶ� ĞŶ� ϭͬǆϸ� Ă� ĠƚĠ� ƵƚŝůŝƐĠĞ� ĂĨŝŶ� ĚĞ� ĚŽŶŶĞƌ� ƉůƵƐ� Ě͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ� ĂƵǆ� ƉŽŝŶƚƐ� ĚĞ� ĨĂŝďůĞƐ�
concentrations dans le calcul du modèle de régression. Ce type de pondération est utilisé ici car le 

dosage de la Vtg chez le mâle va se situer dans une région proche de la limite de quantification. Le 

modèle proposé doit donc être aussi exact que possible dans cette zone de la gamme. Une bonne 

ůŝŶĠĂƌŝƚĠ�ĞƐƚ�ŽďƚĞŶƵĞ�ĐŽŵŵĞ�ůĞ�ŵŽŶƚƌĞŶƚ� ůĞƐ�ĐŽĞĨĨŝĐŝĞŶƚƐ�ĚĞ�ĚĠƚĞƌŵŝŶĂƚŝŽŶ�;ƌϸ�с�Ϭ͕ϵϵϳϴ�Ğƚ�Ϭ͕ϵϵϳϰͿ͘�
Un autre facteur permettant de juger si le modèle choisi est correct ou non est l’exactitude de la 

valeur calculée par le modèle. Cette exactitude est exprimée en pourcentage et est définie de la 

manière suivante : 

 

 

Les exactitudes correspondant à ces gammes apparaissent dans le Tableau 3 : 
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Tableau 3 : Exactitudes (en %) associées aux gammes de peptide ILIPGVGK et ILIPGV*GK dans le solvant d’extraction. 

ILIPGVGK ILIPGV*GK 

Type
Concentration 

ajoutée (ng / mL)

Exactitude 

(en %) 

CV (n = 6)

(en %) 

Exactitude 

(en %) 

CV (n = 6)

(en %) 

Etalon 1 0,00278 98 101

Etalon 2 0,0139 112 93

Etalon 3 0,0278 94 107

Etalon 4 0,278 102 93

Etalon 5 2,78 97 109

Etalon 6 27,8 97 97

Contrôle qualité 1 0,139 114 3,4 113 14

Contrôle qualité 2 13,9 109 12 101 7,0

  

Une exactitude égale à 100% signifie que la concentration calculée est la même que la concentration 

ajoutée dans l’échantillon. Si l’on se réfère aux recommandations préconisées pour les petites 

molécules, l’exactitude doit être comprise entre  85 et 115% sur les points de gamme et entre 80 et 

120% à la limite de quantification. Les deux points de contrôle qualité (QC) sont des échantillons 

préparés à une concentration connue mais ne faisant pas partie du modèle de régression linéaire. Le 

premier point  à 0,139 ng / mL correspond à un niveau proche de celui qui sera rencontré chez les 

mâles alors que le second (à 13,9 ng / mL) se rapproche du taux rencontré chez les femelles. 

L’exactitude de ces deux points est également comprise entre 85 et 115%. Chacun de ces deux 

échantillons a été injecté six fois ce qui permet d’évaluer la répétabilité de la mesure par la mesure 

du coefficient de variation (CV). Le CV doit également être inférieur à 15% ce qui est le cas. 

Dans le solvant d’extraction, la réponse des deux peptides est parfaitement linéaire et équivalente 

puisque les deux droites sont superposables. On pourra donc doser le peptide rapporteur de la Vtg 

grâce à un peptide marqué. De plus, un dosage par étalonnage à un seul point est envisageable. 

Pour le second peptide, la concentration initiale est inconnue car il a été synthétisé par bioMérieux 

et sa concentration n’a pas été déterminée par analyse d’acides aminés. Ainsi, une solution mère a 

été diluée et des unités arbitraires ont été choisies en respectant ces facteurs de dilution. De plus, 

seul le peptide marqué est disponible. La concentration minimale de la gamme est fixée à 1 (soit une 

dilution par 1 000 de la solution mère) et correspond au point détecté le plus bas. La gamme a 

ensuite été réalisée sur seulement trois ordres de grandeur (et pas quatre comme pour le peptide 

ILIPGV*GK) car la quantité de peptide marqué disponible était plus faible. De plus, la concentration 

arbitraire de 1000 (soit un facteur de dilution de 1) correspond au taux rencontré chez les femelles. 

La gamme obtenue dans le solvant d’extraction est tracée sur la Figure 35 et les exactitudes 

associées sont dans le  

Tableau 4 : 
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Figure 35 : Courbe d’étalonnage du peptide marqué de séquence VIGSVNSSPDR* dans le solvant d’extraction. 

 

Tableau 4 : Exactitudes (en %) associées aux gammes de peptide VIGSVNSSPDR* dans le solvant d’extraction. 

Type
Facteur de 

dilution 

Concentration 

ajoutée 

(unité arbitraire)

Exactitude

(en %) 

CV (n = 6)

(en %) 

Etalon 1 1000 1 102

Etalon 2 200 5 90

Etalon 3 20 50 107

Etalon 4 10 100 99

Etalon 5 2 500 99

Etalon 6 1 1000 104

Contrôle qualité 1 100 10 113 4,0

Contrôle qualité 2 5 200 109 11,0

 

La réponse de ce peptide est donc également linéaire sur une gamme dynamique de trois ordres de 

grandeur au minimum.  

Après avoir évalué la linéarité de la réponse de ces deux peptides sans matrice, il faut vérifier que la 

réponse reste linéaire en présence de la matrice. En effet, la matrice peut avoir une influence sur le 
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facteur de réponse des peptides (effet matrice). Puisque les dosages ultérieurs seront réalisés chez 

des mâles et chez des femelles, la linéarité va être étudiée dans ces deux organismes. 

 

III.3.1.2) Chez les mâles 

 

Le gène de la vitellogénine est présent chez les ovipares mâles mais est normalement silencieux. 

Cependant, en présence de perturbateurs endocriniens, la Vtg peut être synthétisée chez les mâles. 

La mesure du taux de Vtg chez les mâles est donc proposée comme étant un biomarqueur de 

perturbation endocrienne. Puisque très peu d’études sont réalisées sur les invertébrés et plus 

particulièrement sur des espèces sentinelles comme G. fossarum, l’objectif de la méthode proposée 

ici aura pour but de déterminer si la Vtg est détectée chez les mâles. La linéarité de la réponse des 

peptides sélectionnés doit donc être étudiée dans cette matrice. 

Les trois mêmes gammes que précédemment ont donc été réalisées dans du « mâle digéré ». Les 

résultats obtenus sont présentés sur la Figure 36 et dans le Tableau 5 : 
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Figure 36 : Courbes d’étalonnage du peptide de séquence ILIPGVGK et de son homologue marqué (A) et du peptide de 

séquence VIGSVNSSPDR* (B) chez les mâles. 
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Tableau 5 : Exactitudes (en %) associées aux gammes de peptide ILIPGVGK, ILIPGV*GK et VIGSVNSSPDR* chez les mâles. 

ILIPGVGK ILIPGV*GK VIGSVNSSPDR*

Type

Concentration 

ajoutée 

(ng / mL)

Exactitude

(en %) 

CV    

(n = 6)

(en %) 

Exactitude

(en %) 

CV    

(n = 6)

(en %) 

Concentration 

ajoutée (unité 

arbitraire)

Exactitude

(en %) 

CV    

(n = 6) 

(en %) 

Etalon 1 0,00278 101 97 1 99

Etalon 2 0,0139 97 115 5 104

Etalon 3 0,0278 97 98 50 101

Etalon 4 0,278 106 98 100 96

Etalon 5 2,78 99 99 500 92

Etalon 6 27,8 100 93 1000 108

QC 1 0,139 108 5,2 106 2,4 10 99 6,4 

QC 2 13,9 102 2,0 95 2,7 200 112 6,0 

 

hŶĞ�ƉŽŶĚĠƌĂƚŝŽŶ�ĞŶ�ϭͬǆϸ�Ă�ĠŐĂůĞŵĞŶƚ�ĠƚĠ�ƵƚŝůŝƐĠĞ͘��ŚĞǌ�ůĞƐ�ŵąůĞƐ͕�ůĂ�ƌĠƉŽŶƐĞ�ĚĞ�ĐĞƐ�ƚƌŽŝƐ�ƉĞƉƚŝĚĞƐ�ĞƐƚ�
toujours linéaire (les coefficients de détermination sont supérieurs à 0,99 pour chaque courbe et les 

exactitudes sont comprises entre 85 et 115%). Pour le peptide ILIPGVGK et son homologue marqué, 

deux droites quasiment parallèles sont obtenues (les pentes diffèrent de seulement 2%). Ces droites 

ne sont pas superposées car l’ordonnée à l’origine est plus élevée dans le cas du peptide léger. Ce 

phénomène peut laisser supposer qu’un taux résiduel de peptide ILIPGVGK est détecté. Ce taux 

provient de la Vtg qui est donc exprimée chez les mâles ayant servi à établir les droites d’étalonnage. 

On peut également remarquer que les pentes des droites obtenues ici sont légèrement différentes 

de celles obtenues dans le solvant d’extraction (cf. Figure 34 et Figure 35). Ceci est du à l’effet 

matrice qui sera quantifié après la vérification de la linéarité de la réponse chez les femelles. En  

effet, une partie du projet va concerner le suivi de l’expression de la Vtg chez les femelles afin de 

caractériser la fonction de cette protéine chez G. fossarum. 

 

III.3.1.3) Chez les femelles 

 

Le peptide naturel issu de la Vtg étant abondant chez les femelles, seules des gammes de peptide 

marqué ont été réalisées. En effet, puisque la Vtg est présente en grande quantité chez les femelles, 

il ne va pas être possible d’étudier l’évolution de la réponse du peptide synthétique non marqué 

ajouté à de faibles concentrations. Les mêmes concentrations que précédemment ont été préparées. 

Les courbes et les exactitudes obtenues sont présentées sur la Figure 37 et dans le Tableau 6 : 



Chapitre II : Dosage de la vitellogénine chez Gammarus fossarum 

112 

 

 

 

Figure 37 : Courbe d’étalonnage des peptides de séquence ILIPGV*GK et VIGSVNSSPDR* chez les femelles. 
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Tableau 6 : Exactitudes (en %) associées aux gammes de peptides ILIPGV*GK et VIGSVNSSPDR* chez les femelles. 

ILIPGV*GK VIGSVNSSPDR*

Type
Concentration 

ajoutée (ng / mL)

Exactitude

(en %) 

CV      

(n = 6)

(en %) 

Concentration 

ajoutée 

(unité arbitraire)

Exactitude

(en %) 

CV      

(n = 6)

(en %) 

Etalon 1 0,00278 102 1 100

Etalon 2 0,0139 94 5 98

Etalon 3 0,0278 95 50 104

Etalon 4 0,278 99 100 87

Etalon 5 2,78 107 500 94

Etalon 6 27,8 103 1000 116

QC 1 0,139 107 4,6 10 97 7,7 

QC 2 13,9 111 1,9 200 108 6,9 

 

Une nouvelle fois, une ƉŽŶĚĠƌĂƚŝŽŶ�ĞŶ�ϭͬǆϸ�Ă�ĠƚĠ�ƵƚŝůŝƐĠĞ͘��ŚĞǌ�ůĞƐ�ĨĞŵĞůůĞƐ͕�ůĂ�ƌĠƉŽŶƐĞ�ĚĞ�ĐĞƐ�ĚĞƵǆ�
peptides reste linéaire entre 0,00278 et 27,8 ng / mL pour le peptide ILIPGV*GK et sur trois ordres de 

grandeur pour le peptide VIGSVNSSPDR*. En effet, les coefficients de détermination sont supérieurs 

à 0,99 pour chaque courbe et les exactitudes sont comprises entre 85 et 115% pour tous les étalons 

et les échantillons de contrôle qualité. Comme pour les mâles, les pentes des droites diffèrent de 

celles obtenues dans le solvant d’extraction à cause de l’effet matrice. Cet effet matrice va donc être 

quantifié. 

 

III.3.2) Evaluation de l’effet matrice 

 

L’effet matrice est du à la coélution de molécules de l’échantillon avec le composé d’intérêt ce qui 

peut interférer avec l’ionisation de l’analyte dans la source du spectromètre de masse : l’ionisation 

peut alors être augmentée ou supprimée ce qui rend difficile les dosages par étalonnage externe. En 

revanche, l’utilisation de peptides marqués isotopiquement permet de s’affranchir de cet effet car le 

peptide marqué aura la même rétention que son homologue non marqué et subira donc les mêmes 

effets d’ionisation. Pour évaluer cet effet, il faudrait disposer d’une matrice blanche, c'est-à-dire un 

échantillon de G.fossarum dans lequel la vitellogénine est absente et ajouter une quantité de 

vitellogénine (ou de peptide synthétique non marqué) proche de la quantité trouvée dans les 

échantillons à doser. Une matrice blanche n’étant pas disponible, l’effet matrice a été évalué par 

ajout de peptide marqué à des échantillons de mâles et de femelles et par comparaison du signal 

obtenu en matrice avec celui obtenu dans le solvant d’extraction. L’effet matrice a été mesuré sur les 

deux niveaux de QC réalisés lors des gammes précédentes. Il a été calculé par la relation suivante : 
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Ainsi, si l’effet matrice est positif, le signal sera surévalué alors que s’il est négatif, le signal sera sous 

évalué. L’effet matrice mesuré est reporté dans le Tableau 7 : 

Tableau 7 : Effet matrice (en %) sur la réponse des peptides VIGSVNSSPDR* et ILIPGV*GK à deux niveaux de 

concentration chez les mâles et chez les femelles. 

VIGSVNSSPDR* ILIPGV*GK 

QC1 QC2 QC1 QC2

Concentration ajoutée 10 200 0,139 ng / mL 13,9 ng / mL 

Effet matrice chez les mâles (en %) 18 18 10 9

Effet matrice chez les femelles (en %) 14 11 -10 4

 

Chez les mâles, l’effet matrice au niveau des deux QC est de 18% et de 9 à 10% pour les peptides 

VIGSVNSSPDR et ILIPGVGK respectivement. Chez les femelles, il est de 11 à 14% pour le premier 

peptide et compris entre - 10 et 4 % pour le second. 

 Le signal mesuré est donc d’une manière générale légèrement augmenté en présence de la matrice. 

Par conséquent, le dosage par étalonnage interne comme nous l’envisageons est le plus adapté et 

l’étalon sera ajouté de préférence à un niveau de concentration le plus proche possible de celui de 

l’analyte. 

Après avoir développé la méthode de dosage de la Vtg et publié nos résultats sur un API 5500 QTRAP 

(AB Sciex)203, nous avons été amenés à transférer la méthode sur un spectromètre de masse moins 

sensible (un API 3000 d’AB Sciex) pour réaliser des dosages en routine de la Vtg. Ces dosages auront 

pour but notamment d’améliorer les connaissances sur le rôle de la Vtg chez G. fossarum.  

 

III.4) Amélioration de la sensibilité du dosage 

 

La différence de sensibilité entre les deux spectromètres de masse étant d’un facteur 30 environ, une 

concentration de certains échantillons tels que les mâles doit être mise en place. L’extraction sur 

phase solide (SPE) a été choisie. Cette technique présente l’avantage d’être rapide à mettre au point, 

est simple d’utilisation, et permet de purifier l’analyte en plus de sa concentration. La première 

partie va donc s’attacher à la mise au point des conditions opératoires. Dans un second temps, la 

conservation de la linéarité après extraction sera vérifiée. 

 

III.4.1) Mise au point du protocole d’extraction sur phase solide 

 

De nombreux supports sont disponibles pour la SPE : polaires, apolaires, neutres ou chargés. Le choix 

de la phase dépend de la matrice et de l’analyte à extraire. Pour l’extraction de peptides après 

digestion enzymatique, deux types de support sont généralement utilisés : un support apolaire ou un 
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support permettant de réaliser de l’échange d’ions. Différents échangeurs d’ions peuvent être 

utilisés : échangeur fort ou faible, de cation ou d’anion. L’avantage des échangeurs d’ions est qu’ils 

permettent une meilleure purification de l’analyte que des supports apolaires. Les échangeurs d’ions 

sont généralement utilisés en protéomique pour réaliser un fractionnement de l’échantillon avant de 

l’analyser par chromatographie en phase inverse. L’inconvénient des échangeurs d’ions est que 

l’élution doit se faire en milieu tamponné. Ceci va introduire de grandes quantités de sels dans 

l’échantillon. Ces sels vont provoquer un encrassement plus rapide du spectromètre de masse. Pour 

éviter ceci, il faudrait par exemple dessaler l’échantillon après l’extraction sur le support échangeur 

d’ions. Ce dessalage peut être réalisé sur un support apolaire.  

Afin de limiter le nombre d’étapes de préparation d’échantillon (et donc le risque de perte 

d’échantillon à cause notamment de d’extractions incomplètes), nous nous sommes tournés vers un 

support apolaire. Il est constitué d’un monomère hydrophile (le N-vinylpyrrolidone) et d’un 

monomère lipophile (le divinylbenzène). Pour des molécules ionisables telles que les peptides, le pH 

du solvant peut jouer sur la sélectivité (en présence de composés acido-basiques comme les 

peptides). Deux conditions ont donc été comparées : élution en milieu acide et élution en milieu 

basique. En milieu acide, les composés dont la charge est nulle (i.e. les acides et les composés 

neutres) seront les mieux retenus alors qu’en milieu basique, les composés basiques et neutres 

seront les mieux retenus. 

Le rendement d’extraction est obtenu en comparant le signal de l’analyte avec ou sans extraction. Il 

peut être calculé par la formule suivante : 

 

Un rendement égal à 0% signifie que tout l’analyte est resté accroché sur la cartouche (ou que 

l’analyte n’a pas été retenu lors du dépôt) alors qu’un rendement de 100% signifie que tout l’analyte 

a été retenu lors du dépôt et a été entièrement élué.  

Une solution de référence contenant le peptide ILIPGVGK à 50 ng / mL et n’ayant pas subi de SPE a 

été injectée six fois afin de calculer une aire moyenne qui correspondrait à un rendement de 100%. 

Cette valeur d’aire est de 2,10.105 coups par seconde et est répétable puisque le coefficient de 

variation vaut 4,00%. Ensuite, les 20 solutions ayant subi l’extraction (10 solutions en milieu basique 

et 10 en milieu acide) et préparées selon le protocole décrit au paragraphe II.5.1) page 94 ont été 

analysées et le rendement d’extraction obtenu est représenté sur la Figure 38 : 
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Figure 38 : Rendement d’extraction du peptide ILIPGVGK sur cartouche HLB en milieu basique ou acide. 

 

En milieu basique, cette figure montre que tant que le pourcentage de méthanol est inférieur à 40%, 

le peptide n’est pas élué et que l’élution maximale est atteinte à partir de 60% de méthanol. Le 

rendement d’extraction vaut alors environ 75% ce qui signifie qu’une partie du peptide n’est pas 

éluée de la cartouche SPE. En milieu acide, le peptide est retenu si la fraction de méthanol acidifié est 

inférieure à 20% et l’élution est totale (rendement d’environ 100%) à partir de 40% de méthanol 

acidifié.  

Le point isoélectrique du peptide ILIPGVGK est de 10,1. En présence de 0,5% d’acide formique, le pH 

de l’eau est d’environ 3. A ce pH, le peptide porte une charge globale positive. En revanche, en 

présence de 0,5% de NH4OH, le pH de l’eau est situé autour de 10. Dans ce cas, l’acide carboxylique 

de la lysine du peptide ILIPGVGK porte une charge négative car le pKa de cette fonction est de 2,2. La 

chaine latérale de la lysine est partiellement ionisée (pKa = 10,5) et la fonction amine de l’isoleucine 

située en position N-terminale est également partiellement ionisée (pKa = 9). Il en résulte un 

mélange entre l’espèce portant une charge nette de – 1, l’espèce globalement neutre et l’espèce 

portant une charge nette de +1. De ce fait, le peptide porte une charge proche de 0. Puisque le 

peptide n’est pas chargé en présence de 0,5 % de NH4OH, il va être plus apolaire qu’en milieu acide 

où sa charge est positive. Par conséquent, il sera plus retenu sur le support en milieu basique. C’est 

pourquoi une plus forte quantité de méthanol est nécessaire pour éluer ce peptide en milieu 

basique. 

Ainsi, pour avoir une élution totale avec un lavage de la cartouche permettant d’enlever le plus de 

composés (neutres et acides), la cartouche SPE sera lavée par un 1 mL de mélange mélange H20 / 

MeOH (70 / 30, v / v) + 0,5% NH4OH puis l’élution sera réalisée par 1 mL de mélange H20 / MeOH 

(50 / 50, v / v) + 0,5% FA. Le lavage pourrait être réalisé avec 40% de méthanol basifié mais par 

précaution, seulement 30% seront utilisés. De même, l’élution pourrait être faite avec 40% de 
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méthanol acidifié mais 50% limiteront les risques de ne pas éluer la totalité du peptide.  

  

 

III.4.1.1) Vérification de la linéarité 

 

L’étude de linéarité a été réalisée dans le solvant mais aussi chez des mâles. Elle n’a pas été faite chez 

les femelles puisque ces dernières ne subiront pas de SPE avant analyse. De plus, il a déjà été vérifié 

que la réponse du peptide ILIPGVGK et celle de son homologue marqué étaient la même donc seules 

des gammes de peptide marqué seront réalisées. Enfin, le protocole de SPE développé au paragraphe 

précédent entraîne l’élimination du peptide VIGSVNSSPDR lors de l’étape de lavage. Ce dernier ne 

sera alors plus étudié. 

Afin de montrer que les performances obtenues sont meilleures sur le nouvel appareil après SPE, les 

concentrations de peptide utilisées pour réaliser ces gammes vont être légèrement inférieures à 

celles des gammes précédentes (cf. Figure 37 page 112 pour les mâles par exemple). Ainsi, une 

gamme de peptide ILIPGV*GK a été réalisée dans le solvant d’extraction et dans des digests de 

mâles : 10 ђL de solution de peptide marqué à 0,5 ng / mL ont été ajoutés à 3 mL de solution (solvant 

d’extraction ou mâle digéré). La concentration en peptide est alors de 0,00167 ng / mL de digest. 

L’ensemble de la solution a été déposée sur une cartouche de type HLB. Le lavage de la cartouche et 

l’élution ont été réalisés par respectivement un 1 mL de mélange H20 / MeOH (70 / 30, v / v) + 0,5% 

NH4OH puis 1 mL de mélange H20 / MeOH (50 / 50, v / v) + 0,5% FA. L’éluat est ensuite évaporé de 

façon à obtenir un volume final de 100 ђL. Ce protocole a été appliqué de façon à obtenir des 

concentrations de 0,00167 ; 0,00833 ; 0,0167 ; 0,167 et 1,67 ng / mL. Les courbes obtenues dans le 

solvant et chez les mâles ainsi que les exactitudes associées sont présentées dans les figures 

suivantes et dans le Tableau 8 : 
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Figure 39 : Courbe d’étalonnage du peptide marqué de séquence ILIPGV*GK dans le solvant d’extraction après SPE 

(Volume injecté = 20 ђL). 

 

y = 1,88E+05x + 3,85E+01

0,00E+00

5,00E+04

1,00E+05

1,50E+05

2,00E+05

2,50E+05

3,00E+05

3,50E+05

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

A
ir

e
  d

u
 p

ic

concentration  en peptide (ng/mL)

ILIPGV*GK

r² = 0.9962

0,00E+00

2,00E+03

4,00E+03

0 0,01 0,02



Chapitre II : Dosage de la vitellogénine chez Gammarus fossarum 

119 

 

 

Figure 40 : Courbe d’étalonnage du peptide marqué de séquence ILIPGV*GK chez mâles après SPE (Volume injecté = 

60 ђL). 

 

Tableau 8 : Exactitudes (en %) associées aux gammes de peptide ILIPGV*GK dans le solvant d’extraction et chez les mâles 

après SPE. 

Type
Concentration 

ajoutée (ng / mL)

Exactitude 

solvant (en %) 

Exactitude 

mâle (en %)

Etalon 1 0,00167 100 100

Etalon 2 0,00833 98 99

Etalon 3 0,0167 99 107

Etalon 4 0,167 109 98

Etalon 5 1,67 94 97

 

En solvant et en matrice, la linéarité est conservée après SPE. En effet, les coefficients de 

détermination valent 0,999 et les exactitudes sont comprises entre 94 et 109%. Afin de maximiser les 

chances de détection du peptide endogène chez les mâles, un volume de 60 ђL a été injecté après 

extraction. Puisque ce volume injecté est trois fois plus important, la quantité de peptide injectée est 

également triplée. On peut donc s’attendre à ce que le signal mesuré soit plus important. En 

admettant que l’augmentation de signal soit proportionnelle à la quantité de matrice (et donc de 

peptide) injectée, la pente de la droite d’étalonnage chez le mâle serait alors de 2,87.105 en injectant 
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20 ђL d’échantillon au lieu de 8,61.105 (en injectant 60 ђL d’échantillon). Puisque la pente de la 

droite d’étalonnage dans le solvant est de 1,88.105 (après injection de 20 ђL), l’effet matrice après 

extraction sur phase solide peut être estimé à 53%. Cette valeur est probablement biaisée par le fait 

qu’en matrice complexe, le signal n’augmente pas linéairement avec la quantité injectée : la hausse 

de signal est plus faible. L’effet matrice après SPE peut donc être supérieur à 53%. En tout cas, il sera 

supérieur à celui observé sans SPE et qui valait 10%. Cette différence d’effet matrice s’explique par le 

fait que les interférents coélués avec le peptide d’intérêt n’ont pas été éliminés lors de la SPE. En 

effet, seuls les analytes très hydrophiles et très hydrophobes sont éliminés par le protocole SPE mis 

en place sur le support de type HLB. Or, puisque la séparation chromatographique et la SPE se font 

sur une phase stationnaire permettant la séparation des analytes selon leur hydrophobicité, les 

interférents ayant le même temps de rétention que le peptide d’intérêt n’ont pas été éliminés lors de 

la SPE puisqu’ils ont environ la même hydrophobicité. Au même titre que le peptide protéotypique 

de la Vtg, ces interférents ont été concentrés. L’effet matrice est donc amplifié car à quantité 

constante d’analyte, plus la matrice est concentrée, plus le signal mesuré est faible204. Cependant, la 

SPE est tout de même nécessaire puisque des quantités plus faibles de peptides ont pu être 

détectées sur le spectromètre de masse trente fois moins sensible. 

Lors des essais précédents, seul l’étalon a été étudié. La dernière étape dans la mise au point de la 

méthode a été de vérifier que le peptide ILIPGVGK issu de la vitellogénine endogène soit bien détecté 

chez les mâles avec les nouvelles conditions opératoires. 

 

III.4.1.2) Application sur des échantillons mâles de G.fossarum 

 

Le peptide ILIPGVGK a donc été recherché dans un échantillon de mâle digéré puis extrait sur phase 

solide selon le protocole décrit précédemment. Cette recherche a été effectuée sur le spectromètre 

de masse devant être utilisé lors des dosages de routine ultérieurs. Les chromatogrammes 

reconstitués correspondant à la transition SRM la plus intense du peptide ILIPGVGK et à celle de 

l’étalon sont montrés sur la Figure 41 : 

 

Figure 41 : Chromatogrammes reconstitués du peptide ILIPGVGK (transition SRM 398,8 / 457,3) (A)  et de son homologue 

marqué (transition SRM 401,8 / 463,3) (B) chez le mâle. 
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Le peptide endogène est détecté avec un rapport signal sur bruit supérieur à dix sur cet appareil. De 

plus, le temps de rétention du peptide endogène est le même que celui de l’étalon. La méthode 

développée va donc être appliquée sur une plus grande cohorte d’échantillons. Lors de ces analyses, 

il s’est avéré qu’un pic interférent était parfois détecté et qu’il était quasiment coélué avec le peptide 

ILIPGVGK. Un exemple de cette interférence est présenté sur la Figure 42 : 

 

Figure 42 : Chromatogrammes reconstitués du peptide issu de la Vtg (A) et de son homologue marqué (B) chez un mâle. 

 

La Figure 42 montre que le temps de rétention (tr) du peptide ILIPGVGK est différent de celui de la 

Figure 41. Ceci s’explique par un changement de chaîne chromatographique et l’ajout d’une 

précolonne dans les conditions de la Figure 42. Ce peptide ILIPGVGK est interféré par un analyte 

quasiment coélué (tr = 17,1 min). Cet interférent qui n’est présent que dans certains échantillons (et 

qui était absent dans les échantillons utilisés lors du développement de la méthode) doit alors être 

séparé de l’analyte. Afin de vérifier que l’interférent soit issu de l’échantillon et ne soit pas lié à un 

effet mémoire, cet échantillon a été dilué par deux (ce qui a permis de réinjecter le même 

échantillon) et injecté sur un autre système LC-MS/MS (autres injecteur, chaîne chromatographique 

et spectromètre de masse). La séparation a été réalisée sur une autre colonne chromatographique 

(mais ayant toujours les mêmes dimensions et provenant du même constructeur) et sans 

précolonne : 

 

Figure 43 : Chromatogrammes reconstitués du peptide issu de la Vtg (A) et de son homologue marqué (B) à partir du 

même échantillon que sur la Figure 42 mais en utilisant un autre système LC-MS/MS. 
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Dans ces conditions, le peptide est élué à 12,7 min et l’interférent est également détecté (tr = 12,4 

min). Cet interférent n’est donc pas lié à un effet mémoire et provient d’une autre protéine de G. 

fossarum. La confirmation ultime serait l’obtention d’un spectre de fragmentation mais le signal 

étant relativement faible et le peptide donnant peu de fragments, le spectre de l’analyte élué à 

12,4 min n’a pas pu être clairement différencié de celui élué à 12,7 min. 

Un nouveau gradient a été mis au point afin de séparer l’interférent du peptide d’intérêt avec 

comme contrainte le fait que l’analyse dure au maximum 30 minutes. Ce gradient est décrit au 

paragraphe II.3) page 93. La séparation obtenue avec un autre échantillon interféré est présentée sur 

la Figure 44 : 

 

Figure 44 : Chromatogrammes reconstitués obtenus avec l’ancien (A) et le nouveau gradient (B). 

 

La différence de signal entre la partie A et la partie B de la Figure 44 s’explique par une mauvaise 

stabilité du peptide étudié. En effet, il s’est écoulé un mois entre les deux analyses. Cependant, avec 

ces nouvelles conditions chromatographiques, l’interférent est séparé de l’analyte avec un retour à la 

ligne de base. Cet interférent était resté inaperçu lors du développement de la méthode 

probablement en raison de son absence dans le pool d’échantillon utilisé lors des études de linéarité.  

Une dernière analyse a été réalisée sur une femelle présentant également un pic interférent. Un 

spectre de fragmentation à haute résolution a été obtenu. Pour cela, l’analyse s’est déroulée sur un 

Q-exactive (Thermo Fisher Scientific). Cet appareil est constitué d’un quadripôle permettant la 

sélection d’un ion précurseur, suivi d’une cellule de fragmentation puis d’un orbitrap permettant 

l’analyse des fragments avec une résolution en masse de 140 000. Les ions y2 à y6 du peptide 

ILIPGVGK ont été extraits sur une plage de masse allant de Myi – 0,005 à Myi + 0,005 (Myi étant la 

masse mono isotopique de l’ion yi). L’extraction de ces cinq ions a donné un pic interféré dans 

chaque cas. L’interférent a donc la même masse et les mêmes fragments que le peptide ILIPGVGK. 

Sachant que le pic chromatographique du peptide de synthèse ne présente pas la même 

interférence, une hypothèse permettant d’expliquer ce phénomène serait la présence d’un peptide 

qui ne possède pas le même enchaînement de leucines et isoleucines (par exemple, un peptide ayant 

pour séquence ILLPGVGK). En effet, ces deux résidus ont exactement la même masse et ne peuvent 
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donc pas être différenciés lors d’une analyse en ESI suivie d’une fragmentation par CID. En revanche, 

l’hydrophobicité entre ces deux résidus n’est pas exactement la même : la leucine est un peu plus 

hydrophobe que l’isoleucine. Puisque l’interférent est élué un peu plus tôt que le peptide ILIPGVGK, 

parmi les huit combinaisons de peptide possible (en considérant que les trois premiers acides aminés 

peuvent être une leucine ou une isoleucine), le seul peptide moins hydrophobe que l’ILIPGVGK a 

pour séquence IIIPGVGK. Avec les appareils disponibles au laboratoire, il n’est pas possible de 

différencier un peptide contenant une leucine de son homologue contenant une isoleucine. Ces deux 

acides aminés peuvent cependant être distingués par spectrométrie de masse. En effet, il a déjà été 

montré que dans une source de type MALDI, lorsque l’énergie du laser était suffisamment élevée, 

des fragments de type d et w résultant de coupures au sein de la chaîne latérale du peptide étaient 

générés en source. Ces fragments permettent de différencier la leucine et l’isoleucine205. Plus 

récemment, Gupta et al., ont combiné les fragmentations par ETD permettant de générer des ions z 

avec une fragmentation par CID permettant d’obtenir une perte de 29 Da dans le cas de l’isoleucine 

et de 43 Da dans le cas de la leucine206. D’une façon générale, l’ultime moyen de confirmer la 

séquence de l’interférent serait de synthétiser les huit peptides et de les analyser avec le gradient 

utilisé lors de l’analyse des échantillons de G.fossarum. Ceci permettrait de prouver qu’un des huit 

peptides (ou plusieurs) a le même temps de rétention que l’interférent. Le coût d’une telle 

expérience étant relativement élevé par rapport à l’intérêt analytique de vérifier cette hypothèse, les 

peptides potentiels n’ont pas été synthétisés. 

Les conditions chromatographiques développées ici et permettant de séparer l’interférent du 

peptide ILIPGVGK seront conservées pour la suite des analyses. Les analyses ultérieures 

correspondent aux applications utilisant la méthode développée. 

 

III.5) Applications 

 

La méthode de quantification de la vitellogénine chez Gammarus fossarum présentée 

précédemment a été développée dans le but de suivre l’évolution de la Vtg chez cette espèce sous 

différentes conditions. Ce suivi est d’un intérêt majeur puisque très peu d’informations sont 

disponibles chez les invertébrés en dépit de leur importance en écotoxicologie. La Vtg a été ciblée 

puisqu’elle est la protéine précurseur des protéines du jaune d’œuf chez la majorité des ovipares. 

Cette protéine est donc indispensable à la survie de l’espèce. Cependant, chez G.fossarum, la 

fonction de la Vtg n’a pas été confirmée. La première étape des applications va donc être de vérifier 

la fonction de la vitellogénine chez G.fossarum. Ceci va donc être réalisé sur des femelles mais 

également sur des embryons. L’étude va ensuite se poursuivre sur la modulation de l’expression de 

la Vtg afin d’une part d’approfondir les connaissances sur le système endocrinien de cette espèce et 

d’autre part de trouver d’éventuels perturbateurs endocriniens. Cette étude sera réalisée chez les 

femelles mais également chez les mâles. En effet, puisque les mâles ne sont pas censés exprimer le 

gène de la Vtg, ils sont de bons candidats pour montrer qu’une substance est un perturbateur 

endocrinien chez cette espèce ou pour montrer qu’un site a été pollué. Ces résultats ont donné lieu à 

la publication d’un article dans Aquatic toxicology207. Ce paragraphe va présenter seulement 

quelques exemples d’applications de la méthode de dosage qui ont été réalisés en partenariat avec 
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l’Unité de Recherche Milieux Aquatiques (UR MALY) de l’Irstea de Lyon. L’objectif ici est de 

seulement illustrer l’intérêt de la méthode développée mais pas d’entrer dans les détails de 

l’interprétation biologique de ces résultats puisqu’ils font l’objet à part entière d’une autre thèse. 

 

III.5.1) Vérification de la fonction de la vitellogénine chez G. fossarum 

 

Chez de nombreux ovipares, la vitellogénine est une protéine précurseur du jaune d’œuf. Elle est 

donc fortement impliquée dans la reproduction de l’espèce puisqu’elle sera utilisée comme réserve 

énergétique lors du développement embryonnaire. Afin de vérifier cette fonction, des femelles à 

différents stades de mue et des embryons à différents stades de développement ont été analysés 

(n = 5 par stade). Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 45 : 

 

Figure 45 : Evolution de l’expression de la vitellogénine au cours du cycle de reproduction des femelles et du 

développement embryonnaire (n=5). 

Puisque les embryons sont trop petits pour déterminer leur masse, les résultats ont été pondérés par 

le nombre d’individus : en moyenne, ils ont été groupés par 10 lors de la préparation d’échantillon. 

Afin de trouver une équivalence chez les femelles, la quantité de Vtg a été pondérée par le nombre 

d’ovocytes chez ces dernières. La Figure 45 montre un très faible taux de Vtg chez les femelles aux 

stades A et B puis une forte augmentation lors des stades C1 à D1 où le taux maximal de Vtg est 

maintenu jusqu’à la ponte des œufs (en fin de stade D2). Chez les embryons de stade 1, le même 

taux de Vtg est retrouvé que chez les femelles juste avant la ponte. Puis une forte diminution se 

produit lors des stades 2 et 3 jusqu’à atteindre un taux très faible aux stades 4 et 5. Ceci confirme le 
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fait que la Vtg soit progressivement accumulée dans les ovocytes par les femelles jusqu’à la ponte 

des œufs puis que cette protéine soit progressivement consommée par les embryons lors de leur 

développement. Chez G.fossarum, la protéine servant de réserve énergétique lors du développement 

embryonnaire est donc bien de la Vtg. Ce résultat était toutefois attendu puisque lors de la recherche 

de la spécificité des peptides détectés, des femelles à différents stades de mue avaient été utilisées 

afin d’avoir des taux très variables de Vtg (cf. paragraphe III.1.2) page 99). Il fallait cependant 

compléter ces résultats préliminaires par le suivi de la quantité de Vtg chez les embryons. Cette 

expérience a également permis de définir un taux moyen de Vtg pour chaque stade de mue. Ceci est 

d’un intérêt majeur lorsqu’une perturbation endocrinienne veut être mise en évidence chez les 

femelles. En effet, puisque le taux de Vtg varie naturellement, il faut tenir compte de cette variation 

lors de l’interprétation des résultats chez des femelles (ou chez des embryons). La méthode 

développée a ensuite été appliquée pour voir si certaines substances modèles pouvaient faire varier 

le taux de Vtg chez les femelles. 

 

III.5.2) Modulation du taux de vitellogénine chez les femelles 

 

Pour cela, deux hormones ont été étudiées : la 20-hydroxy ecdysone (20-HE) et le farnesoate de 

méthyle (MF). Chez les crustacées, les ecdystéroïdes sont des hormones qui régulent entre autres la 

mue, le développement embryonnaire208-209 et la reproduction210-211. Quant au MF, de nombreux 

travaux indiquent qu’il stimule la reproduction des crustacées212-213  comme la gamétogenèse chez 

les mâles et les femelles ou la vitellogenèse. Ainsi, des femelles de G. fossarum ont été exposées 

pendant 21 jours en laboratoire à ces deux hormones avec des concentrations d’hormones allant de 

0 à 100 ђg / L. A l’issue des 21 jours, les femelles ont été immédiatement broyées et digérées. Les 

taux de Vtg mesurés sont présentés sur la figure suivante : 
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Figure 46 : Evolution de l’expression de la vitellogénine chez les femelles après exposition à la 20-hydroxy ecdysone (A) 

ou au farnesoate de méthyle (B) (n=15). 

 

Afin de permettre une comparaison de ces deux substances avec les mâles, les taux de Vtg sont 

exprimés en pmol de protéine par mg d’échantillon et ne sont donc plus pondérés par le nombre 

d’ovocytes. Pour chaque concentration d’hormone, 15 réplicats ont été réalisés. Puisque le stade de 

mue présente une forte influence sur le taux de Vtg chez les femelles, seuls les organismes de stade 

C2 ont été conservés pour le traitement des données (soit 50% des organismes exposés). La Figure 46 

ne montre aucune influence de la 20-HE sur l’expression de la Vtg chez les femelles alors que cette 

protéine est sous exprimée en présence de MF dès 0,01 ђg / L. 
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Ces expériences permettent de mettre en évidence que la 20-hydroxy ecdysone n’intervient pas (ou 

peu) dans l’expression de la Vtg alors que le farnesoate de méthyle à un effet néfaste sur la 

reproduction de G.fossarum. Le farnesoate de méthyle est donc un perturbateur endocrinien chez 

les femelles de l’espèce G.fossarum. Cependant, puisque le taux de Vtg varie naturellement chez les 

femelles, les études chez celles-ci nécessitent un tri exhaustif des femelles afin de déterminer leur 

stade de mue avant leur analyse. L’étude de ces substances a donc ensuite été réalisée chez les 

mâles. Un autre avantage dans les études chez les mâles réside dans le fait que de fortes 

augmentations d’expression de la Vtg peuvent être mises en évidence puisque le taux de Vtg de base 

est censé être très proche de zéro. 

 

III.5.3) Modulation du taux de vitellogénine chez les mâles 

 

Ce paragraphe va traiter de trois substances mises au contact de mâles. Les expositions ont 

également duré 21 jours à l’issue desquels les échantillons ont été broyés. Parmi ces trois 

substances, on retrouve les deux hormones précédentes. Comme pour les femelles, la 20-HE ne 

modifie pas l’expression de la Vtg chez les mâles. Les résultats obtenus avec la seconde hormone et 

avec un anticancéreux (la cyprotérone) sont présentés sur la figure suivante : 
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Figure 47 : Evolution de l’expression de la vitellogénine chez les mâles après exposition au farnesoate de méthyle (A) ou à 

la cyprotérone (B) (n=15).  

 

A l’inverse des femelles, une forte augmentation du taux de Vtg est observée pour des 

concentrations en MF de 100 ђg / L. Une hypothèse dans ces effets opposés serait que chez les 

mâles, le MF inhibe le rétrocontrôle négatif de la glande androgène sur la synthèse de la Vtg. 

Comme pour le MF, l’exposition de mâles à la cyprotérone engendre une induction de l’expression 

de la Vtg. Evaluer l’impact de telles substances sur la reproduction des invertébrés est d’une 

importance primordiale afin d’anticiper une future extinction de ces espèces. Les données actuelles 
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de la littérature ne permettent pas d’interpréter le rôle de ces substances au sein des organismes 

exposés. Cependant, la mesure du taux de Vtg chez mâles permet d’affirmer que ces substances 

agissent sur l’expression de  la Vtg.  

Toutes les données précédentes ont été obtenues après exposition contrôlée des organismes en 

laboratoire. Puisque l’objectif ultime de la découverte de perturbateurs endocriniens est de doser 

l’effet d’un polluant sur la faune dans un milieu naturel, la méthode de dosage a ensuite été 

appliquée dans le but de suivre l’évolution du taux de Vtg chez des mâles prélevés dans plusieurs 

rivières. 

 

III.5.4) Mesure du taux de vitellogénine chez les mâles sur différents sites de prélèvement 

 

Cinq rivières ont été étudiées : la Cance, le Gier, l’Ardières, le Doux et l’Azergues. Pour chaque rivière, 

un prélèvement a été effectué quelques kilomètres avant qu’elle ne se jette dans  un fleuve (Rhône 

ou Saône), c'est-à-dire en aval d’un site pollué. Un second prélèvement a été effectué beaucoup plus 

en amont. Les taux de Vtg mesurés sur chaque prélèvement sont représentés sur la Figure 48 : 

 

Figure 48 : Différence d’expression de la vitellogénine chez les mâles en amont ou en aval de sites pollués sur différentes 

rivières (n=15). 

Les taux de Vtg sont également exprimés en pmol de protéine par mg d’organisme. Sur chaque site, 

quinze individus ont été prélevés et analysés. Cette figure montre clairement la grande variabilité 

biologique entre individus. Cependant, le taux moyen de Vtg est systématiquement plus élevé en 

aval des sites pollués qu’en amont. L’effet à long terme de cette surexpression n’est pas connu mais 

il pourrait conduire à une féminisation des mâles ce qui aboutirait à une extinction de l’espèce. 
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IV) Conclusion 
 

Ce chapitre a présenté le développement d’une méthode de quantification absolue de la 

vitellogénine chez Gammarus fossarum par LC-MS/MS. Bien qu’une telle méthode soit généralement 

assez aisée à mettre en place chez l’homme (sous réserve que la protéine soit suffisamment 

concentrée), l’un des grands défis chez la plupart des invertébrés repose dans le fait que ces 

organismes ne sont pas séquencés. De ce fait, il est difficile de prédire des transitions SRM 

spécifiques de la protéine d’intérêt. Chez G.fossarum, un extrait de la séquence de Vtg a cependant 

été obtenu. Une méthode de quantification a ainsi pu être développée. Cette méthode est le premier 

outil permettant de doser de façon spécifique la Vtg chez cette espèce. D’une manière plus générale, 

il s’agit même de la première méthode de dosage de la Vtg chez un invertébré par LC-MS/MS. Ce 

nouvel outil a été développé assez rapidement et a pu être appliqué afin de : 

-  valider la fonction de la Vtg chez G. fossarum. En effet, aucune mesure directe de la Vtg 

n’avait permis de vérifier qu’il s’agissait bien de la protéine servant de réserve énergétique 

lors du développement embryonnaire chez cette espèce, 

- moduler l’expression de la Vtg après exposition contrôlée des crustacées à divers composés 

dans le but de mieux comprendre la régulation de la vitellogenèse chez G. fossarum, 

- mettre en évidence la pollution de certains sites par des perturbateurs endocriniens. Ceci 

présente également un fort intérêt puisque la mesure directe des polluants n’est pas 

toujours possible (le polluant peut être dégradé ou évacué par l’écoulement de l’eau). 

Les premiers résultats obtenus permettent d’observer une sous-expression de la Vtg chez les 

femelles ou une sur-expression de cette protéine chez les mâles après exposition à diverses 

substances. Dans les deux cas, la variabilité entre les individus est telle qu’il est à ce jour difficile 

d’utiliser la Vtg à elle-seule comme un biomarqueur de perturbation endocrinienne chez G.fossarum. 

Les recherches doivent donc être poursuivies afin d’approfondir les connaissances sur la régulation 

de la Vtg chez G.fossarum. La méthode développée ici peut donc être appliquée dans la recherche de 

nouveaux perturbateurs endocriniens chez des espèces sentinelles peu étudiées mais primordiales 

dans les écosystèmes. En effet, les gammares peuvent être exposés à de nombreuses molécules 

retrouvées en grande quantité dans l’environnement (estrogènes, pesticides, médicaments…) afin 

d’évaluer l’impact de ces molécules sur l’expression de la Vtg et donc sur la survie de cette espèce. 

De nouvelles protéines pourraient également être étudiées afin de trouver un biomarqueur qui soit 

spécifique à chaque perturbateur ce qui permettrait d’une part de cibler le polluant et d’autre part 

de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans l’expression de la Vtg chez Gammarus 

fossarum et d’une manière générale, chez les invertébrés. 

Enfin, la même approche a été appliquée en collaboration avec l’Irstea afin de doser la Vtg chez de 

nombreux invertébrés. Ces travaux ont donné lieu à une publication dans Environmental Science & 

Technology214. Ces résultats n’ont cependant pas été présentés dans ce manuscrit. Ce travail a été 

réalisé en plusieurs étapes. D’abord, des peptides protéotypiques de la Vtg ont été recherchés chez 

des invertébrés séquencés. Cette approche est également intéressante car elle permettrait de doser 

la Vtg simultanément dans plusieurs espèces ce qui permettrait un suivi plus généralisé de la faune. 
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Ensuite, les peptides détectés ont été recherchés chez des espèces non séquencées. Ceci permet 

d’ouvrir la porte à des dosages par LC-MS/MS de protéines pour lesquelles aucune séquence n’est 

disponible tout en s’affranchissant des étapes de purification de protéines préalables à un 

séquençage. Cette méthode repose sur le fait qu’une majorité du génome soit conservée entre deux 

espèces proches. Par conséquent, un certain nombre de peptides issus d’une protéine doivent être 

communs à deux espèces. 

La quantification absolue de protéines par LC-MS/MS chez les invertébrés n’en est donc qu’à ses 

débuts mais ces premiers résultats ouvrent la voie à un rapide développement des connaissances 

chez ces espèces encore peu étudiées mais dont l’intérêt ne fait que s’accroître. En revanche, chez 

les vertébrés, de nombreux dosages ont déjà été mis au point comme nous l’avons vu lors du 

premier chapitre. Un exemple de dosage chez l’homme va donc être présenté dans le prochain 

chapitre en s’attachant plus particulièrement à la résolution d’un problème fréquemment rencontré 

lorsqu’un dosage veut être mis à la place : que faire des peptides contenant une méthionine ? 
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I) Introduction 
 

Le chapitre précédent a permis d’illustrer la méthodologie générale mise en œuvre lorsqu’un dosage 

de protéine veut être développé par LC-MS/MS. Ce dosage a été réalisé chez un invertébré et nous 

allons maintenant voir un exemple de dosage d’une protéine présentant un fort intérêt chez 

l’homme dans le cadre du dépistage de la maladie d’Alzheimer. 

La maladie d’Alzheimer est la forme la plus commune de démence. C’est une maladie 

neurodégénérative qui se caractérise par une diminution de la quantité de peptide amyloïde ɴ�ϭ -42 

dans le liquide cérébrospinal et par une formation de plaques amyloïdes dans le cerveau. De plus, 

une autre protéine (la protéine tau) qui est impliquée dans la stabilisation des neurones s’agrège 

anormalement dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Ce comportement 

anormal est lié à une surphosphorylation de la protéine tau sur la thréonine en position 181. Cet état 

de phosphorylation peut d’ailleurs permettre de prédire le futur développement de la maladie 

d’Alzheimer sur des patients atteins de légers troubles cognitifs215. 

D’autres protéines comme l’apolipoprotéine E (Apo E) seraient impliquées dans la maladie 

d’Alzheimer. L’Apo E est une protéine de 36 kDa dont la séquence est présentée en annexe A. Elle 

permet notamment le transport des lipides dans le sang. Elle existe principalement sous trois 

isoformes : Apo E2, Apo E3 et Apo E4 codés respectivement par les allèles ɸ2, ɸ3 et ɸ4. En fonction du 

génotype de l’individu, différents isoformes seront exprimés comme le montre le schéma suivant : 

 

Figure 49 : Relation entre les allèles présents et les protéines exprimées dans le cas de l’apolipoprotéine E. 

 

Puisqu’il existe trois allèles, il y aura donc six génotypes possibles (ɸ2/ɸ2, ɸ2/ɸ3, ɸ2/ɸ4, ɸ3/ɸ3, ɸ3/ɸ4 

et ɸ4/ɸ4). Dans ce manuscrit, la désignation « Apo E » fera donc référence à l’apolipoprotéine E 

totale (par exemple, l’Apo E2 et l’Apo E3 dans le cas du génotype ɸ2/ɸ3). La forme E3 est considérée 

comme étant la forme sauvage alors que les formes E2 et E4 sont les variants génétiques. La seule 

différence entre les formes E2 et E3 est le remplacement de l’arginine présente en position 158 sur la 

forme E3 par une cystéine sur la forme E2. De même, la seule différence entre les formes E3 et E4 

consiste en la substitution de la cystéine en position 112 sur la forme E3 par une arginine216. Des 

extraits de séquences correspondant à ces trois formes sont présentés sur la figure suivante : 

Allèle paternel  transmis (ADN) 

ex : ɸ3 pour l’Apo E 

=> Protéine Apo E3 exprimée

Allèle maternel transmis (ADN) 

ex : ɸ4 pour l’Apo E 

=> Protéine Apo E4 exprimée

Génotype de l’enfant 

ex : ɸ3/ɸ4

=> Protéines Apo E3 et Apo E4 exprimées
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Figure 50 : Séquences partielles des trois isoformes majoritaires de l’apolipoprotéine E. 

 

La fréquence des allèles ɸϮ͕�ɸϯ�Ğƚ�ɸϰ�ĞƐƚ�Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶ�ϳй͕�ϳϴй�Ğƚ�ϭϱй�ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞŵĞŶƚ͘��ĞƉĞŶĚĂŶƚ͕� ůĂ�
fréquence d’apparition de l’allèle ɸϰ� Ěépend du débit métabolique (qui correspond à la vitesse 

d’utilisation des réserves énergétiques de l’organisme). Ce débit est plus faible dans les régions 

tempérées que dans les régions de températures extrêmes. Ainsi, la fréquence d’apparition de 

l’allèle ɸϰ�ĞƐƚ�ƉůƵƐ�ĨĂŝďůĞ�ĞŶ�&ƌĂŶĐĞ�ƋƵ͛ĂƵƚŽƵƌ�ĚĞ�ů͛équateur ou dans le cercle polaire arctique217. 

De nombreuses études ont mis en évidence un lien entre la présence de l’allèle ɸϰ� Ğƚ� ůĂ�ŵĂůĂĚŝĞ�
d’Alzheimer. En effet, la présence de cet allèle multiplie le risque de développer la maladie 

d’Alzheimer par cinq ou dix si l’allèle est exprimé respectivement une fois ou deux218-219. En revanche 

la présence de l’Apo E2 serait plutôt protectrice envers la maladie220-221. Le mécanisme d’action de 

l’Apo E dans la maladie d’Alzheimer n’est pas connu mais il semblerait que l’Apo E soit impliquée 

dans l’élimination des peptides amyloïdes ɴ216, 222. De plus, l’Apo E4 semble être moins protectrice 

que l’Apo E3 envers l’apoptose des neurones223. 

Plusieurs groupes ont quantifié l’Apo E. Ces dosages sont la plupart du temps réalisés par ELISA. En 

général, le génotype de l’individu est obtenu par PCR puis l’Apo E totale est quantifiée à partir d’un 

anticorps mono ou polyclonal224-225. Cependant, un anticorps spécifique de l’Apo E4 est disponible et 

peut également être utilisé en parallèle avec un anticorps permettant de doser l’Apo E totale226-228. 

Puisque la maladie d’Alzheimer se caractérise par la formation de plaques dans le cerveau, l’Apo E a 

été dosée dans du tissu cérébral227 ou dans le liquide cérébrospinal228-229. Le prélèvement de ce 

liquide se fait par une technique assez invasive : la ponction lombaire. C’est pourquoi l’Apo E a 

également été dosée à partir de plasma ou de sérum qui est une matrice plus facilement accessible. 

En ce qui concerne le lien entre le taux sanguin d’Apo E et la maladie d’Alzheimer, les résultats sont 

plutôt contradictoires. En effet, certains groupes trouvent que l’Apo E est sous exprimée chez les 

patients atteints de la maladie d’Alzheimer230-231, d’autres ne trouvent aucune différence232-236  et un 

groupe trouve une surexpression de l’Apo E237. 

Des dosages par LC-MS/MS ont également été proposés mais il n’y a pas eu d’étude réalisée sur des 

patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Lorsqu’une digestion enzymatique de l’Apo E est réalisée 

par de la trypsine, on obtient entre autres les peptides de séquence LGADMEDVCGR et CLAVYQAGAR 

pour l’apolipoprotéine E2, les peptides LGADMEDVCGR et LAVYQAGAR pour l’apolipoprotéine E3 et 

les peptides LGADMEDVR et LAVYQAGAR pour l’apolipoprotéine E4 (cf. Figure 50). Tous les autres 

peptides sont communs aux trois isoformes. Le seul peptide spécifique de l’apolipoprotéine E2 a 

donc pour séquence CLAVYQAGAR. De même, le seul peptide spécifique de l’apolipoprotéine E4 a 

pour séquence LGADMEDVR. Tous les autres peptides (à l’exception des peptides LGADMEDVCGR et 

Séquences d’acides aminés :

- Apo E2 : … QAR LGADMEDV112CGR…ER  LGPLVEQGR… QK 158C LAVYQAGAR … 

- Apo E3 : … QAR LGADMEDV112CGR… ER LGPLVEQGR… QK 158R LAVYQAGAR … 

- Apo E4 : … QAR LGADMEDV112RGR… ER LGPLVEQGR… QK 158R LAVYQAGAR … 
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LAVYQAGAR qui sont partagés par seulement deux isoformes) peuvent donc être choisis pour doser 

simultanément les trois isoformes de l’Apo E. 

Ainsi, les groupes de Zhang et Borchers ont quantifié l’Apo E totale à partir de sérum ou plasma 

humain en utilisant un peptide rapporteur commun aux trois isoformes238-239 (peptide de séquence 

SWFEPLVEDMQR pour Zhang et LGPLVEQGR pour Borchers). L’Apo E a également été quantifiée dans 

du plasma de souris exprimant le gène de l’Apo E humaine220. Dans cette étude, trois peptides ont 

été suivis : WVQTLSEQVQEELLSSQVTQELR, SELEEQLTPVAEETR et SELEEQLTPVAEETR. Enfin, Wildsmith 

et al.
240 ont quantifié de manière spécifique l’Apo E2 et l’Apo E4 sans réaliser de génotypage 

préalable. Cette quantification a été réalisée à partir d’astrocytes issus de souris exprimant les Apo 

E2 et E4. Cette approche est permise par la quantification du peptide spécifique de chaque isoforme 

obtenu après digestion par de la trypsine.  

En revanche, à ce jour, aucune quantification absolue et spécifique de l’apolipoprotéine E4 n’a été 

réalisée dans du sérum ou du plasma humain par LC-MS/MS chez des patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer. Dans ce contexte, nous avons proposé de mettre en place un dosage spécifique de cet 

isoforme dans une cohorte de 672 échantillons issus de patients atteints de la maladie d’Alzheimer et 

de témoins. L’objectif de cette étude est d’apporter un élément de réponse complémentaire aux 

travaux précédents réalisés par ELISA et pour lesquels les résultats sont contradictoires. 

Cependant, le seul peptide spécifique de l’Apo E4 a pour séquence LGADMEDVR et contient donc 

une méthionine. Or, comme nous l’avons vu dans le premier chapitre, les peptides contenant une 

méthionine ne sont pas de bons peptides protéotypiques et doivent être évités pour la quantification 

des protéines puisque ces méthionines peuvent être naturellement oxydées en méthionine sulfoxyde 

au sein de l’organisme ou lors de la préparation de l’échantillon. Cette modification est plus 

accentuée avec l’âge du sujet et est d’ailleurs un marqueur de vieillissement241. L’oxydation des 

méthionines génère donc un incrément de masse de 16 Daltons sur le peptide ce qui engendre une 

erreur lors de la quantification de ces peptides puisque la fraction oxydée n’est pas détectée en SRM. 

De plus, l’oxydation des méthionines pouvant se produire également de façon non maîtrisée lors de 

la préparation des échantillons, l’erreur commise lors de la quantification n’est pas forcément 

répétable. Ce problème potentiel est généralement passé sous silence comme lors de l’étude citée 

précédemment sur la quantification de l’Apo E4 dans des astrocytes240 ou dans celle du groupe de 

Zhang242. 

Cette propriété d’oxydation des méthionines peut cependant être un avantage et a été largement 

exploitée par le groupe de Joël Vandekerckhove afin de détecter spécifiquement les peptides 

contenant une méthionine. Dans  cette approche nommée COFRADICTM (COmbined FRActional 

DIagonal Chromatography), les peptides sont séparés par chromatographie liquide et l’éluat est 

collecté par fractions d’une minute. Chaque fraction est ensuite oxydée en présence d’eau oxygénée 

(ce qui a pour effet de transformer les méthionines en méthionine sulfoxyde) et analysée une 

nouvelle fois par chromatographie liquide en gardant les mêmes conditions. Si une méthionine est 

présente dans l’un des peptides, son oxydation va engendrer un changement dans son temps de 

rétention et le peptide sera alors récupéré afin d’être identifié par spectrométrie de masse243. Cette 

approche permet de cibler spécifiquement les peptides contenant une méthionine et permet de 

fortement simplifier la matrice. Par exemple, leur étude montre que si une fraction est recueillie 
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entre la 59ème et la 60ème minute puis est oxydée, les peptides contenant une méthionine seront 

ensuite élués vers la 55ème minute lors de la seconde injection. Ainsi, les molécules éluées vers la 

55ème minute lors de la première injection ne seront plus présentes lors de la seconde injection ce qui 

va permettre une identification plus aisée des peptides à méthionine grâce à un effet matrice 

fortement réduit. Dans cet exemple, les méthionines ont été oxydées une fois. Il a cependant déjà 

été reporté que l’utilisation de peroxyde d’hydrogène pouvait aussi oxyder les méthionines deux fois 

pour former des méthionines sulfones244.  

Bien que les peptides contenant au moins une méthionine ne soient pas recommandés lors du choix 

des peptides protéotypiques de la protéine pour la quantification absolue de protéine par la stratégie 

AQUA, les éliminer systématiquement peut conduire à se passer d’un peptide rapporteur qui 

pourrait être le plus sensible. De ce fait, éliminer les peptides à méthionine peut engendrer une 

diminution de la sensibilité du dosage. En effet, d’après la base de données Peptide Atlas (mise à jour 

en mai 2010)245, 625 protéines plasmatiques ont été détectées par un seul peptide après digestion 

enzymatique. Sur ces 625 peptides, 109 contiennent au moins une méthionine, soit 17% des 

candidats. Si ces 109 peptides sont les seuls ayant été observés, il est donc probable qu’ils 

constituent les peptides générant le meilleur signal en électrospray. De même, si le seul peptide 

protéotypique d’un isoforme contient une méthionine, ce qui est le cas pour l’apolipoprotéine E4, il 

faut s’affranchir de ce problème d’oxydation non contrôlée. Pour cela, une oxydation irréversible et 

totale de la méthionine est proposée. 

 

II) Matériel et méthodes 

II.1)  Réactifs 

 

L’acétonitrile, le méthanol et l’eau (qualité LC-MS) proviennent de Fisher Scientific (Strasbourg, 

France). Le dithiothéitol (DTT), l’iodoacétamide (IAM), l’acide formique (qualité LC-MS), le peroxyde 

d’hydrogène, le phénol, la trypsine (type IX-S de pancréas porcin) et l’urée viennent de Sigma-Aldrich 

(St Quentin-Fallavier, France). Les quatre peptides synthétiques (de séquence LGADMEDV*R, 

LGADMEDV*CGR, CLAV*YQAGAR et LGPLV*EQGR) proviennent de Millegen (Labège, France). Ces 

peptides présentent un marquage sur la valine (13C5 15N1). Les deux peptides de séquence 

LGADMEDVR et LGPLVEQGR sont également disponibles sans marquage. Les cartouches d’extraction 

sur phase solide de type Oasis® HLB 3 cc (60 mg) proviennent de Waters (Milford, MA, USA). Le 

sérum utilisé est issu de l’Etablissement Français du Sang alors que les différents plasmas ont été 

récoltés par l’Institut Pasteur de Lille dans des tubes contenant de l’acide éthylène diamine tétra-

acétique (EDTA) comme anti coagulant. Enfin, le kit ELISA permettant de doser l’Apo E et l’Apo E4 

provient de MBL International (Woburn, MA, USA). Ce kit comprend une plaque 96 puits greffée par 

des anticorps dirigés contre l’Apo E, du solvant de dilution, une solution de lavage, des anticorps 

greffés par une enzyme et dirigés contre l’Apo E, d’autres contre l’Apo E4, le substrat de cette 

enzyme, une solution permettant d’arrêter la réaction enzymatique et les protéines Apo E4 (1 ђg) et 

Apo E (2 ђg) lyophilisées.  
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II.2) Préparation des échantillons 

II.2.1) Digestion enzymatique 

 

100 ђL d’échantillon (plasma ou sérum) sont dénaturés dans de l’urée 6 M et 15 mM de DTT pendant 

40 min à 60°C. Les échantillons sont ensuite alkylés pendant 40 min à température ambiante et dans 

le noir par de l’IAM 35 mM. L’échantillon est ensuite dilué par cinq dans du bicarbonate 

d’ammonium 50 mM à pH 8. 20 ђg de trypsine sont alors ajoutés et la digestion se déroule pendant 

16 h à 37°C. La digestion est arrêtée par l’ajout d’acide formique afin d’obtenir une concentration 

finale de 0,5% (v / v). 100 ђL d’étalons sont alors ajoutés de façon à obtenir une concentration de 

37,1 ђg / mL pour l’Apo E et 61,2 ђg / mL pour l’Apo E4. 

 

II.2.2) Oxydation de la méthionine 

 

Le réactif final d’oxydation est de l’acide performique obtenu en dissolvant 25 mg de phénol dans 

4,5 mL d’acide formique et 0,5 mL de peroxyde d’hydrogène. La solution est agitée pendant 30 min à 

température ambiante puis 1,25 mL de ce mélange sont ajoutés au plasma digéré. La réaction 

d’oxydation se déroule alors pendant 24 h à 0°C. Les analytes sont ensuite extraits sur phase solide. 

 

II.2.3) Extraction des peptides 

 

Les échantillons sont extraits sur des cartouches de type Oasis® HLB 3 cc (60 mg). Les cartouches sont 

d’abord conditionnées par 1 mL de méthanol puis 1 mL d’eau contenant 0,5% d’acide formique. 

L’ensemble des 100 ђL de plasma digéré et oxydé est alors déposé. Puis la cartouche est lavée par 

1 mL de mélange H2O / MeOH (95 / 5, v / v) contenant 0,5 % d’acide formique et l’élution est réalisée 

par ajout de 1 mL de méthanol contenant 0,5 % d’acide formique. L’éluat est alors évaporé à sec et 

repris dans 100 ђL d’eau contenant 0,5 % d’acide formique. 

 

 

II.3) Analyse LC-MS/MS 

 

L’analyse a été réalisée sur un système chromatographique HP 1290 series (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Germany) constitué d’un passeur d’échantillons et d’une pompe binaire. 10 ђL 

d’échantillon sont injectés et séparés sur une colonne Symmetry C18 de dimensions 2,1 x 100 mm, 

avec des tailles de particules de 3,5 ђm provenant de Waters (Milford, MA, USA). Si rien n’est 

précisé, l’élution est réalisée à un débit de 300 ђL / min selon le gradient suivant : un plateau de 

3 min à 5% de solvant B (ACN + 0,1% FA)  suivi d’un gradient de 5 à 16% de B en 8 minutes puis d’un 
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lavage de la colonne à 100% de B pendant 4 minutes. Enfin, la colonne est rééquilibrée par 95% de 

solvant A (H20 + 0,1% FA) pendant 4 minutes. L’éluat est ensuite détecté par un spectromètre de 

masse hybride (triple quadripôle / piège à ions linéaire) : le 5500 QTRAP® (AB Sciex, Foster City, CA, 

USA) équipé d’une source Turbo VTM. Le contrôle de la LC-MS/MS et l’acquisition des données sont 

réalisés via le logiciel Analyst 1.5.1. Les données sont retraitées avec le logiciel Multiquant 2.0 (AB 

Sciex, Foster City, CA, USA). Le spectromètre de masse a été calibré par du polypropylène glycol, de 

la réserpine et de l’ « Agilent Tuning Mix » (provenant tous les trois d’AB Sciex, Foster City, CA, USA) 

selon les instructions du constructeur. La résolution en Q1 et en Q3, mesurée par la largeur des pics à 

mi-hauteur a été ajustée à 0,7 ± 0,1 a.m.u (unité de masse atomique). Cette valeur est considérée 

comme étant la résolution unitaire. Le mode positif a été retenu pour l’ionisation sous une tension 

de spray d’ions de 5500 V. Les pressions de gaz rideau et de nébulisation sont de 50 psi. Dans les 

deux cas, le gaz utilisé est de l’azote. La source est chauffée à 600°C, la pression du gaz auxiliaire 

(azote également) est également de 50 psi et celle du gaz de collision est fixée à 9 psi.  

 

II.4) Préparation des standards et des contrôles de qualité 

II.4.1) Gammes de peptides 

II.4.1.1) Dans l’eau 

 

Une solution mère de chaque peptide à 200 ђg / mL a été réalisée à partir de chaque peptide 

disponible. La solution mère a été diluée successivement dans de l’eau contenant 0,5% d’acide 

formique de façon à obtenir des concentrations en protéine de 0,5 ; 1 ; 5 ; 10 ; 50 et 100 ђg / mL 

pour les étalons (correspondant à des concentrations peptidiques environ trente-sept fois inférieures 

i.e. à des concentrations allant de 0,014 à 2,8 ђg / mL de peptide LGPLVEQGR ou LGADMEDVR) et de 

0,75 ; 20 et 75 ђg / mL pour les contrôles qualité (QC) (correspondant à des concentrations de 0,020 ; 

0,54 et 2,0 ђg / mL de peptide). Des gammes contenant en mélange les peptides LGADMEDVR, 

LGADMEDV*R, LGPLVEQGR et LGPLV*EQGR dans 200 ђL de solution ont ainsi été préparées. Ensuite, 

60 ђL d’acide performique contenant du phénol ont été ajoutés. Les deux gammes ont été 

maintenues à 0°C puis analysées après 24h de réaction. 

 

II.4.1.2) Dans du plasma  

 

10 plasmas ont été digérés selon le protocole du paragraphe II.2.1).  100 ђL de peptide LGPLV*EQGR 

ont été ajoutés de façon à obtenir les mêmes concentrations en protéine que précédemment : 0,5 ; 

1 ; 5 ; 10 ; 50 et 100 ђg / mL pour les étalons et 0,75 ; 20 et 75 ђg / mL pour les QC. Un point à 0 ђg / 

mL a été obtenu par ajout de 100 ђL d’eau acidifiée. Ensuite, l’oxydation des échantillons a été 

réalisée selon le protocole décrit au paragraphe II.2.2) puis chaque plasma a été extrait sur phase 

solide selon le protocole décrit au paragraphe II.2.3). 
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II.4.2) Gammes de plasma 

 

�ĞƐ�ŐĂŵŵĞƐ�ĚĞ�ƉůĂƐŵĂ�ɸϰͬɸϰ�ĚĂŶƐ�ĚƵ�ƉůĂƐŵĂ�ɸϯͬɸϯ�ŽŶƚ�également été réalisées. Deux plasma ont 

alors été utilisés ͗� ƵŶ� ƉůĂƐŵĂ� ɸϰͬɸϰ� ĚĞ� ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ� ĞŶ� �ƉŽ� ��ŵĞƐƵƌée à 46,6 ђg / mL (soit une 

ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�ƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞ�ĚĞ�ϭ͕Ϯϱ�ђŐ�ͬ�ŵ>Ϳ�Ğƚ�ƵŶ�ƉůĂƐŵĂ�ɸϯͬɸϯ�ĚĞ�ĐŽŶcentration en Apo E mesurée à 

43 ђg / mL (soit une concentration peptidique de 1,15 ђg / mL). Les concentrations estimées en 

apolipoprotéine E4 sont alors de 0 ; 6,66 ; 13,3 ; 20,0 ; 26,6 ; 33,3 et 46,6 ђg / mL pour les étalons et 

de 7,99 ; 24,0 et 39,9 ђg / mL pour les QC. Après mélange des deux plasmas, chaque échantillon 

(volume initial = 100 ђL) est digéré comme décrit précédemment. Ensuite, 100 ђL d’étalons sont 

alors ajoutés de façon à obtenir une concentration de 37,1 ђg / mL pour l’Apo E et 61,2 ђg / mL pour 

l’Apo E4. Enfin, chaque échantillon est oxydé puis extrait sur phase solide selon les protocoles des 

paragraphes II.2.2) et II.2.3). 

 

 

II.5) Mise en place d’un échantillon de référence 

 

200 ђL de plasma ont été prélevés à partir de 40 tubes issus de patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer et ont été rassemblés afin de constituer un mélange de référence. Parmi ces 40 

individus, un patient possède le génotype ɸϮͬɸϯ͕�ƵŶ�ĂƵƚƌĞ�ĞƐƚ�ɸϮͬɸϰ͕�ƋƵŝŶǌĞ�ƐŽŶƚ�ɸϯͬɸϯ͕�ƋƵŝŶǌĞ�ƐŽŶƚ�
ɸϯͬɸϰ͕� ĐŝŶƋ� ƐŽŶƚ�ɸϰͬɸϰ�Ğƚ� ƚƌŽŝƐ� ƐŽŶƚ� ŝŶĐŽŶŶƵƐ� ;ĚĞƵǆ�ŶĞ�ƉŽƐƐèdent pas l’all èle ɸϰ�Ğƚ� ůĞ� ƚƌŽŝƐŝème en 

possède un). Lors de chaque dosage des échantillons inconnus, 3 tubes de 100 ђL de cet échantillon 

de référence sont préparés selon le protocole du paragraphe II.2). 

 

II.6) Dosage par ELISA 

 

Une gamme d’Apo E et d’Apo E4 a été réalisée selon les instructions du fournisseur par 

reconstitution des protéines lyophilisées dans 100 ђL d’eau afin d’obtenir une concentration de 

10 ђg / mL d’Apo E4 et de 20 ђg / mL d’Apo E. cette solution a été diluée par dix puis plusieurs fois 

par deux dans la solution de dilution fournie avec le kit afin d’obtenir les concentrations de 1000 ; 

500 ; 250 ; 125 ; 62,5 ; 31,25 et 15,625 ng / mL pour l’Apo E4 et de 2000 ; 1000 ; 500 ; 250 ; 125 ; 

62,5 ; 31,25 ng / mL pour l’Apo E. Un point à 0 ng / mL a été réalisé en prenant seulement le solvant 

de dilution. 

Le plasma (échantillon de référence préparé au paragraphe précédent et neuf échantillons inconnus) 

a été dilué successivement par 20 puis par 30 dans le solvant de dilution du kit. 100 ђL de cette 

solution de plasma dilué (ou 100 ђL d’étalon) ont été déposés dans chaque puits et la plaque a été 

incubée pendant 60 minutes à température ambiante. Ensuite, chaque puits a été aspiré et lavé cinq 

fois avec 300 ђL de solution de lavage par un laveur de microplaques à bandes (modèle ELx50 de 

Biotek Instrument, Colmar, France). 100 ђL de solution d’anticorps (anti Apo E ou anti Apo E4) ont 
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ensuite été déposés dans chaque puits. La plaque a été à nouveau incubée pendant 60 minutes à 

température ambiante puis lavée par cinq fois 300 ђL de solution de lavage. 100 ђL de substrat de 

l’enzyme ont alors été ajoutés et la réaction s’est déroulée pendant 30 minutes à température 

ambiante. Enfin, 100 ђL de solution d’arrêt ont été ajoutés et l’absorbance a été lue par un lecteur de 

plaques Opsys MR de Dynex Technologies (Chantilly, VA, USA) à 620 nm pour déterminer le bruit et à 

450 nm pour déterminer la concentration d’Apo E et d’Apo E4. 

 

III) Résultats et discussion 

III.1) Sélection des transitions SRM spécifiques à l’Apolipoprotéine E totale et à 

l’Apolipoprotéine E4 

 

L’Apolipoprotéine E (Apo E) est une protéine de 36 kDa dont la digestion par la trypsine génère 

potentiellement 48 peptides (cf. annexe A pour la liste complète de ces peptides). 

L’apolipoprotéine E étant une protéine assez concentrée (plusieurs dizaines de ђg / mL dans le 

plasma), plusieurs équipes ont déjà recherché les peptides protéotypiques donnant la meilleure 

réponse en masse ce qui facilite considérablement le choix du peptide rapporteur20, 81, 239. Ainsi, le 

peptide de séquence LGPLVEQGR est ressorti comme étant un très bon candidat pour la 

quantification de l’Apo E totale par LC-MS/MS et a donc été réutilisé ici. Quant à l’Apo E4, le choix est 

encore plus rapide puisqu’un seul peptide est spécifique comme le montre la Figure 50 page 136. Ce 

peptide a pour séquence LGADMEDVR. Les transitions SRM ont été choisies après optimisation par 

infusion des peptides synthétiques. Sauf indication contraire, les transitions suivantes ont été 

utilisées par la suite : 

Tableau 9 : Liste des transitions SRM utilisées pour les peptides protéotypiques de l’Apolipoprotéine E totale et de 

l’Apolipoprotéine E4. 

Q1 Q3 Fragment Peptide 

484,8 701,4 y6 

LGPLVEQGR 484,8 588,3 y5 

484,8 489,2 y4 

487,8 707,4 y6 

LGPLV*EQGR 487,8 594,3 y5 

487,8 489,2 y4 

503,3 389,3 y3 
LGADMEDVR 

503,3 518,3 y4 

506,3 395,3 y3 
LGADMEDV*R 

506,3 524,3 y4 

511,3 908,4 y8 
LGADM(ox)EDVR 

511,3 844,4 y8-64 

514,3 914,4 y8 
LGADM(ox)EDV*R 

514,3 850,4 y8-64 
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Dans ce tableau, le peptide protéotypique de l’Apo E4 oxydé sur la méthionine est noté 

LGADM(ox)EDVR. Bien que l’oxydation des méthionines soit décrite comme un phénomène fréquent, 

nous avons d’abord voulu évaluer l’étendue de cette oxydation aussi bien sur les peptides 

synthétiques que sur les peptides endogènes. 

 

III.2) Mise en évidence de l’oxydation naturelle de la méthionine 

 

Dans un premier temps, les peptides synthétiques ont été étudiés. Pour illustrer la rapidité de 

l’oxydation, une solution de peptide LGADMEDVR à 1 ђg / mL fraîchement préparée dans de l’eau 

contenant 5% d’acétonitrile et 0,5% d’acide formique a été analysée. Cette composition de solvant et 

cette concentration peptidique de 1 ђg / mL correspondent à celles qui ont été utilisées lors du 

stockage des étalons marqués pour les dosages présentés ultérieurement. Immédiatement après 

injection, la solution a été stockée à – 20°C jusqu’au lendemain où elle a été réinjectée dans les 

mêmes conditions. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 51 : 
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Figure 51 : Chromatogrammes reconstruits du peptide synthétique de séquence LGADMEDVR non oxydé (A, C) et oxydé 

(B, D). La séparation a été réalisée sur une colonne Zorbax Eclipse plus C18 d'Agilent Technologies (Waldbronn, 

Allemagne) ayant des particules de 1,8 ђm et de dimension 2,1 x 50 mm. L’élution a été réalisée à 600 ђL / min avec un 

gradient linéaire de 5 à 20% d’ACN contenant 0,1% d’acide formique en 1,5 min. 

LGADMEDVR LGADM(ox)EDVR

A) t = 0 h

C) t = 24 h

B) t = 0 h

D) t = 24 h
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Le premier jour (soit environ une heure après la mise en solution du peptide), l’aire de la forme non 

oxydée est de 3,10.104 (cf. Figure 51 A) et celle de la forme mono oxydée est de 106 (cf. Figure 51 B). 

La forme mono oxydée est donc négligeable puisqu’elle représente 0,34% de la forme non oxydée. 

Après 24h de congélation, l’aire de l’espèce non oxydée est de 3,05.104 (cf. Figure 51 C).  En revanche 

l’espèce mono oxydée est sept fois plus abondante puisque son aire vaut 729 (cf. Figure 51 D). Le 

peptide mono oxydé reste très faible par rapport au non oxydé mais commence à devenir non 

négligeable. En effet, il représente environ 2,4% du peptide non oxydé. Ces pourcentages illustrent 

seulement que ce peptide peut s’oxyder et que cette oxydation se produit rapidement. Ils ne 

représentent pas la fraction réelle de peptide oxydé puisque les valeurs présentées correspondent 

aux rapports d’aires des deux transitions SRM de la Figure 51 et que le facteur de réponse de ces 

deux formes n’est très probablement pas le même. 

Puisque la solution contenant le peptide est un mélange d’eau et d’acide formique, une autre 

expérience a été réalisée afin d’étudier l’influence de cet acide sur la quantité de peptide oxydé. 

Deux pesées de peptide ont donc été effectuées et le volume de solvant a été ajusté de façon à 

obtenir des concentrations peptidiques identiques dans les deux solutions. La première a été 

solubilisée et diluée dans 0,5% d’acide formique alors que la seconde a subi les mêmes dilutions mais 

sans acide formique. Ces deux échantillons ont été injectés trois fois chacun immédiatement après la 

dernière dilution. Le ratio de la forme mono oxydée sur la forme non oxydée est de 0,41% (CV = 31%) 

en présence d’acide formique et de 0,72 % (CV = 57%) sans acide. Les coefficients de variations aussi 

élevés sont liés au fait que le signal de la forme mono oxydée est très faible et donc peu répétable. Il 

faut noter que ce signal n’augmente pas d’une injection à l’autre ce qui traduirait une oxydation de 

l’échantillon entre deux injections. Après analyse, les échantillons ont été congelés à – 20°C jusqu’au 

lendemain où ils ont été réinjectés dans les mêmes conditions. Dans ce cas, le ratio de la forme mono 

oxydée sur la forme non oxydée est de 2,1% en présence d’acide formique (CV = 13%) et de 1,4% 

sans acide (CV = 12%). On peut remarquer que cette oxydation du peptide de synthèse semble 

répétable puisque les ratios des aires des transitions SRM en présence d’acide formique avant et 

après décongélation sont du même ordre de grandeur que ceux obtenus la première fois (0,41% dans 

cette expérience et 0,34% dans la première expérience (cf. Figure 51) avant congélation ; 2,1 et 2,4% 

respectivement dans la seconde et dans la première expérience après décongélation). Avec ou sans 

acide formique dans la solution de stockage, la proportion de la forme mono oxydée a augmenté 

après décongélation des solutions. Cette augmentation est plus importante lorsque la solution 

contient de l’acide formique. Une solution pour limiter l’oxydation des étalons serait donc de les 

stocker dans un solvant ne contenant pas d’acide. Ceci permettrait seulement de limiter l’oxydation 

mais ne l’empêcherait pas puisque même sans acide, la quantité de peptide oxydé a augmenté. Cette 

oxydation est donc également engendrée par une autre molécule que l’acide formique. Le dioxygène 

dissout naturellement dans les solvants pourrait en être la cause. Afin de vérifier cette hypothèse, il 

faudrait par exemple stocker toutes les solutions en remplaçant l’air des tubes par de l’azote ou de 

l’argon. Ceci n’empêchera cependant pas l’oxydation du peptide issu de l’Apo E4 endogène. 

Quelle qu’en soit la raison, cette oxydation des peptides synthétiques peut être évitée en préparant 

pour chaque analyse une solution fraîche d’étalons mais le coût de l’analyse serait alors beaucoup 

plus élevé. 
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Puisque les méthionines s’oxydent sur le peptide de synthèse et que cette oxydation intervient assez 

rapidement, nous avons donc cherché à évaluer l’étendue de l’oxydation de cette méthionine dans le 

plasma sur le peptide issu de l’Apo E4 endogène. En effet, une oxydation variable pourrait être 

rencontrée suite à des temps de préparation des plasmas (collecte, centrifugation et congélation) 

variables d’un individu à l’autre si le protocole de collecte n’est pas uniforme et parfaitement 

contrôlé. 

Pour illustrer l’oxydation naturelle du peptide endogène, huit plasmas ont été digérés et analysés 

sans ajouter le réactif d’oxydation. Les chromatogrammes obtenus sont présentés sur la Figure 52 : 
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Figure 52 : Chromatogrammes reconstruits des formes non oxydées (endogène en vert, étalon en gris) et mono oxydées 

(endogène en bleu et étalon en rouge) du peptide séquence LGADMEDVR issu de plasma ɸϯͬɸϰ avec les spectres MS² 

correspondants (spectre de la forme mono oxydée endogène en haut et de la non oxydée en bas). 
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Sur chaque chromatogramme, une seule transition SRM par espèce (peptide endogène et étalon 

marqué, avec zéro ou une oxydation) est représentée. Le temps de rétention de la forme non oxydée 

est de 8,2 min. Afin de confirmer la présence de ce peptide, un spectre de fragmentation de l’ion 

précurseur doublement chargé (m/z = 503,3) a été réalisé (en bas de la Figure 52). Toute la série 

d’ions y est identifiée sans ambiguïté ce qui confirme la présence du peptide non oxydé. De même, le 

peptide mono oxydé est élué à 5,1min et son spectre de fragmentation (m/z = 511,3 pour le 

précurseur doublement chargé) est présenté en haut de la Figure 52. Le peptide étant assez 

faiblement concentré, les ions caractéristiques du peptide mono oxydé sont peu intenses mais 

permettent tout de même d’identifier le peptide. De plus, les rapports d’intensité entre les 

fragments sont similaires ce qui laisse supposer que la présence d’un atome d’oxygène sur la chaîne 

latérale de la méthionine ne va pas modifier la probabilité du proton mobile à venir au niveau de la 

liaison peptidique pour induire la fragmentation du peptide. Ainsi, la probabilité d’obtenir le 

fragment y8 est la même sur le peptide non oxydé que sur le mono oxydé. En revanche, une perte de 

la chaîne latérale de la méthionine est observée ce qui génère des fragments y avec une perte de 

64 Da. C’est le cas de l’ion à m/z = 844,4 qui est le fragment y8 ayant perdu la chaîne latérale de la 

méthionine. 

�Ƶ� ƚŽƚĂů͕� ϲϴƐ� ƉůĂƐŵĂ� ɸϯͬɸϰ� ŽŶƚ�été analysés (27 issus d’individus témoins et 41 issus de patients 

atteints de la maladie d’Alzheimer) dans le but de déterminer l’étendue de  l’oxydation naturelle 

du peptide LGADMEDVR, protéotypique de l’Apo E4. Les résultats obtenus sont présentés sur la 

Figure 53 : 

 

Figure 53 : Oxydation naturelle du peptide protéotypique de l’apolipoprotéine E4 dans le plasma (n = 68). 

Les valeurs données dans la Figure 53 correspondent au rapport entre l’aire de la transition SRM 

511,3 / 908,4 (fragment y8 du peptide mono oxydé) sur l’aire de la transition SRM 503,3 / 892,4 

(fragment y8 du peptide non oxydé) et sont exprimées en pourcentages. Cette représentation part du 

principe que le facteur de réponse entre la forme non oxydée et la forme mono oxydée est le même, 

c’est-à-dire que le rendement d’ionisation en tenant compte de l’effet matrice soit le même ce qui 

n’est très certainement pas le cas puisque les temps de rétention de ces deux formes sont différents 

(tr = 5,1 min pour la forme oxydée et tr = 8,2 min pour la forme non oxydée). Elle suppose également 
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que l’efficacité de fragmentation des deux espèces soit la même. La valeur numérique donnée n’est 

donc très probablement pas exacte mais il est certain que cette valeur est différente de zéro. De 

plus, elle illustre l’hétérogénéité de l’oxydation naturelle qui peut être rencontrée dans différents 

plasmas. En effet, l’oxydation varie de 0 à 10% avec une moyenne de 4,8%. Cette hétérogénéité est 

donc une source d’erreur lors d’un dosage éventuel de ce peptide et donc de la protéine. 

Cette oxydation peut être présente dans le plasma de départ (soit in vivo, soit lors de sa collecte ou 

de sa conservation) mais peut également être provoquée lors de la préparation de l’échantillon. Afin 

de vérifier l’impact de la préparation (dénaturation, digestion enzymatique et extraction), du plasma 

a été digéré de façon classique ou en présence d’un mélange anti-oxydant. Ce mélange est composé 

de 10 mM d’ascorbate de sodium et de 10 mM de tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) et a été 

précédemment utilisé afin de stabiliser une solution contenant de la méthionine246. Trois conditions 

ont été testées : (i) conditions habituelles (digestion enzymatique, ajout des étalons et extraction), 

(ii) digestion du plasma en présence des étalons marqués et (iii) digestion du plasma en présence des 

étalons et de l’anti-oxydant. Pour chaque condition, trois échantillons ont été préparés. Dans un 

premier temps, nous avons d’abord voulu vérifier si les taux mesurés d’Apo E totale et d’Apo E4 

étaient les mêmes avec ces trois protocoles. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 54 : 

 

Figure 54 : Quantification de l’Apo E et de l’Apo E4 dans le plasma digéré avec ou sans anti-oxydant. 

 

La comparaison entre les conditions (ii) et (i) (i.e. la différence de résultat liée au fait d’ajouter les 

étalons internes respectivement avant  ou après digestion enzymatique) montre que le fait de 

digérer l’échantillon en présence des étalons engendre une légère surestimation des taux 

d’apolipoprotéine E et E4 par rapport aux conditions classiques. Ceci peut être lié à une perte de 

l’étalon (suite à une modification chimique et / ou à une dégradation) lors de la digestion 

enzymatique comme cela a déjà été décrit202. 

La comparaison entre les conditions (iii) et (ii) (i.e. la différence de résultat liée au fait de digérer les 

échantillons respectivement avec ou sans l’anti-oxydant) montre que le taux d’Apo E mesuré ne 

représente que 60% de celui mesuré lors de la digestion sans anti-oxydant et le peptide spécifique de 

l’Apo E4 n’est plus détecté. Deux hypothèses peuvent alors être émises : la dénaturation des 
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protéines est moins efficace lors de l’utilisation de l’anti-oxydant ce qui va empêcher l’accès de la 

trypsine aux sites de clivage de l’Apo E ou alors, ce mélange a engendré une inhibition de la trypsine. 

La réponse pourrait être apportée en faisant une expérience au cours de laquelle deux échantillons 

sont préparés : le premier est préparé dans les conditions (iii) présentées ci-dessus. Le second 

échantillon doit être dénaturé selon le protocole classique avec du DTT puis alkylé par l’IAM. A l’issue 

de l’alkylation, le mélange anti-oxydant doit alors être ajouté. Si ces deux échantillons conduisent au 

même résultat, le faible taux d’Apo E mesuré est dû à une inhibition de la trypsine par le mélange 

anti-oxydant. En revanche, si le second échantillon donne des résultats similaires à ceux obtenus 

dans les conditions (ii), cela signifie que le mélange anti-oxydant n’a pas permis une dénaturation 

suffisante de l’Apo E afin que cette dernière puisse être digérée par la trypsine. L’objectif de l’étude 

n’étant pas de déterminer les causes du mauvais rendement de digestion observé dans les conditions 

(iii) mais de vérifier si les conditions utilisées habituellement génèrent une oxydation des 

méthionines, cette expérience n’a pas été réalisée. 

Le taux d’Apo E4 n’a pas pu être mesuré lorsque la digestion est réalisée en présence du mélange 

anti-oxydant. Par conséquent, il est difficile de déterminer si le protocole de digestion enzymatique 

engendre une oxydation de la méthionine du peptide spécifique de l’Apo E4. L’influence de ce 

protocole a donc été étudiée par la suite uniquement sur le peptide marqué LGADMEDV*R et les 

résultats sont reportés sur la Figure 55. Comme précédemment, pour chaque condition, trois 

échantillons ont été préparés : 

 

Figure 55 : Oxydation naturelle du peptide LGADMEDV*R lors de la digestion du plasma avec ou sans anti-oxydant. 
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Les conditions (i), (ii) et (iii) sont les mêmes que celles présentées sur la Figure 54. Dans les séries (iv) 

et (v), les étalons ont subi les mêmes cycles de température que le plasma lors de la digestion mais 

les réactifs (urée, DTT, IAM, bicarbonate d’ammonium et trypsine) et le plasma, ont été remplacés 

par de l’eau en quantité identique. Ensuite, les étalons ont subi les cycles habituels de température 

(60°C pendant 40 min, puis 40 min à température ambiante et 16h à 37°C). En revanche, pour la 

dernière série (condition (v)), le TCEP et l’ascorbate n’ont pas été remplacés par de l’eau. 

Dans la première série (disques bleus), l’oxydation mesurée pour l’étalon est de 3,36 ± 0,06 % (valeur 

moyenne obtenue pour trois répétitions). Dans la deuxième série (carrés rouges), cette valeur vaut 

4,13 ± 0,34 %. La dénaturation et / ou la digestion des échantillons s’accompagne donc d’une légère 

oxydation du peptide LGADMEDV*R de 0,77%. Cette suroxydation est donc assez faible par rapport 

aux valeurs mesurées dans les 68 plasmas (cf. Figure 53). Ces étapes de dénaturation et / ou 

digestion n’expliquent donc pas l’oxydation moyenne de 4,8% rencontrée dans les 68 plasmas. Les 

plasmas sont donc probablement oxydés naturellement avant le début de la dénaturation des 

échantillons. 

Lorsque la digestion du plasma est réalisée en présence de TCEP et d’ascorbate (cf. condition (iii)), 

l’oxydation de ce peptide n’est plus que de 2,40 ± 0,17%. Cette valeur numérique peut être biaisée 

par le fait que dans ce cas, l’effet matrice subi par les formes mono et non oxydées soit différent car 

la digestion enzymatique n’est pas totale. En effet, le temps de rétention de la forme mono oxydée 

passe de 4,9 min (CV = 2,9%) à 5,2 min (CV = 1,4%). De plus, la digestion étant incomplète, de 

nouveaux peptides sont générés et peuvent être coélués avec les peptides LGADMEDV*R et 

LGADM(ox)EDV*R. 

Lorsque les cycles habituels de température sont appliqués sur les étalons en l’absence de matrice 

(cf. condition (iv)), une oxydation importante est observée (10,7 ± 1,2%). En revanche, lorsque ces 

cycles de température sont appliqués sur les étalons en l’absence de matrice mais en présence de 

TCEP et d’ascorbate (cf. condition (v)), l’oxydation de l’étalon ne vaut plus que 2,00 ± 0,34%. 

Cette figure montre que les conditions de digestion utilisées classiquement génèrent une oxydation 

de l’échantillon et que cette oxydation peut être inhibée par des réactifs comme le TCEP et 

l’ascorbate. En revanche dans le plasma, l’oxydation du peptide LGADMEDV*R est très faiblement 

amplifiée sans ajout d’anti-oxydants ce qui suggère l’existence d’autres anti-oxydants présents 

naturellement dans le plasma. L’hétérogénéité d’oxydation naturelle mesurée précédemment (cf. 

Figure 53) peut donc être considérée comme une hétérogénéité présente initialement dans 

l’échantillon et non comme un biais ajouté lors de la préparation de l’échantillon. 

L’oxydation générée par le protocole de digestion des échantillons est donc bien maîtrisée et 

répétable (cf. Figure 55) puisque le coefficient de variation sur le pourcentage d’étalon oxydé est de 

seulement 1,7%. Ne pas s’occuper de cette oxydation ne semble donc pas introduire de biais dans le 

dosage si on veut seulement comparer deux conditions (taux d’Apo E chez les patients atteints de la 

maladie d’Alzheimer et témoins). En revanche, on ne maîtrise pas toutes les étapes situées en amont 

de la digestion enzymatique (oxydation naturelle au sein de l’organisme et oxydation éventuellement 

induite par la collecte et le stockage du plasma). La Figure 53 page 148 montre que cette oxydation 

est très variable d’un individu à un autre et ne peut donc plus être négligée sous peine de fausser les 

conclusions de l’étude. Afin de s’affranchir de ce biais que nous ne pouvons pas maîtriser, nous avons 



Chapitre III : Dosage d’une protéine plasmatique humaine via un peptide contenant une méthionine 

152 

 

développé un protocole d’oxydation totale de la méthionine. Le fait d’oxyder totalement les 

méthionines doit donc permettre de réaliser un dosage répétable quel que soit leur taux d’oxydation 

initial. 

III.3) Développement de l’oxydation totale de la méthionine 

III.3.1) Choix du réactif 

 

Afin de réaliser l’oxydation totale de la méthionine, différents réactifs ont été testés. Le réactif le plus 

courant est le peroxyde d’hydrogène. Il peut être utilisé à 4°C pendant plusieurs heures247 ou à 

température ambiante pendant environ 30 minutes243, 248-253. Les premiers essais ont donc été 

réalisés avec du peroxyde d’hydrogène (H2O2). Une solution de peptide LGADMEDV*R (noté M4) a 

été incubée pendant 30 minutes à température ambiante avec 3% d’H2O2. Le spectre de masse de la 

solution peptidique a été réalisé immédiatement après et comparé à celui issu du peptide en solution 

dans l’eau acidifiée n’ayant pas subi l’oxydation : 

Figure 56 : Spectres de masse du peptide LGADMEDV*R dans l’eau acidifiée (A) ou après réaction pendant 30 min à 

température ambiante avec 3% de peroxyde d’hydrogène (B). 

La Figure 56 A) montre une nouvelle fois la présence du peptide synthétique mono oxydé 

(m/z = 514,3) dans la solution non oxydée de peptide (m/z = 506,2). Quelques fragments produits en 

source sont également obtenus (fragments y6, y7 et y8). Après réaction avec 3% d’H2O2 pendant 

30 minutes (cf. Figure 56 B), l’espèce non oxydée disparaît mais il se forme un mélange entre les 

peptides mono (m/z = 514,3) et doublement oxydés (m/z = 522,2). De même, quelques fragments 

sont produits en source. De telles conditions ne permettent donc pas de réaliser une quantification 

sur ce peptide puisque le problème est simplement déplacé : il y a un mélange entre les formes 

mono et doublement oxydées au lieu d’un mélange entre le peptide non oxydé et son homologue 

mono oxydé. De plus, le ratio entre les formes mono et doublement oxydées est très probablement 

dépendant de la quantité d’espèce mono oxydée présente initialement en solution. Ce ratio va donc 

toujours varier en fonction de l’état d’oxydation initiale de l’échantillon. Le biais sur le taux d’Apo E4 

mesuré sera donc toujours présent et variable. 
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Cette réaction d’oxydation n’affecte pas uniquement notre peptide d’intérêt : elle va également se 

produire sur tous les peptides oxydables présents dans l’échantillon. Parmi ces peptides, d’autres 

pourraient s’avérer intéressants. Par exemple, si on souhaite également quantifier l’Apo E2, nous 

avons vu sur la Figure 50 page 136 que le seul peptide spécifique de cet isoforme a pour séquence 

CLAVYQAGAR. Ce peptide contient donc deux résidus susceptibles d’être oxydés : la cystéine et la 

tyrosine. La même expérience a donc été réalisée sur le peptide marqué de séquence 

C(Cam)LAV*YQAGAR (noté M2). Ce peptide ayant été alkylé par de l’iodoacétamide, on utilise la 

terminologie C(Cam) pour désigner la cystéine. Les spectres de masse sont présentés sur la Figure 

57 : 

 

Figure 57 : Spectres de masse du peptide C(Cam)LAV*YQAGAR dans l’eau acidifiée (A) ou après réaction pendant 30 min 

à température ambiante avec 3% de peroxyde d’hydrogène (B). 

 

Le spectre de la Figure 57 A) permet de distinguer l’ion parent doublement chargé (m/z = 557,8) ainsi 

que quelques fragments de la série d’ions y. En revanche, après réaction avec le peroxyde 

d’hydrogène (cf. partie B), aucun ion caractéristique du peptide M2 n’a pu être identifié. L’utilisation 

de peroxyde d’hydrogène conduit donc à la disparition de ce peptide et à de multiples sous produits 

puisqu’aucune espèce majoritaire n’a été détectée (même en dessous de 450 Da). Il apparaît donc 

qu’il va être difficile de doser simultanément l’Apo E2 et l’Apo E4. Notre étude se focalisant plutôt 

sur l’Apo E4, les produits formés n’ont pas été recherchés. L’étude s’est plutôt consacrée en la 

modification de certains paramètres afin d’aboutir à une seule espèce lors de l’oxydation du peptide 

contenant une méthionine. 

Toutes les études citées précédemment utilisent le peroxyde d’hydrogène comme réactif d’oxydation 

et observent la formation de l’espèce mono oxydée sur la méthionine comme c’est le cas ici. En 

revanche, il est rarement fait mention de l’espèce doublement oxydée.  

Jaquinod et al. ont cependant rapporté que l’utilisation d’une quantité plus importante d’H2O2 (7%) 

sur des protéines issues d’une séparation par SDS-PAGE permettait d’aboutir à une double oxydation 

de la méthionine au bout de seulement 15 minutes de réaction244. Une réaction dans 7% d’H2O2 à 0°C 

a donc ensuite été réalisée afin de voir si l’oxydation du peptide contenant la méthionine pouvait 

être totale : 
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Figure 58 : Spectre de masse du peptide LGADMEDV*R après réaction pendant 20h à 0°C avec 7% de peroxyde 

d’hydrogène. 

 

La Figure 58 montre à nouveau un mélange entre les formes mono et doublement oxydées. On peut 

toutefois remarquer que le ratio entre ces deux formes est déplacé vers l’espèce doublement 

oxydée. En effet, dans ces nouvelles conditions, l’espèce mono oxydée ne représente plus que 30 % 

de la doublement oxydée alors qu’elle représentait 50 % de cette espèce dans les conditions utilisant 

seulement 3 % d’H202 (cf. Figure 56 B).  

Quelles que soient les conditions opératoires, les résultats obtenus avec le peroxyde d’hydrogène 

n’ont pas permis d’obtenir une oxydation totale vers une seule espèce. Il a donc été nécessaire 

d’évaluer un autre réactif. Plusieurs auteurs ont montré que l’utilisation de peracide permettait une 

conversion totale des méthionines en méthionines sulfones (espèce doublement oxydée)254-257. Ces 

protocoles emploient généralement 3% d’acide performique pendant une durée inférieure à 4h et à 

température ambiante. De l’acide performique a donc été ajouté à 3% (v / v) et la réaction s’est 

déroulée une nouvelle fois à température ambiante pendant 4h : 

 

Figure 59 : Spectre de masse du peptide LGADMEDV*R après réaction pendant  4h à température ambiante avec 3% 

d’acide performique.  

 

Comme le montre la Figure 59, dans ces conditions, une double oxydation totale sur la méthionine 

de ce peptide est obtenue. Comme précédemment, on retrouve également quelques fragments 
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produits en source. Des essais d’oxydation du peptide de séquence C(Cam)LAV*YQAGAR ont ensuite 

été réalisés avec de l’acide performique. Puisqu’il a été montré que l’acide performique peut causer 

d’autres modifications chimiques que l’oxydation souhaitée (élimination du groupement thiol de la 

cystéine, coupure après une asparagine ou un tryptophane, formylation des lysines, thréonines et 

sérines, oxydation des tyrosines ou chloration de ces dernières)258, la concentration de réactif ainsi 

que la température de réaction ont été abaissées afin de limiter ces réactions collatérales. La 

quantité de réactif a donc été ajustée à 1% (v / v) et la réaction s’est déroulée pendant 20h à 0°C : 

 

Figure 60 : Spectre de masse du peptide C(Cam)LAV*YQAGAR après réaction pendant 20h à 0°C avec 1% d’acide 

performique. 

 

Comme avec le peroxyde d’hydrogène (cf. Figure 57 B), l’oxydation par de l’acide performique ne 

permet pas d’identifier un ion caractéristique de ce peptide et aucune forme majoritaire n’a pu 

être détectée. Il apparaît évident que l’un des acides aminés de ce peptide réagit avec l’oxydant. 

Parmi ces acides aminés, la tyrosine est celui qui semble le plus enclin à être modifié. En effet, la 

chaîne latérale de cet acide aminé comporte un groupement aromatique contenant une fonction 

alcool. Sous l’effet d’un oxydant comme le peroxyde d’hydrogène ou l’acide performique, la tyrosine 

perd probablement un radical hydrogène pour former un radical tyrosyl qui va soit réagir avec un 

autre radical259 soit se décomposer de manière successive par rupture homolytique de façon à 

donner de multiples sous produits. Ce dernier phénomène expliquerait pourquoi aucun ion 

caractéristique du peptide spécifique de l’Apo E2 n’a été détecté. De plus, il a déjà été rapporté que 

les tyrosines pouvaient être modifiées lors de réactions d’oxydation et que l’ajout de phénol 

permettait de protéger cet acide aminé260. La même expérience a alors été réalisée en ajoutant 0,5% 

de phénol (m / v) dans le mélange réactionnel : 
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Figure 61 : Spectre de masse du peptide C(Cam)LAV*YQAGAR après réaction pendant 20h à 0°C avec 1% d’acide 

performique contenant 0,5% de phénol. 

 

L’ajout de phénol permet de détecter le peptide spécifique de l’Apo E2 avec zéro (m/z = 557,8), un 

(m/z = 565,8) ou deux (m/z = 573,8) atomes d’oxygène sur la cystéine. En présence de phénol, les 

radicaux libres présents en solution vont donc probablement réagir principalement sur le phénol qui 

est présent en plus grande quantité que le peptide C(Cam)LAV*YQAGAR ce qui va permettre de 

protéger la chaîne latérale de la tyrosine de ce peptide et ainsi permettre sa détection. Le rapport 

signal sur bruit étant relativement faible par rapport à celui observé sur la Figure 57-A page153, il est 

probable que la protection de la chaîne latérale ne soit pas totale. De plus, l’action de l’acide 

performique conduit à une oxydation non totale de la cystéine avec un mélange entre des formes 

présentant trois états d’oxydation. Encore une fois, il apparaît donc difficile d’envisager la 

quantification simultanée de l’Apo E4 et de l’Apo E2. Des essais plus poussés permettant d’aboutir à 

une seule espèce pour le peptide spécifique de l’Apo E2 n’ont pas été réalisés puisque ce peptide est 

moins intéressant pour notre étude. 

Afin de vérifier que dans ces nouvelles conditions, la méthionine du peptide spécifique de l’Apo E4 

soit totalement oxydée deux fois et que le peptide commun ne soit pas modifié, les peptides de 

séquence LGADMEDV*R et LGPLV*EQGR ont également été oxydés par 1% d’acide performique 

(v / v) en présence de 0,5% de phénol (m / v) à 0°C : 

 

Figure 62 : Spectres de masse des peptides LGADMEDV*R (A) et LGPLV*EQGR (B) après réaction pendant 20h à 0°C avec 

1% d’acide performique contenant 0,5% de phénol. 
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La partie A de la Figure 62 montre que la présence de phénol n’empêche pas d’aboutir à une double 

oxydation totale de la méthionine du peptide LGADMEDV*R qui est spécifique de l’Apo E4 alors que 

la partie B montre que le peptide commun aux trois isoformes n’est pas modifié par ces conditions 

d’oxydation. De plus, aucun produit secondaire n’a été identifié. Ces expériences confirment donc les 

résultats obtenus dans les travaux cités précédemment dans lesquels un peracide était capable 

d’oxyder totalement les méthionines en méthionines sulfones. Ces expériences ont été réalisées 

dans un milieu réactionnel très simple : de l’eau avec seulement les peptides marqués d’intérêt. 

L’étape suivante va donc être d’une part de vérifier si une double oxydation totale est toujours 

obtenue lorsque les peptides sont présents dans une matrice complexe telle que du sérum et d’autre 

part de définir la durée nécessaire pour que l’oxydation soit totale dans cette matrice complexe.  

 

III.3.2) Optimisation de la durée de réaction 

 

La méthode finale doit permettre de doser l’Apo E et l’Apo E4 dans du plasma. Dans un premier 

temps, l’optimisation du temps d’oxydation a été réalisée sur du sérum car cette matrice est assez 

proche du plasma et était la seule disponible au laboratoire. Dans un second temps, les résultats 

seront confirmés dans du plasma. 

Le mélange contenant 1% d’acide performique (v / v) et 0,5% de phénol (m / v) a donc été ajouté à 

du sérum digéré (volume initial de 100 ђL) contenant les étalons suivants à une concentration 

équivalent à 1,2 mg d’Apo E par mL de sérum : LGPLV*EQGR (peptide commun aux trois isoformes), 

LGADMEDV*R (peptide spécifique de l’Apo E4), LGADMEDV*C(Cam)GR (peptide commun aux Apo E2 

et E3) et C(Cam)LAV*YQAGAR (peptide spécifique de l’Apo E2). Une concentration aussi élevée de 

peptide a été utilisée afin de pouvoir détecter les peptides modifiés même lorsque le rendement de 

la réaction est faible. En effet, pour réaliser cette cinétique sans se soucier du temps que prendrait 

une extraction sur phase solide, cette extraction n’a pas été réalisée. Par conséquent, les peptides 

sont dans un mélange fortement dilué. Une concentration plus importante de ces peptides est donc 

nécessaire pour permettre leur détection. Après ajout des étalons, le mélange a donc été 

immédiatement mis dans un tube placé sur le portoir de l’injecteur dont la température a été fixée à 

4°C. Au bout de 0, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 et 45 heures, 20 ђL de sérum ont été 

injectés et l’aire de chaque forme (contenant 0, 1 ou 2 oxygènes sur la méthionine et sur la cystéine) 

a été mesurée : 
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Figure 63 : Cinétique d’oxydation des peptides LGADMEDV* R et LGPLV*EQGR (A), C(Cam)LAV*YQAGAR (B) et 

LGADMEDV*C(Cam)GR (C) par de l’acide performique contenant du phénol dans du sérum digéré. 
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La Figure 63-A) montre que l’aire du peptide de séquence LGPLV*EQGR (peptide commun aux trois 

isoformes) ne varie pas même après 45h de réaction. Ce résultat était attendu puisque ce peptide ne 

contient aucun acide aminé susceptible d’être oxydé. En ce qui concerne le peptide de séquence 

LGADMEDV*R (spécifique de l’Apo E4), la forme non oxydée est détectée uniquement avant ajout du 

réactif. En effet, dès 2h de réaction, elle disparaît pour laisser place à un mélange entre les formes 

mono et doublement oxydées. Puis la forme mono oxydée décroît exponentiellement pour former 

l’espèce doublement oxydée. Un plateau est atteint après 20h de réaction. 

La Figure 63-B) illustre le cas d’un peptide contenant une cystéine (peptide de séquence 

C(Cam)LAV*YQAGAR, spécifique de l’Apo E2). Tout comme pour le peptide contenant une 

méthionine, la forme non oxydée disparaît dès 2h de réaction pour former l’espèce mono oxydée. 

Ensuite, cette espèce est progressivement oxydée une seconde fois mais la réaction n’est pas totale 

même après 45h. 

Enfin, la Figure 63-C) présente un peptide contenant une méthionine et une cystéine (peptide 

LGADMEDV*C(Cam)GR rencontré dans l’Apo E2 et l’Apo E3). Comme précédemment, la forme non 

oxydée (M0C0) disparaît dès 2h de réaction pour former une espèce oxydée une fois sur la 

méthionine et une fois sur la cystéine (M1C1) et également l’espèce doublement oxydée sur la 

méthionine et mono oxydée sur la cystéine (M2C1). Ensuite, le peptide M1C1 est progressivement 

oxydé en son homologue doublement oxydé sur la méthionine (M2C1). En parallèle, ce peptide M2C1 

s’oxyde à nouveau pour donner la forme doublement oxydée sur la méthionine et doublement 

oxydée sur la cystéine (M2C2). Comme pour le peptide C(Cam)LAV*YQAGAR, la seconde oxydation sur 

la cystéine n’est pas totale même après 45h de réaction alors que la double oxydation de la 

méthionine est totale. 

Le peptide spécifique de l’Apo E2 (CLAVYQAGAR) et celui présent sur les Apo E2 et Apo E3 

(LGADMEDVCGR) ne permettent donc pas d’aboutir à une double oxydation totale de la cystéine 

dans ces conditions. Or, puisque le peptide présentant un intérêt majeur dans l’étude de la maladie 

d’Alzheimer est celui de séquence LGADMEDVR (seul peptide spécifique de l’Apo E4), des essais plus 

poussés pour aboutir à une seule forme sur les deux peptides CLAVYQAGAR et LGADMEDVCGR n’ont 

pas été réalisés. Ces essais pourraient inclure en premier lieu une augmentation de la quantité de 

réactif et de la température d’oxydation. Dans un second temps, des oxydants plus forts pourraient 

être recherchés si ces conditions ne sont toujours pas suffisantes pour aboutir à une seule espèce.  

Pour la suite, une oxydation pendant 24h à 0°C a été utilisée. Des expériences supplémentaires 

auraient également pu être menées afin de diminuer ce temps de réaction et ainsi gagner une 

journée lors de la préparation des échantillons. En effet, lors du protocole actuel de préparation 

d’échantillon, la digestion enzymatique est arrêtée un matin (au deuxième jour de préparation). 

L’oxydation intervient à ce niveau et l’étape finale (qui dure environ cinq heures) est une extraction 

sur phase solide suivie d’une évaporation de l’échantillon. Ainsi, pour pouvoir réaliser l’oxydation, la 

purification et l’évaporation dans la même journée, il faudrait que l’oxydation dure environ quatre 

heures. Cette durée étant assez éloignée des 24h actuelles, le protocole présent n’a pas été modifié 

et la préparation totale (dénaturation, digestion enzymatique, oxydation, extraction et évaporation) 

est étalée sur trois jours consécutifs ce qui peut représenter un frein pour appliquer cette méthode 

lors de dosages à très haut débit sachant que lors des dosages présentés plus loin, entre quarante et 



Chapitre III : Dosage d’une protéine plasmatique humaine via un peptide contenant une méthionine 

160 

 

cinquante échantillons ont été gérés simultanément. Mettre au point une méthode à très haut débit 

n’étant pas le premier objectif ici, l’étude s’est poursuivie en conservant cette longue préparation 

d’échantillon. 

Tous les essais précédents ont été réalisés dans du sérum. Or, puisque le dosage final aura lieu dans 

du plasma, l’étape suivante a consisté à vérifier dans un échantillon de plasma contenant l’Apo E4 si 

les formes endogènes avec zéro ou une oxydation étaient détectées en utilisant le protocole 

d’oxydation décrit au paragraphe II.2.2) page 139͘�WŽƵƌ�ĐĞůĂ͕�ƵŶ�ƉůĂƐŵĂ�ɸϰͬɸϰ�Ă�été digéré deux fois, 

les étalons marqués ont été ajoutés puis un digest a été directement extrait pendant que l’autre a 

d’abord été oxydé. Les chromatogrammes obtenus sont présentés sur la figure suivante : 
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Figure 64 : Chromatogrammes reconstitués du peƉƚŝĚĞ�>'��D��sZ�ĚĂŶƐ�ĚƵ�ƉůĂƐŵĂ�ɸ4ͬɸ4 avant (A-B-C) ou après (D-E-F) 

oxydation à l’acide performique contenant du phénol. Chaque chromatogramme correspond à la  forme non oxydée (A-

D) (tr = 8.1min), mono oxydée (B-E) (tr = 4.2 min) ou doublement oxydée (C-F) (tr = 6.5 min) sur la méthionine. 
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La Figure 64-A et la Figure 64-B montrent respectivement les peptides LGADMEDVR (tr = 8,1 min) et 

LGADM(ox)EDVR (tr = 4,2 min) issus de l’Apo E4 endogène en l’absence du réactif d’oxydation. La 

forme doublement oxydée (tr = 6,5 min) est absente à l’état naturel (Figure 64-C). En revanche, après 

oxydation, les formes non oxydées (Figure 64-D) et mono oxydées (Figure 64-E) ne sont plus 

détectées. Le peptide LGADM(ox-ox)EDVR est quant à lui bien détecté à 6,5 min dans ces conditions. 

Un point de contrôle supplémentaire est apporté par les temps de rétention. En effet, le peptide 

doublement oxydé doit être élué après le peptide mono oxydé mais avant le peptide non oxydé 

comme cela a déjà été décrit255. 

Les conditions utilisées aboutissent à une double oxydation totale de la méthionine et vont donc 

permettre de quantifier le peptide protéotypique de l’apolipoprotéine E4 sans se soucier du biais 

causé par l’oxydation naturelle de la méthionine de ce peptide. L’étape suivante a consisté à vérifier 

la linéarité de la réponse des peptides sélectionnés afin de pouvoir effectuer la quantification de ces 

peptides grâce à un étalonnage à un seul point comme cela a été réalisé au chapitre précédent pour 

la vitellogénine. 

 

III.4) Linéarité de la réponse des peptides sélectionnés 

III.4.1) Conditions chromatographiques 

 

Précédemment, les essais ont été réalisés sur une colonne de dimensions 2,1 x 100 mm avec une 

taille de particules de 3,5 ђm et la durée d’analyse était de 19 minutes ce qui permet d’analyser 72 

échantillons par tranche de 24 heures (cf. paragraphe II.3) page 139 pour les détails du gradient). 

Afin d’optimiser le temps machine lors du dosage ultérieur des 711 échantillons, l’objectif fixé dans le 

choix du nouveau gradient a donc été d’utiliser une méthode dont la durée n’excède pas cinq 

minutes. Le fait de diminuer la durée de séparation chromatographique risque d’engendrer une forte 

hausse de l’effet matrice. Cependant, l’Apo E étant une protéine assez concentrée (de l’ordre de 

plusieurs dizaines de microgrammes par mL), si l’effet matrice est important, elle sera tout de même 

détectée.  

Les trois moyens les plus simples pour raccourcir la durée de la séparation chromatographique 

sont de :  

- diminuer la longueur de la colonne,  

- augmenter le débit de la phase mobile,  

- augmenter la pente du gradient de solvant éluant.  

D’abord, si la longueur de la colonne  est diminuée, la résolution chromatographique va également 

être abaissée puisque cette résolution est proportionnelle à la racine carrée de la longueur de la 

colonne1

                                                           

1
    

avec R, la résolution chromatographique entre les composés 1 et 2,  

.  
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Pour mieux comprendre l’influence du débit de la phase mobile sur la résolution, il faut revenir sur 

l’équation de van Deemter :  ;   1avec H la hauteur équivalente à un plateau théorique, u la vitesse linéaire de la 

phase mobile, A l’anisotropie d’écoulement, B la diffusion longitudinale et C la résistance au transfert 

de masse. Si H est en m et u en m.s-1͕�ĂůŽƌƐ�ůĞ�ƚĞƌŵĞ���ĞƐƚ�ĞŶ�ŵ͕���ĞŶ�ŵϸ͘Ɛ-1 et C en s-1.  

Cette équation permet de déterminer la vitesse linéaire optimale de la phase mobile pour une taille 

de particules donnée. Ensuite, en fonction du diamètre de la colonne, cette vitesse linéaire est 

convertie en débit optimal. 

Cette hauteur H représente la largeur de la bande contenant les analytes au sein de la colonne 

chromatographique et est reliée à l’efficacité de la colonne par la relation : 

   avec L, la longueur de la colonne chromatographique et N, l’efficacité de la colonne. 

Ainsi, plus la hauteur H est petite, plus la colonne est efficace et plus les pics seront fins. Et comme 

en électrospray le signal est proportionnel à la concentration au sommet du pic, la réponse sera plus 

importante si H diminue. De même, si les pics sont plus fins, l’effet matrice diminue ce qui va encore 

améliorer la réponse. 

Cette hauteur H dépend donc des trois paramètres A, B et C. L’anisotropie d’écoulement augmente 

avec le diamètre des particules, l’irrégularité du remplissage de la colonne et la variation de la 

granulométrie de la phase stationnaire. La diffusion longitudinale est proportionnelle au coefficient 

de diffusion du composé dans la phase mobile et au facteur de tortuosité qui augmente avec la 

température et la pression. Tout comme l’anisotropie d’écoulement, la résistance au transfert de 

masse augmente avec le diamètre des particules et si la colonne n’est pas régulièrement remplie. 

Cette résistance au transfert de masse est proportionnelle au carré du diamètre des particules et 

inversement proportionnelle au coefficient de diffusion du soluté dans la phase mobile. 

D’après cette équation, des courbes représentant l’évolution de la hauteur équivalente à un plateau 

théorique (H) en fonction de la vitesse linéaire de la phase mobile (u) peuvent être obtenues en 

fonction de la granulométrie de la phase stationnaire : 

                                                                                                                                                                                     
L, la longueur de la colonne chromatographique, 
H, la hauteur équivalente à un plateau théorique, 
k'2, le facteur de rétention du composé 2, 

Ğƚ�ɲ͕�ůĂ�Ɛélectivité entre les composés 1 et 2  
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Figure 65 : Courbes de van Deemter obtenues après injection d’acétophénone sur trois colonnes de granulométrie 

différente (d’après de Villiers et al.
261

). 

 

Ces courbes permettent de voir que pour une taille de particules donnée, un débit optimal 

(correspondant à la valeur de H la plus faible) peut être calculé. Si ce débit est augmenté, la hauteur 

H augmente lentement à cause de la résistance au transfert de masse (terme C) qui devient 

prépondérante. En revanche, si le débit est en dessous de la valeur optimale, la hauteur H va 

augmenter rapidement à cause de la diffusion longitudinale (terme B). Si H augmente, il va en 

résulter une baisse rapide de la résolution chromatographique et donc une augmentation de l’effet 

matrice. Ces courbes permettent également de voir que si la granulométrie de la phase stationnaire 

diminue (pour passer par exemple de 3,5 à 1,7 ђm), la hauteur H est abaissée et la vitesse linéaire 

optimale de la phase mobile (et donc le débit optimal) est augmentée. Le fait de diminuer cette 

granulométrie est donc un moyen simple d’augmenter la résolution de la séparation 

chromatographique (puisque H diminue) et de diminuer les temps d’analyse (puisque le débit de la 

phase mobile est également augmenté). L’inconvénient majeur d’un tel changement est la contre 

pression dans la colonne qui va être fortement augmentée puisqu’elle est inversement 

proportionnelle au carré du diamètre des particules. 

Afin de remplir le cahier des charges fixé (à savoir une séparation de moins de cinq minutes au lieu 

des dix-neuf minutes actuelles), le choix de la colonne chromatographique s’est porté vers une 

colonne de plus faible taille de particules (1,8 ђm au lieu de 3,5 ђm) et plus courte (50 mm au lieu de 

100 mm). Le diamètre de la colonne est quant à lui resté le même. La colonne utilisée est la Zorbax 

Eclipse plus C18 d'Agilent Technologies (Waldbronn, Allemagne). L’élution a donc été réalisée à 

600 ђL / min (au lieu de 300 ђL / min) avec de l’eau contenant 0,1 % d’acide formique (v / v) comme 

phase mobile A et de l’acétonitrile contenant également 0,1 % d’acide formique (v / v) comme phase 

mobile B. L’élution commence par un plateau de 1,3 min avec 8% de B, suivi d’un gradient linéaire de 

8 à 20 % de B en 1,2 min. Ensuite, la colonne est lavée pendant 0,8 min avec 100 % de B puis 

rééquilibrée pendant 1,5 min. La colonne est placée dans un four dont la température est fixée à 

25°C. 
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Avant d’effectuer les dosages, il reste à vérifier que la réponse des peptides soit linéaire en fonction 

de leur concentration. Pour cela, plusieurs gammes vont être réalisées. 

 

III.4.2) Linéarité des peptides de synthèse dans l’eau 

 

Il a été précédemment vérifié que l’ajout d’acide performique et de phénol engendrait une double 

oxydation de la méthionine du peptide LGADMEDVR sans modifier le peptide LGPLVEQGR. L’étape 

suivante est donc la vérification de la linéarité de la réponse de ces deux peptides après ajout du 

réactif d’oxydation. Ces linéarités ont d’abord été étudiées dans l’eau. Sachant que les 

concentrations moyennes d’Apo E rapportées dans la littérature sont situées autour de 40 ђg / mL224-

226, 232-234, des gammes allant de 0,5 à 100 ђg en équivalent protéine par mL de solution ont été 

réalisées (soit des concentrations en peptides environ 37 fois inférieures). Les courbes correspondant 

à ces peptides sont présentées sur la Figure 66 et les exactitudes associées dans le Tableau 10 : 

 

Figure 66 : Courbes d’étalonnage des peptides LGPLVEQGR, LGPLV*EQGR (A) et LGADM(ox-ox)EDVR, LGADM(ox-

ox)EDV*R dans l’eau après ajout d’acide performique et de phénol. 
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Tableau 10 : Exactitudes associées aux courbes de la Figure 66. 

Type
Concentation 

(ђg/mL)

Exactitude (%) 

LGPLVEQGR

Exactitude (%) 

LGPLV*EQGR

Exactitude (%) 

LGADM(ox-ox)EDVR

Exactitude (%) 

LGADM(ox-ox)EDV*R

Etalon 0 N/D
(a) 

N/D N/D N/D 

Etalon 0,5 91,8 92,1 102,3 99,2 

Etalon 1 99,9 91,2 94,9 102,4 

Etalon 5 110,9 105,0 102,4 95,4 

Etalon 10 102,2 108,2 99,3 100,3 

Etalon 50 98,7 101,3 101,1 99,0 

Etalon 100 96,5 102,3 99,9 103,7 

Contrôle Qualité 0,75 123,2 91,5 96,8 108,6 

Contrôle Qualité 20 98,7 110,4 96,1 104,9 

Contrôle Qualité 75 92,0 105,3 96,4 105,5 

(a)
N/D : Non déterminée 

  

Les deux courbes correspondant au peptide LGPLVEQGR et à son homologue marqué sont 

superposées et linéaires de 0,5 à 100 ђg / mL. Le coefficient de détermination est supérieur à 0,99 

pour les deux courbes et les exactitudes associées au modèle de régression sont comprises entre 80 

et 120%. De même, les deux courbes correspondant aux peptides LGADM(ox-ox)EVR et LGADM(ox-

ox)EDV*R se superposent et la réponse est linéaire entre 0,5 et 100 ђg / mL. La double oxydation de 

la méthionine permet la conservation de la linéarité de la réponse du peptide spécifique de l’Apo E4. 

Un autre point important à souligner est que puisque la réponse du peptide LGADMEDVR est linéaire 

après oxydation, cela signifie que le protocole d’oxydation est répétable. En effet, si ce n’était pas le 

cas (et que par conséquent l’oxydation ne soit pas totale), l’aire des points pour lesquelles 

l’oxydation a été incomplète serait plus faible et le coefficient de détermination serait alors abaissé. 

Cependant, puisque la réaction a été effectuée dans l’eau, il n’y a aucune molécule pouvant 

interférer l’oxydation et le réactif est donc en très large excès ce qui limite les risques de réaction 

incomplète. Il reste donc à vérifier que ces conclusions soient les mêmes dans le plasma. 

 

III.4.3) Linéarité des peptides de synthèse dans le plasma 

 

Aucun plasma humain ne contenant pas d’apolipoprotéine E (ni E2, ni E3, ni E4) n’est disponible. Par 

conséquent, il n’est pas possible de faire des gammes de peptide léger de séquence LGPLVEQGR 

(peptide commun aux trois isoformes). Pour ce peptide, seule une gamme de peptide marqué 

(LGPLV*EQGR) a donc été réalisée.  Après ajout du peptide de synthèse dans le plasma digéré, 

l’ensemble a été oxydé. Les résultats sont présentés dans la Figure 67 et dans le Tableau 11 : 
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Figure 67 : Courbe d’étalonnage du peptide LGPLV*EQGR dans du plasma après ajout d’acide performique et de phénol.  

 

Tableau 11 : Exactitudes associées à la courbe de la Figure 67. 

Type
Concentation 

(ђg/mL)
Exactitude (%)

Etalon 0 N/D
(a) 

Etalon 0,5 94,5 

Etalon 1 112,2 

Etalon 5 94,2 

Etalon 10 99,2 

Etalon 50 107,8 

Etalon 100 92,3 

Contrôle Qualité 0,75 83,0 

Contrôle Qualité 20 106,6 

Contrôle Qualité 75 98,7 

(a)
N/D : Non déterminée 

 

Dans le plasma, le fait d’ajouter l’acide performique et le phénol n’empêche pas d’obtenir une 

réponse linéaire de l’étalon du peptide commun (de séquence LGPLV*EQGR) entre 0,5 et 

100 ђg / mL. Il reste donc à étudier la linéarité du peptide endogène issu de l’Apo E4. 
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III.4.4) Gammes de půĂƐŵĂ�ɸϰͬɸϰ�ĚĂŶƐ�ĚƵ�ƉůĂƐŵĂ�ɸϯͬɸϯ 

 

Afin de valider la répétabilité de l’ensemble du protocole de préparation (digestion enzymatique, 

ŽǆǇĚĂƚŝŽŶ� Ğƚ� ĞǆƚƌĂĐƚŝŽŶͿ͕� ĚĞƐ� ŐĂŵŵĞƐ� ĚĞ� ƉůĂƐŵĂ� ɸϰͬɸϰ� ŽŶƚ�été réalisées dans un plasma blanc 

d’Apo E4, à savoir un plasma ɸ3/ɸ3 (cf. paragraphe II.4.2) page 141). Au total, neuf gammes ont été 

préparées (trois gammes par jour pendant trois jours). Le peptide marqué LGADMEDV*R a été ajouté 

à la concentration de 1,7 ђg de peptide par mL de plasma quelle que soit la dilution de plasma 

réalisée. La courbe d’étalonnage a ainsi pu être tracée en corrigeant l’aire du peptide issu de l’Apo E4 

endogène par celle de l’étalon marqué afin de s’affranchir de l’effet matrice qui peut varier entre 

deux points de gamme. Les résultats sont présentés sur la figure suivante : 

 

Figure 68 ͗�'ĂŵŵĞƐ�ĚĞ�ƉůĂƐŵĂ�ɸϰͬɸϰ�ĚĂŶƐ�ĚƵ�ƉůĂƐŵĂ�ɸϯͬɸϯ�;Ŷ�с�ϵͿ͘ 

 

Le tableau  suivant recense les exactitudes associées à chaque concentration ainsi que les 

coefficients de variation (en %) des neufs mesures réalisées pour chaque étalon et pour chaque 

contrôle qualité :  
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Tableau 12 : Exactitudes et coefficients de variation associés aux gammes de la Figure 68. 

Type n 
Concentration 

estimée (ђg / mL) 
CV (%) Exactitude (%)

Etalon 9 0,0 4,8 N/D
(a) 

Etalon 9 6,66 7,2 99,2 

Etalon 9 13,3 9,5 97,3 

Etalon 9 20,0 9,5 99,6 

Etalon 9 26,6 5,0 101,2 

Etalon 9 33,3 5,8 102,0 

Etalon 9 46,6 5,0 98,9 

Contrôle Qualité 9 7,99 6,6 99,7 

Contrôle Qualité 9 24,0 6,8 98,6 

Contrôle Qualité 9 40,0 7,2 102,9 

(a)
N/D : Non déterminée 

 

Puisqu’aucun plasma pour lequel la concentration absolue de l’Apo E4 n’est connue et que la 

protéine pure de concentration connue n’était pas disponible au laboratoire, l’abscisse de la Figure 

68 correspond à la concentration volumique du plasma ɸ4/ɸ4 dans du plasma ɸ3/ɸ3. En effet, pour 

réaliser ces gammes, différents volumes de plasma ɸ4/ɸ4 ont été ajoutés dans un plasma ɸ3/ɸ3. La 

seconde abscisse correspond aux concentrations estimées d’Apo E4 : le plasma ɸ4/ɸ4 ayant été 

utilisé pour réaliser ces gammes a préalablement été dosé par LC-MS/MS en présence de l’étalon 

interne marqué ce qui a permis d’estimer sa concentration. 

Le coefficient de détermination reste supérieur à 0,99 ce qui témoigne également d’une bonne 

répétabilité du processus de préparation d’échantillon de l’Apo E4 pour des concentrations allant de 

6,7 à 46,7 ђg / mL. De plus, quelque soit la concentration étudiée, l’exactitude est comprise entre 97 

et 103% avec un coefficient de variation toujours inférieur à 10%. 

Les exactitudes associées à chaque point de gamme et à chaque contrôle qualité sont rassemblées 

dans le Tableau 13 :  
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Tableau 13 : Exactitudes correspondant aux gammes de la Figure 68. 

Type  
Concentration 

estimée  (ђg / mL)  
Exactitude  

 
Type  

Concentration 

estimée  (ђg / mL  
Exactitude  

Etalon  0  N/D
(a) 

 Etalon  33,3  104,9  

Etalon  0  N/D  Etalon  33,3  107,7  

Etalon  0  N/D  Etalon  33,3  108,5  

Etalon  0  N/D  Etalon  33,3  105,5  

Etalon  0  N/D  Etalon  33,3  100,5  

Etalon  0  N/D  Etalon  33,3  105,4  

Etalon  0  N/D  Etalon  33,3  90,8  

Etalon  0  N/D  Etalon  33,3  95,3  

Etalon  0  N/D  Etalon  33,3  99,8  

Etalon  6,7  102,5  Etalon  46,6  102,7  

Etalon  6,7  111,2  Etalon  46,6  105,9  

Etalon  6,7  107,0  Etalon  46,6  106,7  

Etalon  6,7  98,3  Etalon  46,6  95,1  

Etalon  6,7  100,7  Etalon  46,6  94,9  

Etalon  6,7  97,6  Etalon  46,6  95,4  

Etalon  6,7  88,1  Etalon  46,6  95,6  

Etalon  6,7  92,9  Etalon  46,6  94,6  

Etalon  6,7  94,3  Etalon  46,6  99,3  

Etalon  13,3  96,8  QC  7,99  98,3  

Etalon  13,3  108,9  QC  7,99  108,8  

Etalon  13,3  114,9  QC  7,99  107,6  

Etalon  13,3  94,6  QC  7,99  102,4  

Etalon  13,3  93,8  QC  7,99  97,6  

Etalon  13,3  98,5  QC  7,99  97,2  

Etalon  13,3  89,0  QC  7,99  88,3  

Etalon  13,3  86,0  QC  7,99  103,7  

Etalon  13,3  93,1  QC  7,99  93,4  

Etalon  20,0  106,7  QC  24,0  106,7  

Etalon  20,0  108,4  QC  24,0  97,5  

Etalon  20,0  97,4  QC  24,0  102,2  

Etalon  20,0  103,7  QC  24,0  89,4  

Etalon  20,0  105,1  QC  24,0  110,5  

Etalon  20,0  108,8  QC  24,0  95,4  

Etalon  20,0  80,9  QC  24,0  96,9  

Etalon  20,0  93,8  QC  24,0  93,8  

Etalon  20,0  91,5  QC  24,0  94,6  

Etalon  26,6  108,7  QC  39,9  110,9  

Etalon  26,6  108,4  QC  39,9  109,1  

Etalon  26,6  104,5  QC  39,9  113,8  

Etalon  26,6  97,9  QC  39,9  99,3  

Etalon  26,6  98,8  QC  39,9  101,6  

Etalon  26,6  99,0  QC  39,9  105,2  

Etalon  26,6  95,2  QC  39,9  96,9  

Etalon  26,6  102,2  QC  39,9  97,1  

Etalon  26,6  95,8  QC  39,9  91,7  
(a)

N/D : Non déterminée  
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Ce tableau permet de voir qu’à l’exception d’un point, les exactitudes sont comprises entre 85 et 

115 %. L’exception concerne un point à  20 ђg / mL pour lequel elle n’est que de 80,9 %. Cependant, 

un point peut être exclu parmi les 63 utilisés pour calculer le modèle de régression linéaire. 

Pour les trois niveaux de contrôle qualité, les variations intra et inter jour ont également été 

calculées : 

Tableau 14 : Exactitudes et coefficients de variation intra-jour et inter-jour associés aux gammes de la Figure 68. 

variation intra-jour (n = 3) variation inter-jour (n = 9)

concentration 

estimée 

(ђg / mL)

concentration 

déterminée 

(moyenne +/- écart- type)

CV (%) 
Exactitude 

(%)

concentration 

déterminée 

(moyenne +/- écart-type)

CV (%) 
Exactitude 

(%)

7,99 8,38 +/- 0,46 5,49 104,9 7,96 +/- 0,53 6,6 99,7 

24 24,5 +/- 1,1 4,47 102,1 23,6 +/- 1,6 6,8 98,6 

40 44,5 +/- 1,0 2,15 111,3 41,1 +/- 3,0 7,2 102,8 

 

Ce tableau montre que le protocole de préparation d’échantillon est répétable au sein de la même 

journée puisque les coefficients de variation déterminés pour ces trois niveaux de concentration sont 

compris entre 2,2 et 5,5%. De même, après avoir répété la préparation de ces échantillons sur trois 

journées différentes, les CV restent inférieurs à 7,2 % et l’exactitude est proche de 100 % ce qui 

témoigne de la bonne répétabilité de l’ensemble du protocole de préparation des échantillons à des 

concentrations d’Apo E4 endogènes très proches de celles qui seront retrouvées ultérieurement lors 

des dosages. 

Toutes les gammes du paragraphe III.4) permettent de valider la répétabilité de la préparation 

d’échantillon (de la digestion à l’extraction) tout en gardant une réponse linéaire jusqu’à 46,6 ђg / mL 

pour le peptide spécifique de l’Apo E4. L’étude de linéarité de la réponse de ce peptide par dilution 

de plasma ɸ4/ɸ4 dans du plasma ɸ3/ɸ3 n’a pas pu être réalisée au-delà de cette concentration par 

manque de plasma ɸ4/ɸ4 plus concentré. On peut toutefois supposer que la réponse restera linéaire 

au-delà de 46,6 ђg / mL puisque cette réponse était linéaire jusqu’à 100 ђg / mL lors des gammes de 

peptide synthétique dans l’eau (cf. Figure 66 page 165). De plus, le rendement de digestion de 

l’Apo E4 dans le plasma doit probablement être le même lorsque cette protéine est concentrée à 

46,6 ђg / mL ou à 100 ђg / mL. En effet, ce rendement pourrait être affecté si la quantité de trypsine 

devenait insuffisante pour palier l’augmentation de la quantité de protéines à digérer. Puisque les 

53,4 ђg / mL d’écart ne représentent même pas 0,1% de la quantité de protéine présente dans le 

plasma, le rapport entre la concentration totale de protéines dans le plasma et la quantité de 

trypsine ajoutée (200 ђg pour 100 ђL de plasma) ne va donc pas changer. Par conséquent, le 

rendement de digestion ne devrait pas être affecté par des concentrations d’Apo E4 supérieures à 

46,6 ђg / mL.  

Le point de gamme le plus bas pour l’Apo E4 est de 6,66 ђg / mL ce qui est supérieur aux 

concentrations qui seront rencontrées lors des dosages ultérieurs. Puisqu’à cette concentration, les 
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coefficients de variations sont inférieurs à 15% et que les exactitudes sont comprises entre 85 et 

115%, la limite de quantification de la méthode est située en dessous de 6,66 ђg / mL. Cependant, la 

recherche précise de cette limite n’a pas d’intérêt dans cette étude puisque les concentrations 

d’Apo E4 seront supérieures à 6,66 ђg / mL. 

Puisque ni l’Apo E pure, ni une matrice blanche d’Apo E ne sont disponibles, des gammes d’Apo E 

n’ont pas pu être réalisées dans du plasma humain. Cependant, les réponses du peptide marqué et 

du peptide synthétique léger sont les mêmes dans l’eau. De plus, la réponse du peptide marqué est 

linéaire dans le plasma entre 0,5 et 100 ђg / mL. On peut donc supposer que la réponse du peptide 

endogène soit également linéaire dans le plasma sur cette plage de concentrations. Concernant la 

répétabilité de digestion de l’Apo E, le coefficient de variation sur les aires mesurées du peptide 

endogène (corrigé par son étalon) est de seulement 9,2 % (n = 81). Cette valeur tient compte non 

seulement de l’ensemble du protocole de préparation d’échantillon mais également des variations 

de concentration de l’Apo E totale. En effet, le plasma ɸ4/ɸ4 utilisé lors de ces gammes a une 

concentration estimée de 46,6 ђg / mL en Apo E totale et le plasma ɸ3/ɸ3 a été dosé à 43,0 ђg / mL. 

Cet écart de 7,7% entre le point de gamme le moins concentré et le plus concentré va augmenter la 

variation mesurée pour déterminer la répétabilité de la digestion. En effet, si on fait le même calcul 

indépendamment pour chaque point de gamme (= 9 par niveau de concentration), ce coefficient est 

alors inférieur à 5 % pour huit niveaux de concentrations sur les dix (il est inférieur à 9 % pour les 

deux autres niveaux de concentration). Ces résultats permettent de conclure que la digestion de 

l’Apo E est très répétable. Bien que le rendement absolu de digestion ne puisse être calculé, on peut 

supposer qu’il soit très proche de 100 % car l’Apo E a été répertoriée comme étant une protéine 

facile à digérer20. De plus, même si ce rendement n’est pas de 100 %, l’objectif de l’étude est de 

comparer le taux d’Apo E totale et d’Apo E4 entre des plasmas issus d’individus sains et d’autres issus 

d’individus atteints de la maladie d’Alzheimer. Par conséquent, même si le dosage est biaisé à cause 

d’une digestion incomplète, des différences entre ces deux groupes peuvent être trouvées puisque le 

protocole de préparation d’échantillon est répétable. En effet, le biais éventuel introduit par une 

digestion incomplète sera le même dans tous les échantillons et ne va donc pas empêcher de trouver 

une différence de taux plasmatique d’Apo E ou d’Apo E4 entre les deux cohortes d’individus (sain vs 

Alzheimer). La cohorte de patients a pu par la suite être dosée. 

 

III.5) Dosage de l’Apo E et de l’Apo E4 dans le plasma 

 

Après avoir bien validé la répétabilité de tout le protocole d’oxydation ainsi que la linéarité de la 

réponse des peptides rapporteurs sélectionnés, nous avons pu doser de nombreux échantillons afin 

de déterminer si la concentration plasmatique d’Apo E totale et / ou d’Apo E4 pouvait permettre de 

différencier les patients atteints de la maladie d’Alzheimer des autres. Cette étude a également pour 

but d’éclaircir les résultats contradictoires obtenus jusqu’à présent par des dosages ELISA. 
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III.5.1) Mise en place d’un contrôle au cours des dosages 

 

Pour réaliser l’étude, 711 plasmas étaient disponibles avec le génotype de la majorité des individus. 

L’Apo E totale et l’Apo E4 ont donc été dosées dans ces 711 échantillons. Une campagne de dosage 

d’une telle ampleur a été réalisée sur un intervalle de temps de quasiment deux mois sachant qu’un 

peu plus de cent échantillons étaient préparés chaque semaine. Afin de vérifier qu’aucun biais ne soit 

introduit dans le dosage lors de cette période, les échantillons ont dans un premier temps été 

mélangés de manière aléatoire (pour ne pas doser les plasmas issus de patients atteints de la 

maladie d’Alzheimer après les échantillons témoins ou vice-versa). De plus, 200 ђL de plasma ont été 

prélevés dans 40 tubes puis mélangés. Ces 8 mL de plasma ont ensuite été aliquotés et ont servi 

d’échantillon contrôle qualité lors des dosages. Le Tableau 15 liste les génotypes des 40 plasmas 

utilisés pour réaliser le contrôle qualité : 

Tableau 15 : Génotype des 40 plasmas utilisés pour réaliser l’échantillon servant de contrôle qualité. 

Génotype n

ɸ2/ɸ3 1 

ɸ2/ɸ4 1 

ɸ3/ɸ3 15 

ɸ3/ɸ4 15 

ɸ4/ɸ4 5 

Inconnu (ɸ2/ɸ2, ɸ2/ɸ3 ou ɸ3/ɸ3) 2 

Inconnu (ɸ2/ɸ4 ou ɸ3/ɸ4) 1 

total 40 

 

Les 711 échantillons ont été préparés en 17 séries. Pour chaque série, l’échantillon servant de 

contrôle qualité a été préparé (digestion, oxydation, extraction) et dosé en triplicata, excepté pour la 

première série où le contrôle qualité a été préparé en cinq exemplaires. De plus, lors des deux 

dernières séries, un contrôle qualité a été retiré suite à un problème lors de la préparation. Au total, 

cet échantillon a été dosé 51 fois sur 17 jours de préparation. Les résultats de ces dosages sont 

présentés sur la Figure 69 : 
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Figure 69 : Dosage de l’Apo E et de l’Apo E4 dans l’échantillon de contrôle qualité (n = 51). 

 

Pour l’Apo E totale et l’Apo E4, la moyenne mesurée est représentée par un trait plein et la moyenne 

plus ou moins l’écart-type par des pointillés. La moyenne et la répétabilité de ces mesures sont 

présentées dans le tableau suivant : 

Tableau 16 : Moyennes et coefficients de variation des valeurs mesurées d’Apo E et d’Apo E4 sur les 51 préparations de 

l’échantillon contrôle qualité. 

Apo E Apo E4 

Moyenne +/- Ecart-type 

(ђg / mL) 
47,6 +/- 3,0 12,6 +/- 1,2 

CV (%) 6,4 9,7 

 

Dans cet échantillon, les taux moyens d’Apo E et d’Apo E4 sont respectivement de 47,6 et 

12,6 ђg / mL. Les coefficients de variation sont dans les deux cas inférieurs à 10% ce qui témoigne 

d’une bonne répétabilité de l’ensemble du processus de préparation d’échantillon tout au long de la 

période de dosage. Le fait que les taux mesurés d’Apo E et d’Apo E4 soient constants sur cette 

période montre également deux choses. D’une part, le stockage des échantillons dans notre 

laboratoire n’a pas engendré de détérioration de ceux-ci. D’autre part, la concentration des peptides 

marqués ayant servi d’étalon interne est restée stable pendant toute la période de dosage. 
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La stabilité des échantillons et des étalons ainsi que la répétabilité de l’ensemble du processus de 

préparation des échantillons ont pu permettre une comparaison directe des taux d’Apo E et d’Apo E4 

déterminées dans les 711 échantillons entre les individus sains et ceux atteints de la maladie 

d’Alzheimer. 

 

III.5.2) Résultat des dosages 

 

Sur ces 711 échantillons, ceux dont le résultat en LC-MS/MS donnait un génotype en désaccord avec 

celui attendu ont été exclus. En effet, il a déjà été rapporté que le taux d’Apo E totale était lié au 

génotype. Une décroissance du taux d’Apo E est décrite selon la possession des allèles suivants ͗�ɸϮ�х�

ɸϯ� х� ɸϰ220, 227, 231, 262. Connaître le génotype de chaque échantillon est donc indispensable pour 

comparer les deux cohortes car il faudra les traiter génotype par génotype. Les échantillons exclus 

concernent : (i) les échantillons n’étant pas supposés posséder l’allèle ɸϰ�Ğƚ�ƉŽƵƌ�ůĞƐƋƵĞůƐ�ů͛�ƉŽ��ϰ�Ă�
été détectée, (ii) les échantillons étant supposés posséder l’allèle ɸϰ�Ğƚ�ƉŽƵƌ�ůĞƐƋƵĞůƐ�ů͛�ƉŽ��ϰ�Ŷ͛Ă�ƉĂƐ�
été détectée, (iii) les échantillons supposés ɸϰͬɸϰ�ƉŽƵƌ�ůĞƐƋƵĞůƐ�ůĂ� concentration déterminée à partir 

du peptide commun est différente de celle déterminée à partir du peptide spécifique de l’Apo E4, (iv) 

les échantillons étant supposés posséder un seul allèle ɸϰ�ƉŽƵƌ�ůĞƐƋƵĞůƐ�ůĂ�ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ�Ěéterminée 

à partir du peptide commun est la même que celle déterminée à partir du peptide spécifique de 

l’Apo E4 et, (v) les échantillons pour lesquels le génotype n’était pas renseigné. Dans les quatre 

premiers cas, les échantillons ont été entièrement préparés une seconde fois et le résultat du dosage 

par LC-MS/MS a abouti aux mêmes conclusions ce qui laisse supposer une erreur dans le génotypage 

et / ou dans l’étiquetage des échantillons. Ces cinq possibilités ont entraîné le rejet de 36 

échantillons. De plus, pour deux échantillons, le taux d’Apo E4 mesuré était inférieur à 6,66 ђg / mL 

qui est le point le plus bas obtenu lors des gammes de plasma (cf. Figure 68 page 168). Ces deux 

échantillons ont donc également été retirés. La mesure des taux plasmatiques d’Apo E et d’Apo E4 a 

donc été établie sur 673 plasmas. 

L’objectif de l’étude est de comparer le taux d’Apo E totale et d’Apo E4 entre deux cohortes de 

plasmas (patients atteints de la maladie d’Alzheimer et témoins) afin d’essayer de les distinguer. 

Puisque le génotype a une forte influence sur le taux d’Apo E, nous nous sommes d’abord intéressés 

au génotype de chacun des 673 échantillons : 
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Tableau 17 : Génotypes des 223 plasmas témoins et des 450 atteints de la maladie d’Alzheimer. 

n 

Génotype Témoin Alzheimer Total 

ɸϮͬɸϮ� 2 1 3 

ɸϮͬɸϯ� 20 11 31 

ɸϮͬɸϰ� 6 20 26 

ɸϯͬɸϯ� 146 182 328 

ɸϯͬɸϰ� 47 175 222 

ɸϰͬɸϰ� 2 61 63 

Total 223 450 673 
 

Dans le but de vérifier l’influence du génotype sur le taux moyen d’Apo E totale, les taux mesurés ont 

été comparés entre chaque génotype. Afin de ne pas introduire une variation liée à l’état de santé du 

donneur, cette comparaison a été réalisée seulement sur les individus atteints de la maladie 

d’Alzheimer (et l’unique individu ɸϮ/ɸϮ� Ă�été exclu  car un seul échantillon risque de ne pas être 

représentatif de l’ensemble des individus ɸ2/ɸ2). La comparaison des taux mesurés a été réalisée par 

analyse de variance à un facteur via l’utilitaire d’analyse d’Excel 2007. Un exemple complet d’analyse 

de variance est présenté en annexe B. Les moyennes (et l’écart-type) obtenues pour chaque 

génotype ainsi que les valeurs p correspondant à la probabilité que les moyennes entre deux 

génotypes soient identiques sont reportées dans le tableau suivant :  

Tableau 18 : Taux d’Apo E moyens mesurés chez les 449 individus atteints de la maladie d’Alzheimer en fonction du 

génotype. 

Génotype 
Apo E totale  

(moyenne +/- écart-type) 
p 

ɸϮ/ɸϯ� 77,3 +/- 10,5 

0,040* 

ɸϮ/ɸϰ 66,6 +/- 14,5 

0,015*

ɸϯ/ɸϯ 57,1 +/- 16,5 

4,36E-04*

ɸϯ/ɸϰ� 51,4 +/- 14,0 

1,76E-06*

ɸϰ/ɸϰ� 41,0 +/- 15,1 
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Les résultats confirment une décroissance significative (p < 0,05) du taux d’Apo E selon les génotypes 

ɸϮͬɸϯ�х�ɸϮͬɸϰ�х�ɸϯͬɸϯ�х�ɸϯͬɸϰ�х�ɸϰͬɸϰ͘��ĞƐ�ƌésultats sont donc conformes aux taux qui ont été décrits 

dans la littérature. De plus, la décroissance de la quantité totale d’Apo E en fonction du génotype 

permet de renforcer la qualité du dosage proposé par LC-MS/MS 

De plus, le Tableau 17 page 174 confirme que l’allèle ɸϯ� ĞƐƚ� ůĞ� ƉůƵƐ� ĂďŽŶĚĂŶƚ� ĚĂŶƐ� ůĂ� ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ�
puisque quasiment la moitié des échantillons dosés ont le génotype ɸϯͬɸϯ͘��Ğ�ŵême, l’allèle ɸϮ�ĞƐƚ�ůĞ�
plus rare : seulement 3 échantillons ont le génotype ɸϮͬɸϮ͘��ĞĐŝ�ĞƐƚ�ĞŶ�ĂĐĐŽƌĚ�ĂǀĞĐ�ůĂ�ƌépartition des 

allèles ɸϮ͕�ɸϯ�Ğƚ�ɸϰ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ : l’allèle ɸ3 est le plus fréquent alors que l’allèle ɸ2 est le plus 

rare. De plus, parmi les 63 échantillons ɸϰͬɸϰ͕� ƐĞƵůĞŵĞŶƚ� Ϯ� ŶĞ� ƐŽŶƚ� ƉĂƐ� ƉŽƌƚĞƵƌƐ� ĚĞ� ůĂ� ŵĂůĂĚŝĞ�
d’Alzheimer (et 47 échantillons parmi les 222 pour le génotype ɸϯͬɸϰͿ͘� �ĞĐŝ� ĞƐƚ� ůŝé au fait que la 

présence de l’allèle ɸϰ� ĂƵŐŵ ente le risque de développer la maladie d’Alzheimer par un facteur 

supérieur à deux pour les individus porteurs d’un seul allèle ou supérieur à dix pour les homozygotes 

ɸϰͬɸϰ263. 

Afin de ne pas introduire de biais dans la comparaison des taux d’Apo E et d’Apo E4, les résultats 

entre les individus témoins (en bleu) et les porteurs de la maladie d’Alzheimer (en rouge) ont été 

comparés en fonction du génotype. Ces résultats sont présentés sur la Figure 70 : 
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Figure 70 : Résultats des dosages de l’Apo E et de l’Apo E4 sur les échantillons témoins (en bleu) et les patients atteints 

de la maladie d’Alzheimer (en rouge) en fonction de leur génotype ͗�ɸϮͬɸϯ�;�Ϳ͕�ɸϯͬɸϯ�;�Ϳ͕�ɸϮͬɸϰ�;�Ϳ͕�ɸϯͬɸϰ�;�Ϳ�Ğƚ�ɸϰͬɸϰ�;�Ϳ͘ 

 

La valeur moyenne est représentée dans chaque cas par un trait horizontal. Ce graphique illustre la 

très grande variabilité biologique entre les différents patients quel que soit leur génotype. La 

concentration à elle seule ne permet pas de distinguer directement les patients sains de ceux atteints 

de la maladie d’Alzheimer. Les taux mesurés au sein de chaque groupe ont donc été comparés par 

une analyse de variance à un facteur afin de déterminer si une différence statistiquement 
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significative entre chaque groupe pouvait être dégagée. Celle-ci reflèterait seulement une tendance 

et le taux seul d’Apo E ou d’Apo E4 ne permettrait en aucun cas de diagnostiquer la maladie 

d’Alzheimer puisque la répartition des concentrations mesurées entre les deux groupes se recoupe 

quel que soit le génotype de l’individu. Les résultats de cette analyse de variances sont présentés 

dans le tableau suivant : 

Tableau 19 : Taux moyens d’Apo E et d’Apo E4 chez les individus atteints de la maladie d’Alzheimer et chez les témoins 

en fonction du génotype. 

Groupe Génotype n

Apo E  

(moyenne + / - 

écart-type) 

p 

Apo E4  

(moyenne + / - 

écart-type) 

p 

Témoin 
ɸϮ/ɸϯ�

20 68,5 +/- 13,0 
0,065 

 
 

Alzheimer 11 77,2 +/- 10,5  

Témoin 
ɸϮ/ɸϰ�

6 59,3 +/- 13,0 
0,279 

17,0 +/- 4,3 
0,751 

Alzheimer 20 66,6 +/- 14,5 17,8 +/- 5,8 

Témoin 
ɸϯ/ɸϯ�

146 55,6 +/- 14,5 
0,394 

 
 

Alzheimer 182 57,1 +/- 16,5  

Témoin 
ɸϯ/ɸϰ�

47 48,6 +/- 10,4 
0,199 

17,6 +/- 5,5 
0,357 

Alzheimer 175 51,4 +/- 14,0 18,5 +/- 6,0 

Témoin 
ɸϰ/ɸϰ�

2 71,9 +/- 37,8 
0,008* 

71,2 +/- 35,9 
0,013* 

Alzheimer 61 41,0 +/- 15,1 41,2 +/- 15,7 

 

Ce tableau indique que pour les génotypes ɸϮͬɸϯ͕� ɸϮͬɸϰ͕� ɸϯͬɸϯ� Ğƚ� ɸϯͬɸϰ͕� ĂƵĐƵŶĞ� ĚŝĨĨérence 

ƐŝŐŶŝĨŝĐĂƚŝǀĞ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƚƌŽƵǀĠĞ�ƉŽƵƌ�ůĞ�ƚĂƵǆ�Ě͛�ƉŽ���ŽƵ�Ě͛�ƉŽ��ϰ�;Ɖ�х�Ϭ͕ϬϱͿ͘��Ŷ�ƌĞǀĂŶĐŚĞ͕�ůĞƐ�ƌĠƐƵůƚĂƚƐ�ƉŽƵƌ�
le génotype ɸϰͬɸϰ� ŝŶĚŝƋƵĞƌĂŝĞŶƚ� ĚĞƐ� ƚĂƵǆ� ƉůƵƐ�élevés chez les  témoins (valeur moyenne de 

71,9 ђg / mL pour les témoins et 41 ђg / mL pour les malades). Cependant, seulement deux 

échantillons témoins étaient disponibles. Parmi ces deux échantillons l’un est mesuré à 45,2 ђg / mL 

et l’autre à 98,7 ђg / mL. La moyenne mesurée élevée est liée à ce second échantillon. Puisque le 

ƚĂƵǆ�Ě͛�ƉŽ���ĐŚĞǌ�ƵŶ�ŝŶĚŝǀŝĚƵ�ɸϰͬɸϰ�ĚŽŝƚ�être inférieur à celui mesuré chez un individu ɸϯͬɸϰ�;ƚŚéorie 

qui est vérifiée chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer pour lesquels 61 plasmas ɸ4/ɸ4 

étaient disponibles), cette valeur devrait être inférieure à 48,3 ђg / mL. Ce point de contrôle permet 

de mettre en évidence le fait que l’échantillon pour lequel le taux d’Apo E est de 98,7 ђg / mL est 

probablement un point aberrant et ne peut pas être gardé pour comparer le taux d’Apo E entre les 

patients Alzheimer et les témoins. Si cet échantillon est retiré, la différence entre les deux groupes 

n’est alors plus significative (p= 0,780 pour l’Apo E et p = 0,771 pour l’Apo E4). Il faudrait cependant 

disposer de plus d’échantillons ɸ4/ɸ4 témoins afin de confirmer le fait que l’échantillon pour lequel le 

taux d’Apo E mesuré à 98,7 ђg / mL soit effectivement un échantillon aberrant. En conclusion, le taux 

plasmatique d’Apo E totale ou d’Apo E4 ne permet pas d’établir une différence entre les patients 

atteints de la maladie d’Alzheimer et les témoins ce qui confirme certaines études réalisées par 

ELISA232-236. 
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Puisque la moyenne seule ne permet pas de distinguer les échantillons sains et malades, des analyses 

en composantes principales (ACP) ont été réalisée. L’ACP permet de représenter un grand nombre de 

variables dans un espace en deux ou trois dimensions par le calcul de nouveaux axes, nommés 

composantes qui sont le reflet des variables disponibles (cf. annexe B pour plus de détails). Pour ces 

représentations, de nouvelles variables  étaient présentes pour chaque échantillon : le sexe des 

patients, leur âge, et trois sites de polymorphisme au niveau d’un nucléotide (SNP) : en position 219, 

427 et 491. En effet, en position 219, les individus peuvent avoir l‘enchaînement de nucléotides GG, 

GT ou TT (G étant la guanine et T la thymine) ; en position 427, il existe les formes TT, TC ou CC (C 

étant la cytosine) et en position 491, il peut se trouver les enchaînements AA, AT ou TT (A étant 

l’adénine). Sur les 673 échantillons dosés, l’ensemble des informations précédentes n’étaient 

disponibles que pour 570 échantillons. L’analyse de données a donc été réalisée en excluant les 103 

échantillons pour lesquels des données manquaient. 

Dans un premier temps, une analyse sur l’âge des donneurs a été réalisée : 

 

Figure 71 : Répartition des échantillons témoins et malades en fonction de l’âge des patients. 

 

Ce graphique permet de voir que la répartition des âges n’est pas la même entre les échantillons 

témoins et malades. En effet, les individus sains ont 79 ans en moyenne contre seulement 72 ans 

pour les malades. L’influence de l’âge sur le taux d’Apo E et d’Apo E4 a donc été recherchée par ACP : 
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Figure 72 : Analyse en composantes principales de l’influence de l’âge sur le taux d’apolipoprotéine E. 

 

Cette ACP a été réalisée en prenant seulement les plasmas de patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer, dont le génotype est ɸϯͬɸϰ�Ğƚ�ƉŽƵƌ�ůĞƐƋƵĞůƐ�ƚŽƵƚĞƐ�ůĞƐ�ŝŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶƐ�étaient disponibles 

(sexe, âge et les trois SNP) (soit  141 échantillons). Les deux axes représentant l’âge et le taux d’Apo E 

(ou d’Apo E4) mesuré étant perpendiculaires, ces deux variables sont indépendantes. L’âge du 

donneur n’a donc pas d’influence sur le taux plasmatique d’Apo E ou d’Apo E4. Il faut toutefois 

souligner le fait qu’il a déjà été rapporté que le taux d’Apo E augmente un peu avec l’âge. L’étude 

s’est cependant penchée sur des tranches de 10 ans avec une population allant de 25 à 64 ans. Le 

taux d’Apo E atteint un plateau vers 41 ђg / mL à partir de 35 ans pour les hommes (ce taux était de 

38 ђg / mL pour les plus jeunes) alors qu’il augmente progressivement pour les femmes (il passe de 

36 à 42,6 ђg / mL)264. La majorité des donneurs de l’étude actuelle sont plus âgés. Dans ce cas, le taux 

d’Apo E ou d’Apo E4 ne semble donc pas être corrélé avec l’âge du donneur (qui va de 50 à 105 ans). 

L’ensemble des échantillons témoins a donc été conservé pour les analyses suivantes. 

Pour chaque génotype, une ACP a donc été réalisée en prenant comme variables quantitatives le 

taux plasmatique d’Apo E et d’Apo E4 et comme variables qualitatives les cinq autres facteurs 

disponibles (âge, sexe et les trois polymorphismes). Par exemple,  voici la projection obtenue pour les 

échantillons ɸϯͬɸϯ : 

 



Chapitre III : Dosage d’une protéine plasmatique humaine via un peptide contenant une méthionine 

182 

 

 

Figure 73 : Analyse en composantes principales des résultats obtenus pour le génotype ɸϯͬɸϯ͘ 

 

Une explication plus détaillée des étapes préliminaires ayant permis d’aboutir à ces résultats est 

donnée en Annexe B. Dans la Figure 73 B sont projetées les composantes permettant de définir les 

axes du graphique de la partie A. Pour qu’une variable soit représentative, il faut que ses axes soient 

projetés près du cercle des corrélations de rayon 1. La Figure 73 B montre donc que seulement 

quatre variables sont bien représentées : APOE219A, APOE219B, APOE427A et APOE427B. Ces 

variables correspondent aux différentes combinaisons de  nucléotides pouvant être rencontrées en 

position 219 et 427. Les autres descripteurs sont mal projetés sur le cercle des corrélations et ne sont 

donc pas représentatifs. Ainsi, l’axe 1 (abscisses) dépend essentiellement du polymorphisme en 

position 427 et représente 22,9 % de la variation observée dans le taux d’Apo E alors que l’axe 2 

(ordonnées) dépend quant à lui du polymorphisme en position 219 et représente 17,4 % de la 

variation observée. De ce fait, deux groupes sont clairement distingués dans la partie A de la Figure 

73 : à gauche, les échantillons dont la séquence nucléotidique en position 427 est TT, et à droite, 

celle dont la séquence est TC. Dans chacun de ces deux groupes, trois sous-groupes apparaissent 

verticalement et sont le reflet du polymorphisme en position 219. Au sein de chacun de ces sous 

groupes, deux séries parallèles sont distinguées. Ces deux séries correspondent au sexe des patients. 

En revanche, au sein de chaque couche, il n’y a pas de distinction entre les témoins (triangles bleus) 

et les malades (cercles rouges). Ceci est notamment lié au fait que seulement 40 % de la variation 

observée dans le taux d’Apo E mesuré est expliquée par ces deux axes. D’autres facteurs entrent 

donc en jeu et il faudrait disposer de plus de données sur chaque échantillon afin d’expliquer la plus 

grande variation possible. 

Puisque l’Apo E4 semble impliquée dans les mécanismes conduisant au développement de la maladie 

d’Alzheimer, la même analyse a été effectuée pour les échantillons ɸϯͬɸϰ�ŵĂŝƐ�ĞŶ�ƚĞŶĂŶƚ�ĐŽŵƉƚĞ�ĚƵ�
taux d’Apo E4 : 
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Figure 74 : Analyse en composantes principales des résultats obtenus pour le génotype ɸϯͬɸϰ͘ 
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Figure 75 : Résultats des dosages de l’Apo E et de l’Apo E4 chez les hommes (en bleu) et les femmes (en rouge) en 

fonction de leur génotype ͗�ɸϮͬɸϯ�;�Ϳ͕�ɸϯͬɸϯ�;�Ϳ͕�ɸϮͬɸϰ�;�Ϳ͕�ɸϯͬɸϰ�;�Ϳ�Ğƚ�ɸϰͬɸϰ�;�Ϳ͘ 
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A l’exception du génotype ɸ2/ɸ3, le taux d’Apo E totale ou d’Apo E4 mesuré chez les femmes est 

supérieur à celui rencontré chez les hommes. Ces résultats confirment plusieurs travaux qui avaient 

abouti aux mêmes conclusions (un taux d’Apo E supérieur chez les femmes)265-267. Il faut cependant 

s’attarder sur une grande étude réalisée sur plus de 4000 donneurs268. Cette étude a conclu que le 

taux d’Apo E était supérieur chez les femmes jusqu’à 26 ans et que cette tendance s’inversait par la 

suite. Si l’on s’intéresse seulement aux individus de plus de 26 ans, l’étude a été réalisée sur 923 

femmes (âge moyen de 40 ans) et 885 hommes (âge moyen de 42 ans). Les taux moyens d’Apo E 

mesurés sont respectivement de 48,6 ђg / mL chez les hommes et 44,1 ђg / mL chez les femmes. 

Deux raisons expliquent que le taux mesuré est supérieur chez les hommes dans cette cohorte. 

D’abord, le taux d’Apo E augmente avec la consommation d’alcool et de tabac269. Or les 885 hommes 

de cette étude fument en moyenne deux fois plus de cigarettes et consomment cinq fois plus 

d’alcool que les femmes. Une analyse de variance a été réalisée et n’a pas révélé de lien entre le taux 

d’Apo E et ces deux paramètres. Cependant, cette analyse de variance s’est penchée sur ces deux 

facteurs séparément l’un de l’autre. Il se pourrait que la consommation d’alcool amplifie 

l’augmentation du taux d’Apo E liée à la consommation de tabac et que cette amplification devienne 

alors significative. De plus, l’âge des femmes de cette étude est de 39,9 ans avec un écart-type de 

seulement 4,8 ans. En admettant que la répartition des âges suive une loi normale, cela signifie que 

95 % des femmes de cette étude ont entre 30,3 et 49,5 ans. Or, nous avons vu précédemment que le 

taux d’Apo E devenait supérieur chez les femmes au-delà de 55 ans car ce taux augmente chez les 

femmes alors qu’il se stabilise chez les hommes264. Puisque la majorité des donneurs de notre étude 

a plus de 60 ans, il est donc logique que nous ayons trouvé un taux d’Apo E supérieur chez les 

femmes. 

Concernant le génotype ɸ2/ɸ3, il faut souligner le fait que peu d’échantillons masculins sont 

disponibles (n = 10). De plus, la variabilité est assez grande puisque les taux mesurés vont de 49 à 

100 ђg / mL. Un nombre d’échantillons plus important permettrait probablement de confirmer que 

le taux d’Apo E chez les femmes est supérieur à celui des hommes mêmes pour les individus porteurs 

du génotype ɸ2/ɸ3. De manière plus intéressante, le taux moyen d’Apo E totale entre les hommes et 

les femmes est statistiquement différent pour les génotypes ɸ3/ɸ3 (p = 3,76.10-7) et ɸ3/ɸ4 

(p = 2,97.10-4). En revanche, le taux d’Apo E4 n’est pas différent (p = 0,176) pour le génotype ɸ3/ɸ4. 

De nouvelles analyses de variance à un facteur ont alors été réalisées afin de comparer les taux 

d’Apo E chez les hommes porteurs du génotype ɸ3/ɸ3 afin de distinguer les individus sains de ceux 

atteints de la maladie d’Alzheimer. Une nouvelle fois, aucune différence significative n’a été trouvée. 

La même analyse a été réalisée sur les individus porteurs du génotype ɸ3/ɸ4 et chez les femmes 

ɸ3/ɸ3 ou ɸ3/ɸ4. Aucune différence n’a été trouvée dans ces groupes. De même, en faisant une ACP 

sur chacun de ces quatre groupes, les individus porteurs de la maladie d’Alzheimer ne peuvent pas 

clairement être distingués. 

Toutes les analyses statistiques testées ne permettent pas de différencier les individus sains de ceux 

atteints de la maladie d’Alzheimer par la simple mesure du taux plasmatique d’Apo E totale ou 

d’Apo E4 et en incluant les quelques descripteurs disponibles (âge, sexe et trois SNP). Ces dosages 

viennent apporter un élément supplémentaire aux résultats déjà publiés qui sont contradictoires 

puisque le taux d’Apo E totale (ou d’Apo E4) a été décrit comme étant supérieur, égal ou inférieur 

chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Lors de ces études, les dosages réalisés sont 
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basés sur une reconnaissance entre un anticorps et l’Apo E. La méthode proposée ici est orthogonale 

et complémentaire aux précédentes et vient donc appuyer les études pour lesquelles aucune 

différence n’a été observée.  

D’une manière générale, en ELISA, l’Apo E totale est dosée dans les échantillons inconnus et le 

génotype du donneur est déterminé en parallèle. Cependant, il existe un seul anticorps 

commercialisé et permettant de doser spécifiquement l’Apo E4. Ce kit ELISA est vendu par la société 

MBL International (Woburn, MA, USA). Quelques échantillons ont alors été dosés par ELISA avec cet 

anticorps afin de comparer les résultats obtenus par LC-MS/MS et avec ceux obtenus par ELISA. Les 

taux mesurés avec ce kit ELISA ont été très supérieurs à ceux déterminés par LC-MS/MS (d’un facteur 

quatre à dix). Deux hypothèses sont alors à envisager : soit les résultats obtenus par LC-MS/MS sont 

sous-estimés, soit le kit ELISA utilisé surdose l’Apo E totale et l’Apo E4. 

Un sous-dosage par LC-MS/MS peut avoir plusieurs origines. La première est liée au rendement de 

digestion enzymatique de la protéine cible. En effet, si ce rendement ne vaut que 50%, le taux 

mesuré de protéine sera alors biaisé d’un facteur deux. Pour calculer ce rendement, il faudrait 

disposer de chaque isoforme de l’Apo E et : soit avoir une matrice blanche d’apolipoprotéine E, soit 

que ces isoformes soient marqués par des isotopes stables. Ces protéines pures doivent alors être 

ajoutées en quantité connue dans le plasma avant la digestion enzymatique. A l’issue de cette 

digestion, les peptides rapporteurs marqués sont ajoutés en quantité connue également. Le rapport 

entre la quantité de peptide libéré par la protéine ajoutée avant la digestion et la quantité de peptide 

étalon va donner le rendement de digestion de la protéine. Une matrice blanche d’Apo E ou les 

isoformes marqués n’étant pas disponibles, cette estimation du rendement de digestion n’a pas pu 

être réalisée. En revanche, des peptides issus de clivages manqués avant et après les peptides 

d’intérêt ont été recherchés mais n’ont pas été observés. De plus, puisque l’Apo E a été répertoriée 

comme étant une protéine facile à digérer20, il est donc probable que son rendement de digestion 

soit de 100%. 

Une deuxième possibilité permettant d’expliquer un sous-dosage par LC-MS/MS serait que les 

peptides protéotypiques suivis soient modifiés. En effet, dans ce cas, leur masse va changer et ils ne 

seraient alors plus détectés par spectrométrie de masse. Cependant, aucune modification des 

peptides étudiés n’est décrite dans la littérature. Cette hypothèse est donc une nouvelle fois peu 

probable. 

On peut donc supposer que le dosage réalisé ici par ELISA soit faussé. Les taux d’Apo E totale et 

d’Apo E4 déterminés en ELISA sont issus d’un étalonnage externe. Cet étalonnage a été réalisé selon 

les instructions du fournisseur en solubilisant d’abord le mélange contenant les deux protéines 

servant d’étalon (2 ђg d’Apo E totale et 1 ђg d’Apo E4 lyophilisées). La solution ainsi obtenue a 

ensuite été diluée successivement pour atteindre les concentrations ayant servi pour définir les 

courbes d’étalonnage. L’hypothèse la plus probable qui permette d’expliquer le surdosage en ELISA 

serait que les concentrations attendues en protéine étalon soient beaucoup plus élevées que les 

concentrations réellement présentes en solution. Cette différence de concentration peut provenir (i) 

d’une mauvaise solubilisation des protéines, (ii) d’une adsorption des protéines sur les supports 

utilisés lors des dilutions (contenants et / ou cônes de pipette), (iii) ou du fait que la quantité initiale 

de protéines n’est pas celle supposée. Ces trois possibilités permettent de mettre le doigt sur 
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certaines difficultés rencontrées lorsque l’on souhaite travailler sur des protéines entières plutôt que 

sur des peptides. En effet, il est beaucoup plus facile de synthétiser un peptide qu’une protéine. Par 

conséquent, de plus grosses quantités de peptides sont obtenues et des pesées plus précises 

peuvent ainsi être réalisées.  

Un autre phénomène décrit dans le premier chapitre de ce manuscrit et lié aux dosages par ELISA 

pourrait expliquer ce surdosage de l’Apo E et de l’Apo E4. Il s’agit de la présence dans le plasma des 

patients d’anticorps qui vont se fixer d’une part sur l’anticorps greffé sur la plaque 96 puits et d’autre 

part sur l’anticorps ajouté dirigé contre l’Apo E ou l’Apo E4.  

Quelle que soit la raison de ce surdosage, il est en accord avec les résultats obtenus par ailleurs avec 

le même kit ELISA231. De plus, des concentrations d’Apo E aussi élevées n’ont été rapportées que par 

l’utilisation de ce kit ELISA et les taux d’Apo E déterminés par LC-MS/MS dans notre étude sont en 

accord avec ceux ayant été obtenus par plusieurs autres groupes ayant utilisé différents kit ELISA224-

227, 235, 263. Le kit proposé ici est donc une bonne illustration des difficultés qui peuvent être 

rencontrées en ELISA lorsqu’aucun anticorps vraiment validé n’est disponible. Ce phénomène 

renforce le besoin de disposer d’approches alternatives comme la spectrométrie de masse. 

 

IV) Conclusion et perspectives 
 

La méthode présentée ici permet de doser des protéines via un peptide protéotypique contenant 

une méthionine en s’affranchissant du biais éventuel lié à l’oxydation non contrôlée de la chaîne 

latérale de ce résidu. Bien que le peroxyde d’hydrogène soit le réactif le plus couramment utilisé afin 

d’oxyder les méthionines, il s’avère que l’utilisation de ce réactif conduit à un mélange entre des 

formes mono et doublement oxydées. En revanche, l’utilisation d’acide performique permet 

d’aboutir à une double oxydation totale et irréversible de ce résidu. De plus, l’ajout de phénol 

permet d’empêcher la réaction entre l’acide performique et les tyrosines. La réaction d’oxydation 

dure alors 24 heures. Afin d’augmenter le débit d’analyse, il pourrait donc être intéressant de 

diminuer ce temps de réaction. Parmi les pistes à explorer, il y a bien sûr la modulation de la 

concentration du réactif ainsi que la modulation de la température de réaction. L’utilisation d’énergie 

ultrason ou des micro-ondes permet également d’accélérer les vitesses de réactions en augmentant 

localement la température et / ou la pression19. Une expérience intéressante à réaliser serait par 

exemple d’ajouter le réactif lors de la digestion enzymatique. Il faudra alors bien veiller à ce que la 

trypsine soit toujours active dans ces conditions. En effet, la trypsine possède deux méthionines. On 

peut cependant supposer que l’oxydation de ces deux méthionines ne modifie pas l’activité de la 

trypsine. En revanche, elle possède 12 cystéines impliquées dans six ponts disulfure. Or, l’acide 

performique oxyde les ponts disulfure pour former des acides cystéiques. La rupture de ces ponts 

disulfure va engendrer une perte de la structure tertiaire de la trypsine et donc très certainement 

une perte de son activité. Si l’oxydation doit se dérouler pendant la digestion enzymatique, il faudra 

alors soit trouver un autre réactif qui permette d’oxyder les méthionines sans réduire les ponts 
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disulfure, soit évaluer l’impact d’un ajout plus important de trypsine afin de palier la baisse de 

l’activité trypsique suite à l’inactivation de l’enzyme. 

Bien que des efforts pourraient être fournis afin de diminuer le temps nécessaire pour préparer un 

échantillon, il faut toutefois évaluer le problème pour un grand nombre d’échantillons. En effet, le 

challenge de cette méthode ne réside pas dans la recherche d’une protéine à l’état de trace car le 

taux plasmatique l’Apo E est situé au-delà de la dizaine de ђg / mL. Une séparation 

chromatographique très rapide a donc pu être mise en place : les échantillons ont été séparés sur 

une colonne de longueur de 5 cm et ayant des tailles de particules inférieures à 2 ђm. La séparation a 

alors été réalisée en moins de cinq minutes ce qui a permis de rattraper le surplus de temps lié au 

protocole d’oxydation. En effet, sachant que 50 échantillons ont été préparés pour chaque série et 

que dans une semaine, trois séries de préparation peuvent être réalisées, 150 échantillons pouvaient 

être analysés chaque semaine. Ceci représente donc un temps machine de 12,5 h. Si deux personnes 

s’occupent de la préparation d’échantillon simultanément, 300 échantillons peuvent être prêts 

chaque semaine ce qui représente un temps machine de 25h. Si le protocole classique était appliqué 

(i.e. digestion et extraction sur phase solide mais sans oxydation), quatre séries de préparation 

pourraient être réalisées par semaine, soit 200 échantillons. Une séparation sur une colonne 

chromatographique conventionnelle dure environ 30 min donc ceci représenterait 100 h de temps 

machine soit 4 jours par semaine. En revanche, si deux personnes se consacrent à la préparation 

d’échantillon, l’analyse des 400 échantillons hebdomadaires nécessiterait un temps machine de 

200 h. Or une semaine ne contient que 168 h. Ceci illustre que dans les campagnes de dosage de 

nombreux échantillons, le facteur limitant est généralement le temps nécessaire pour réaliser 

l’analyse par LC-MS/MS et non pas la durée de préparation d’échantillon même si elle est étalée sur 

trois jours consécutifs comme c’est le cas ici. 

L’oxydation des méthionines par l’acide performique a donc été appliquée ici pour le dosage de 

l’apolipoprotéine E4 dont le seul peptide protéotypique contient une méthionine (séquence 

LGADMEDVR). L’Apo E4 étant impliquée dans la maladie d’Alzheimer, il est important de disposer 

d’outils pour la doser. En effet, les dosages actuels sont réalisés par des techniques faisant appel à 

l’utilisation d’anticorps. De plus, les résultats dans la littérature sont contradictoires : certains 

groupes trouvent des taux plus élevés237, identiques232, 233, 234, 235 ou plus faibles entre les échantillons 

témoins et malades230, 231. Après avoir rigoureusement validé la méthode développée (notamment la 

répétabilité du protocole de préparation d’échantillon), les taux d’Apo E4 et d’Apo E totale ont été 

déterminés dans 673 plasmas répartis en 223 témoins et 450 porteurs de la maladie d’Alzheimer. Ce 

nombre de dosages représente à ce jour la plus grande cohorte analysée par LC-MS/MS. Les analyses 

statistiques des résultats (analyse de variance et analyse en composantes principales) n’ont pas 

permis de distinguer ces deux cohortes. Ceci n’est pas forcément surprenant puisque les résultats 

dans la littérature sont contradictoires. Cependant, les analyses réalisées n’ont inclus que peu de 

paramètres : génotype, âge, sexe des donneurs et trois modifications de l’ADN. Il aurait donc été 

intéressant de disposer d’autres paramètres qui sont connus pour influencer le taux d’Apo E. En 

effet, certains de ces paramètres sont connus pour augmenter l’expression de l’Apo E. Ces 

paramètres comprennent notamment la consommation d’alcool270, de tabac269, l’indice de masse 

corporelle268, le rapport taille-hanche268. De même, l’utilisation de médicaments ayant pour but de 

diminuer le taux de lipides plasmatiques diminue également le taux d’Apo E269. De plus, l’origine du 

donneur peut avoir un impact sur le taux d’Apo E. En effet, il a déjà été montré qu’un sud européen 
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avait un taux d’Apo E supérieur à un nord européen271. Il existe d’autres paramètres influençant le 

taux d’Apo E mais qui seraient moins pertinents dans notre étude. Par exemple, la prise de 

contraceptifs diminue le taux d’Apo E265. Cependant, puisque 354 femmes parmi les 360 de notre 

étude statistique ont plus de 60 ans, on peut aisément imaginer qu’elles ne prennent pas de 

contraceptifs.  

Les données disponibles n’ayant pas permis de distinguer ces deux cohortes, il peut être conclu que 

les taux plasmatiques d’Apo E et d’Apo E4 ne sont pas des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer. 

De plus, la maladie d’Alzheimer se traduit par la formation de plaques amyloïdes dans le cerveau. Si 

une différence de concentration en Apo E dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) existe, elle n’est 

pas forcément visible dans le plasma puisque les variations de concentrations en Apo E entre ces 

deux liquides ne sont pas corrélées229. 
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I) Introduction 
 

Comme nous l’avons vu dans le chapitre bibliographique, les limites de quantification actuelles par 

LC-MS/MS se situent aux environs du ng de protéine par mL de plasma ou sérum après la déplétion 

des protéines majoritaires et fractionnement de l’échantillon17, 68. A ce jour, ces limites ne sont donc 

pas suffisantes pour permettre de doser les protéines les moins concentrées (comme par exemple 

l’interleukine-6 dont la concentration est inférieure à 2 pg / mL272). Tout moyen d’abaisser ces limites 

est donc intéressant à explorer. 

Différentes voies de recherche sont possibles afin d’abaisser ces limites de quantification. Tout 

d’abord, il y a l’efficacité d’ionisation. En effet, la sensibilité dépend du rendement d’ionisation de 

l’analyte et de sa transmission jusqu’au détecteur. Actuellement, environ 1% des ions présents en 

solution vont rejoindre l’intérieur du spectromètre de masse273. De nombreux groupes travaillent 

donc sur l’optimisation des sources d’ionisation. Par exemple, le groupe de Smith a développé une 

source composée de multiples capillaires qui vont permettre de diviser le débit issu de la 

chromatographie et permettre ainsi un meilleur processus d’ionisation274. Cette source a ensuite été 

complétée par deux entonnoirs à ions : le premier à pression élevée (18 Torr), va permettre 

d’envoyer beaucoup de gaz afin de désolvater les ions tandis que le second (pression de 1 à 2 Torr) 

permet le transfert des ions vers une zone de vide plus poussé. Ce montage a été appliqué soit à un 

temps de vol275, soit à un triple quadripôle276 et un gain de sensibilité d’un facteur soixante-dix a été 

atteint. A ce jour, ce dispositif n’est cependant pas commercialisé. Une autre approche permettant 

de gagner en sensibilité consiste à dériver les analytes277-279. Les objectifs de la dérivation peuvent 

être d’introduire une charge permanente, d’augmenter l’hydrophobicité de l’analyte afin 

d’augmenter son activité de surface (i.e. la capacité de l’analyte à rejoindre la surface de la goutte 

lors de l’évaporation du solvant car plus l’activité de surface d’un analyte est importante, plus il sera 

rapidement désolvaté et donc plus le signal généré sera important), ou de faciliter la fragmentation 

de l’analyte et permettre ainsi une analyse en SRM. Un gain d’un facteur soixante-dix ou plus peut 

ainsi être généré. Cependant, ce procédé nécessite l’ajout d’une étape lors de la préparation 

d’échantillon. Ceci va d’une part nécessiter une durée de préparation plus longue, et d’autre part 

risquer de diminuer la répétabilité de la méthode. En effet, il y a un risque d’avoir une réaction de 

dérivation incomplète ce qui peut également limiter le gain de sensibilité. Une difficulté 

supplémentaire réside dans le fait de trouver un réactif peu onéreux qui puisse être greffé sur des 

peptides particuliers. En effet, si tous les peptides sont dérivés, tous auront une meilleure activité de 

surface. De ce fait, aucun gain de signal ne risque d’être observé. Il faut donc cibler les acides aminés 

les plus rares afin de dériver le moins de peptides possibles. Les réactifs dirigés contre les thiols des 

cystéines présentent donc un intérêt lors de cette approche. L’inconvénient est que le choix des 

peptides protéotypiques est donc limité aux peptides contenant une cystéine. Ces peptides ne sont 

pas forcément ceux qui donneront le meilleur signal donc le gain final sur la méthode de dosage ne 

sera pas le reflet du gain observé pour le peptide contenant la cystéine. 

Avant d’envisager des modifications chimiques sur les analytes qui ne seront pas forcément 

reproductibles ou des modifications instrumentales, le gain en sensibilité peut se faire de façon plus 

simple en optimisant par exemple la préparation d’échantillon mais également la chromatographie. 

En effet, la séparation chromatographique est souvent négligée et peut pourtant apporter un gain en 
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sensibilité. Empiriquement, pour la séparation de peptides, les phases mobiles utilisées sont 

constituées d’eau et de l’acétonitrile contenant de l’acide formique et la séparation est réalisée avec 

une phase stationnaire de type C18. Le choix de l’ACN s’explique notamment par la faible pression 

qu’il génère dans la colonne lors de la séparation chromatographique. D’autres solvants tels que le 

méthanol (MeOH) peuvent remplacer l’ACN et pourtant leur utilisation reste quasi inexistante pour 

la séparation de peptides. De plus, dans un contexte de « crise de l’ACN », comme cela a été le cas en 

2009 avec une multiplication des tarifs de l’ACN par un facteur quinze, trouver des alternatives à 

l’utilisation de l’ACN est devenu crucial. Dans ces conditions, l’évaluation du MeOH pour la 

séparation de peptides s’avérait intéressante d’autant plus que les chaînes chromatographiques 

actuelles permettent de travailler à des pressions élevées (supérieures à 1 000 bar). 

Dans ce contexte, l’un des objectifs de l’étude suivante est de vérifier si l’ACN peut être remplacé par 

du MeOH en phase inverse en terme de sensibilité du dosage par LC-MS/MS en mode SRM. Dans une 

seconde partie, un autre mode de séparation sera évalué : la chromatographie liquide d’interactions 

hydrophiles (HILIC). En effet, ce mode de chromatographie est reconnu pour augmenter la sensibilité 

du dosage (jusqu’à un facteur dix) lors de l’analyse de petites molécules. Nous évaluerons donc si des 

gains d’intensité similaires peuvent être atteints avec des peptides. 

 

II) Matériel et méthodes 

II.1)  Réactifs 

 

L’acétonitrile, le méthanol et l’eau (qualité LC-MS) proviennent de Fisher Scientific (Strasbourg, 

France). Le dithiothéitol (DTT), l’iodoacétamide (IAM), l’acide formique (qualité LC-MS), la trypsine 

(type IX-S de pancréas porcin), le bicarbonate d’ammonium, le formiate d’ammonium, l’acétate 

d’ammonium, l’urée, l’alcool méta-nitrobenzylique (m-NBA), l’albumine de sérum humain (HSA), le 

lysozyme C de poulet et la myoglobine de cheval viennent de Sigma-Aldrich (St Quentin-Fallavier, 

France). Le sérum provient de l’Etablissement Français du Sang. Les peptides de séquence EEFSPLR, 

LGPLV*(13C5, 
15N1)EQGR et ILIPGVGK viennent de Millegen (Labège, France). Le peptide de séquence 

LSEPAELTDAVK et les autres  peptides marqués (13C6, 
15N4 pour les arginines ou 13C6, 

15N2 pour les 

lysines) utilisés ont été synthétisés par bioMérieux (Marcy l’Etoile, France). Enfin, les cartouches 

d’extraction sur phase solide de type Oasis HLB® 3 cc (60 mg) ou MCX 3 cc (60 mg) proviennent de 

Waters (Milford, MA, USA). 
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II.2) Préparation des échantillons 

II.2.1) Digestion enzymatique 

 

100 ђL d’échantillon (sérum ou urine) sont dénaturés par ajout de 400 ђL d’urée 8 M et 55 ђL de DTT 

à 150 mM pendant 40 min à 60°C. Les échantillons sont ensuite alkylés pendant 40 min à 

température ambiante et dans le noir par ajout de 170 ђL d’IAM à 150 mM. Les échantillons sont 

ensuite dilués par cinq dans du bicarbonate d’ammonium 50 mM à pH 8. 20 ђg de trypsine 

solubilisée dans le bicarbonate d’ammonium à 50 mM sont alors ajoutés et la digestion se déroule 

pendant 16 h à 37°C. La digestion est arrêtée par l’ajout d’acide formique afin d’obtenir une 

concentration finale de 0,5% (v / v). 

 

II.2.2) Extraction des peptides supplémentés dans le sérum pour la comparaison entre le 

MeOH et l’ACN en phase inverse 

 

100 ђL du mélange de peptides marqués sont ajoutés au sérum digéré ci-dessus. Les échantillons 

sont ensuite extraits sur des cartouches de type Oasis® HLB 3 cc (60 mg). Les cartouches sont d’abord 

conditionnées par 1 mL de méthanol puis 1 mL d’eau contenant 0,1% d’acide formique. L’ensemble 

des 100 ђL de sérum digéré est alors déposé (soit un volume total d’environ 4 mL). Puis la cartouche 

est lavée par 1 mL d’eau contenant 0,1 % d’acide formique et l’élution est réalisée par l’ajout de 1 mL 

de mélange H2O / MeOH (20 / 80, v / v) contenant 0,1 % d’acide formique. L’éluat est ensuite dilué 

dans 2 mL de tampon acétate 200 mM à pH 3 pour être fractionné par MCX : les cartouches MCX 

sont conditionnées par 1 mL de méthanol puis 1 mL de tampon acétate à pH 3. L’éluat dilué de la 

cartouche HLB est ensuite déposé. Le lavage s’effectue par 1 mL de tampon acétate à pH 3 puis par 

1 mL de mélange tampon acétate pH 3 / méthanol (20 / 80, v / v). Ensuite, trois élutions sont 

réalisées par : (i) 1 mL de mélange tampon acétate pH 5,5 / méthanol (50 / 50, v / v), (ii) 1 mL de 

mélange tampon bicarbonate d’ammonium 200 mM pH 8 / méthanol (50 / 50, v / v) et (iii) 1 mL de 

mélange hydroxyde de sodium 1 M / méthanol (10 / 90, v / v). Chaque éluat est évaporé à sec et 

repris dans 250 ђL d’eau contenant 0,5 % d’acide formique. 

 

II.2.3) Extraction des peptides pour la comparaison entre la phase inverse et l’HILIC 

 

Les digests ont été dessalés sur des cartouches de type Oasis® HLB 3 cc (60 mg) selon le protocole 

décrit au paragraphe précédent à l’exception de l’élution qui est réalisée par l’ajout de 1 mL de 

MeOH contenant 0,5 % d’acide formique. L’éluat est ensuite évaporé et repris dans 100 ђL d’eau 

contenant 0,1% d’acide formique pour les échantillons analysés en phase inverse ou dans 100 ђL 

d’un mélange eau / acétonitrile (17 / 83, v / v) contenant également 0,1% d’acide formique pour les 

échantillons analysés en HILIC. 
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II.2.4) Préparation des gammes 

II.2.4.1) En solvant(eau) 

 

Une gamme contenant les peptides LGPLV*EQGR, ILIPGVGK et EEFSPLR a été préparée dans de l’eau 

contenant 0,5% d’acide formique de façon à obtenir des concentrations de 0 ; 1 ; 5 ; 10 ; 50 ; 100 ; 

500 ; 1 000 ; 2 000 ; 5 000 et 10 000 ng d’équivalent protéine par mL de solution pour le peptide 

LGPLV*EGQR. Pour le peptide ILIPGVGK, la gamme est obtenue avec des concentrations de 0 ; 

0,0333 ; 0,167 ; 0,333 ; 1,67 ; 3,33 ; 16,7 ; 33,3 ; 66,7 ; 166,7 et 333 ng / mL de peptide. Pour le 

peptide EEFSPLR, les concentrations sont de 0 ; 0,1 ; 0,5 ; 1 ; 5 ; 10 ; 50 ; 100, 200 ; 500 et 

1000 ng / mL de peptide. 

 

II.2.4.2) En matrice (sérum ou urine) 

 

100 ђL de chacun des onze points de gamme préparés en solvant (cf. paragraphe précédent) ont été 

prélevés et ajoutés dans un volume de 4 mL de sérum (ou d’urine) digéré (obtenu après digestion de 

100 ђL de sérum (ou d’urine) initial selon le protocole décrit précédemment). Les digests ont ensuite 

été dessalés sur des cartouches de type Oasis® HLB 3 cc (60 mg) et repris dans 100 ђL selon le 

protocole décrit au paragraphe II.2.3). 

 

II.2.5) Préparation des échantillons pour l’évaluation du volume de matrice injectable en 

HILIC 

 

Pour étudier l’impact de la quantité de matrice injectée sur le signal mesuré, différents échantillons 

ont été préparés de la façon suivante : 
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Figure 76 : Schéma de préparation des échantillons pour l’étude du volume de matrice injectable en HILIC. 

 

Le même protocole a été appliqué en l’absence de matrice : 100 ђL d’une solution contenant les trois 

peptides précédents ont été ajoutés à 4 mL d’eau acidifiée (ce qui correspond au volume de solution 

obtenu après digestion de 100 ђL de matrice). L’ensemble a subi le protocole SPE décrit ci-dessus 

mais a été concentré dans un volume final de 200 ђL. Pour les études en phase inverse, le solvant de 

reprise est de l’eau acidifiée (par 0,5% d’acide formique) alors que pour les études en HILIC, il s’agit 

d’un mélange eau / acétonitrile (17 / 83, v / v) contenant également 0,5% d’acide formique. Chacune 

de ces deux solutions a été diluée comme précédemment. 

 

II.3) Analyse LC-MS/MS 

 

L’analyse a été réalisée sur un système chromatographique HP 1290 series (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Germany) constitué d’un passeur d’échantillons et d’une pompe binaire. 20 ђL 

d’échantillon sont injectés et séparés sur une colonne Symmetry C18 de dimensions 2,1 x 100 mm, 

avec des tailles de particules de 3,5 ђm provenant de Waters (Milford, MA, USA). Pour étudier 

l’influence de la phase mobile en phase inverse, l’élution a été réalisée à un débit de 300 ђL / min 

selon les gradients suivants : (i) un plateau de 3 min avec 5% de B (acétonitrile contenant 0,1% 

d’acide formique), suivi d’un gradient linéaire de 5 à 28% de B en 35 min puis d’un lavage de colonne 

de 10 min avec 90% de B et d’un reconditionnement avec 5% de B pendant 10 min et (ii) un plateau 

de 3 min avec 12% de B (méthanol contenant 0,1% d’acide formique), suivi d’un gradient linéaire de 

12 à 70% de B en 41 min puis d’un lavage de colonne de 10 min avec 90% de B et d’un 

Matrice (sérum ou urine) : volume initial = 100 ђL

Digestion enzymatique (Volumefinal= 4 mL),
ajout de 100 ђL de solution contenant les
trois peptides et SPE

Matrice (sérum ou urine) : volume final = 200 ђL

FD(a) = 1 FD = 1,25 FD = 1,67 FD = 2 FD = 2,5 FD = 5 FD = 10 FD = 20

Dilution

Vinj=
20 ђL(c)

Vinj =
20 ђL

Vinj =
20 ђL

Vinj =
20 ђL

Vinj =
20 ђL

Vinj =
20 ђL

Vinj =
20 ђL

Vinj =
20 ђL

M/S(b) = 0,5 M/S = 0,4 M/S = 0,3 M/S = 0,25 M/S = 0,2 M/S = 0,1 M/S = 0,05 M/S = 0,02

Vemi
(d) = 10 ђL Vemi = 8 ђL Vemi = 6 ђL Vemi = 5 ђL Vemi = 4 ђL Vemi = 4 ђL Vemi = 1 ђL Vemi = 0,5 ђL

(a) FD : Facteur de dilution
(b) M/S : Volume de matrice (en ђL) par ђL de solution après dilution
(c) Vinj : Volume de solution prélevé par l’injecteur 
(d) Vemi : Volume d’équivalent matrice injecté
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reconditionnement avec 12% de B pendant 10 min. Dans les deux cas, le solvant A est de l’eau 

contenant 0,1% d’acide formique et la pente du gradient d’élution est de 1,4 % par minute.  

Pour les comparaisons entre la phase inverse et l’HILIC, les analytes  (volume injecté de 1 ou 5 ђL) ont 

été séparés sur la même colonne Symmetry C18 de dimensions 2,1 x 100 mm avec des tailles de 

particules de 3,5 ђm provenant de Waters (Milford, MA, USA). L’élution a été réalisée à 300 ђL / min 

avec de l’eau (solvant A) et de l’acétonitrile (solvant B) contenant tous les deux 0,1% d’acide 

formique en appliquant un plateau de 3 minutes à 5% de solvant B puis en utilisant un gradient 

linéaire de 5 à 26% de solvant B en 15 minutes. Le lavage de la colonne s’est ensuite déroulé pendant 

3 minutes avec 100 % de B et la colonne a été rééquilibrée pendant 4 minutes. Le temps de cycle 

total est de 26 minutes. En HILIC, le volume injecté (également de 1 ou 5 ђL) a été séparé sur une 

colonne XBridge amide ayant les mêmes dimensions que la colonne précédente (2,1 x 100 mm avec 

des particules de 3,5 ђm) et provenant également de Waters (Milford, MA, USA). L’élution a été 

réalisée à 300 ђL / min par un plateau de 3 minutes avec 83% de solvant B suivi d’un gradient linéaire 

de 83 à 71% de B en 22,5 minutes. La colonne a été lavée par 50% de B pendant 3 minutes puis 

rééquilibrée pendant 6 minutes. Le temps de cycle total est alors de 36 minutes. 

L’éluat est détecté par un spectromètre de masse hybride (triple quadripôle / piège à ions linéaire) : 

le 5500 QTRAP® (AB Sciex, Foster City, CA, USA) équipé d’une source Turbo VTM. L’ensemble (le 

contrôle de la LC-MS/MS, l’acquisition des données ainsi que leur retraitement) est réalisé via le 

logiciel Analyst 1.5.1. Le spectromètre de masse a été calibré par du polypropylène glycol, de la 

réserpine et de l’ « Agilent Tuning Mix » (provenant tous les trois d’AB Sciex, Foster City, CA, USA) 

selon les instructions du constructeur. La résolution en Q1 et en Q3, mesurée par la largeur des pics à 

mi-hauteur a été ajustée à 0,7 ± 0,1 a.m.u (unité de masse atomique). Cette valeur est considérée 

comme étant la résolution unitaire. Le mode positif a été retenu pour l’ionisation sous une tension 

de spray d’ions de 5500V. Les pressions de gaz rideau et de nébulisation sont de 50 psi. Dans les deux 

cas, le gaz utilisé est de l’azote. La source est chauffée à 500°C, la pression du gaz auxiliaire (azote 

également) est également de 40 psi et celle du gaz de collision est fixée à 12 psi.  

 

III) Résultats et discussion 
 

Afin d’évaluer l’influence du MeOH en substitution de l’ACN, nous nous sommes placés dans un 

premier temps dans des conditions réelles de dosage pour démarrer notre étude. Nous avons donc 

cherché à analyser des peptides contenus dans du sérum digéré. Ces analyses ont été réalisées en 

premier lieu en remplaçant uniquement l’ACN par du MeOH sans changer le gradient de séparation. 
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III.1) Séparation avec la même pente de gradient de solvant éluant 

 

Du sérum a été digéré puis 32 peptides marqués (par du carbone 13 et de l’azote 15) ont donc été 

ajoutés. Ces peptides sont des peptides trypsiques protéotypiques de 32 protéines plasmatiques. 

Afin de reconcentrer l’échantillon, une extraction sur phase solide a été réalisée et le mélange 

obtenu a été injecté plusieurs fois en utilisant soit de l’acétonitrile, soit du méthanol dans la phase 

mobile. Les aires moyennes mesurées dans les deux conditions ainsi que les temps de rétention de 

chaque peptide sont présentés dans le Tableau 20 :  

Tableau 20 : Liste des aires mesurées pour les 32 peptides en utilisant l’acétonitrile ou le méthanol comme phase mobile. 

Peptide Moyenne MeOH Tr (min) Moyenne ACN Tr (min) Gain (%)

VVNSILAFR 4,17E+06 19,9 3,02E+06 12,9 38,1

VGVNGFGR 8,11E+05 13,1 4,53E+05 10 79,0

SQIHDIVLVGGSTR 1,49E+06 18,5 8,69E+05 12 71,5

FIIPQIVK 1,43E+07 28,4 8,27E+06 16,5 72,9

GLTSVINQK 8,51E+05 15,3 5,63E+05 10,7 51,2

IVVVTAGVR 1,76E+05 15,5 8,77E+04 10,8 100,7

TYNFLPEFLVSTQK 3,90E+06 34,6 2,00E+06 20,3 95,0

YGVSGYPTLK 3,71E+06 20,7 4,65E+06 12,6 -20,2

GSTAPVGGGAFPTIVER 3,70E+05 24,3 1,31E+05 14,7 182,4

THLPGFVEQAEALK 7,98E+05 24,8 6,26E+05 14,6 27,5

VNLAELFK 6,95E+05 29,8 3,75E+05 17,5 85,3

LSILYPATTGR 1,17E+06 22,4 9,98E+05 14,2 17,2

DHINLPGFSGQNPLR 2,07E+06 27,2 1,21E+06 15,7 71,1

EGVHGGLINK 1,47E+05 7,8 1,02E+05 7,5 44,1

AINQGGLTSVAVR 4,41E+05 18,4 2,51E+05 11,8 75,7

LLDSSTVTHLFK 1,57E+06 27,8 7,34E+05 15,7 113,9

SFWELIGEAAK 3,53E+06 30,3 2,54E+06 18 39,0

GADVWFK 1,42E+06 18,5 3,82E+05 13,2 271,7

IAVAAQNCYK 1,41E+05 11,9 1,71E+05 9,1 -17,5

EQQIVIQSSGGLSK 3,34E+04 17,5 3,28E+04 11,6 1,8

ENLLDFIK 2,35E+06 37,6 1,36E+06 22,5 72,8

TGEAIVDAALSALR 3,04E+05 37,1 2,33E+05 21,1 30,5

LLADPTGAFGK 2,03E+05 22,6 1,25E+05 14 62,4

DCVGPEVEK 3,91E+05 23,5 1,98E+05 13,8 97,5

DCAVIVTQK 9,45E+06 23,5 4,78E+06 13,8 97,7

SNVSDAVAQSTR 4,58E+04 12,8 1,86E+04 9,5 146,2

TAFQEALDAAGDK 3,56E+04 34,1 2,09E+04 18,9 70,3

EEAENTLQSFR 1,59E+05 26,2 7,64E+04 15 108,1

FADLSEAANR 4,74E+05 22,9 3,63E+05 14,4 30,6

HYGGLTGLNK 2,14E+05 10,6 1,62E+05 9,2 32,1

HILANFK 5,36E+04 11,1 2,15E+04 9,5 149,3

FFVGGNWK 1,19E+05 21,8 7,48E+04 15 59,1

Moyenne (%) 73,7

 

Pour chaque peptide, le gain de signal obtenu en utilisant le méthanol est calculé par la formule 

suivante : 
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Le gain d’aire moyen obtenu pour l’ensemble de ces 32 peptides est de 74 %. Ces données (ainsi que 

les hauteurs des pics chromatographiques) sont également représentées sur les diagrammes de 

Pareto suivants : 

 

Figure 77 : Diagrammes de Pareto sur les gains d’aire (A) et de hauteur (B) entre le méthanol et l’acétonitrile.  

Dans ces diagrammes, les valeurs en abscisse correspondent à différents intervalles de gain d’aire 

(partie A) ou de hauteur (partie B) entre le méthanol et l’acétonitrile, sachant qu’un gain d’aire de 

100% équivaut à une aire doublée. Les histogrammes représentent le nombre de peptides par 

intervalle de gain d’aire. Par exemple, le gain d’aire est compris entre 90 et 120% pour trois peptides. 

Enfin, la courbe correspond aux effectifs cumulés. Par exemple, 22% des peptides ont un gain d’aire 
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supérieur à 90%, ou encore, 94% des peptides présentent un gain d’aire supérieur à 0%. En d’autres 

termes, l’aire de 94% des peptides étudiés est supérieure en utilisant le méthanol plutôt que 

l’acétonitrile comme phase mobile. 

Concernant les hauteurs des pics chromatographiques, des gains moins importants sont rencontrés 

comme le montre la Figure 77 B et le gain moyen n’est plus que de 52%. Ceci s’explique par un 

élargissement des pics chromatographiques (de 13% en moyenne). Cet élargissement peut être 

expliqué par l’équation de Van Deemter que nous avons vue lors du chapitre précédent (cf. 

paragraphe III.4.1) page 163 :  ; avec H la hauteur équivalente à un plateau théorique, u la vitesse linéaire de la 

phase mobile, A l’anisotropie d’écoulement, B la diffusion longitudinale et C la résistance au transfert 

de masse. Si H est en m et u en m.s-1͕�ĂůŽƌƐ�ůĞ�ƚĞƌŵĞ���ĞƐƚ�ĞŶ�ŵ͕���ĞŶ�ŵϸ͘Ɛ-1 et C en s-1. 

La hauteur équivalente à un plateau théorique va donc augmenter avec la résistance au transfert de 

masse (terme C). Or, cette résistance est inversement proportionnelle au coefficient de diffusion du 

soluté dans la phase mobile. Ainsi, si la viscosité de la phase mobile augmente (ce qui est le cas 

puisque la viscosité du MeOH est de 0,56 cP à 25°C et que celle de l’ACN est de 0,35 cP280), le 

coefficient de diffusion du soluté dans cette phase mobile va diminuer et donc, la résistance au 

transfert de masse va augmenter. Si ce terme C augmente, le terme H augmente ce qui va se traduire 

par un pic chromatographique plus large (car l’efficacité de la colonne est inversement 

proportionnelle à H). Ce phénomène explique pourquoi les pics obtenus en utilisant le méthanol à la 

place de l’acétonitrile sont plus larges. Or, puisque le signal en électrospray augmente avec la 

concentration au sommet du pic chromatographique, si le pic est plus large, la concentration de 

l’analyte au sommet du pic diminue et le signal mesuré sera plus faible. Ce phénomène sera d’ailleurs 

bien illustré ultérieurement (cf. Figure 80 page 206). 

Bien que les pics chromatographiques soient plus larges avec le méthanol, nous obtenons tout de 

même un gain de signal. Ce gain diffère cependant d’un peptide à l’autre. Afin d’expliquer ces 

différences, nous avons essayé de trouver une corrélation entre le gain et quelques propriétés 

physico-chimiques des peptides. Pour simplifier, nous en reportons uniquement trois : le point 

isoélectrique des peptides, leur hydrophobicité et leur basicité an phase gaz. Les valeurs de point 

isoélectrique et d’hydrophobicité ont été obtenues à partir du logiciel GPMAW 6.00. Ce logiciel 

calcule le point isoélectrique d’après l’algorithm de Skoog et Wichman281 et l’hydrophobicité selon 

l’indice de Bull et Breese282. Les basicités en phase gaz ont quant à elles été obtenues par le module 

ESP Predictor développé par le groupe de Carr afin de prédire les peptides donnant la meilleure 

réponse en masse à partir de leur séquence126.  
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Tableau 21 : Point isoélectrique, hydrophobicité et gain d’aire des 32 peptides étudiés. 

Peptide pI Hydrophobicité
Basicité en 

phase gaz (kJ/mol)
Gain d'aire (%)

YGVSGYPTLK 5.39 -2640 878,1 -25.4

IAVAAQNCYK 8.91 880 875,0 -13.1

EQQIVIQSSGGLSK 6.99 1460 875,5 1.1

LSILYPATTGR 9.9 -3240 879,9 17.0

THLPGFVEQAEALK 5.32 -280 877,2 29.9

TGEAIVDAALSALR 4.11 270 875,6 31.6

EGVHGGLINK 7.82 1130 874,1 33.0

HYGGLTGLNK 9.54 30 877,9 35.7

VVNSILAFR 11.1 -3510 876,6 38.4

SFWELIGEAAK 4.31 -1890 874,6 38.5

FADLSEAANR 4.11 1780 875,5 40.8

GLTSVINQK 10.15 -10 873,3 50.5

TAFQEALDAAGDK 3.74 3530 875,7 58.3

LLADPTGAFGK 6.98 -790 879,8 60.1

FFVGGNWK 9.85 -2020 873,6 60.1

AINQGGLTSVAVR 11.2 1500 876,1 64.4

DHINLPGFSGQNPLR 7.9 170 876,0 72.6

SQIHDIVLVGGSTR 7.6 -340 875,7 74.0

ENLLDFIK 4.11 -3800 877,3 74.9

VGVNGFGR 11.1 990 876,6 75.2

FIIPQIVK 9.85 -5360 878,2 77.2

DCVGPEVEK 3.87 1590 876,0 82.1

VNLAELFK 6.99 -3100 877,7 82.8

TYNFLPEFLVSTQK 6.67 -4860 877,9 85.2

EEAENTLQSFR 4.01 2230 877,1 86.8

DCAVIVTQK 6.1 350 877,8 90.1

IVVVTAGVR 11.15 -2050 878,2 94.3

LLDSSTVTHLFK 7.82 -4040 878,3 110.8

SNVSDAVAQSTR 7.02 4430 875,7 140.6

HILANFK 9.85 -1970 874,4 170.6

GSTAPVGGGAFPTIVER 7.04 1850 876,0 174.1

GADVWFK 6.99 -980 876,9 335.2

 

Dans ce tableau, les peptides ont été listés de façon croissante selon le gain d’aire obtenu. Ce gain 

d’aire a été représenté en fonction des trois paramètres listés ci-dessus sur la Figure 78 : 
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Figure 78 : Corrélation entre le gain d’aire et le point isoélectrique (A), la basicité en phase gaz (B) ou l’indice de Bull et 

Breese (C). 

 

Ces trois graphiques montrent qu’il n’y a aucune corrélation entre le gain d’aire obtenu et les trois 

propriétés listées. La même recherche a été effectuée sur le gain de hauteur ou sur l’élargissement 

des pics et les mêmes conclusions peuvent être tirées.  

Pour expliquer les différences de gain, il faut s’intéresser de plus près à la séparation 

chromatographique. Puisque le temps de rétention du peptide élué en premier est presque le même 

avec les deux solvants (7,5 min avec l’ACN et 7,8 min avec le MeOH) mais que le dernier peptide est 

élué avec plus de 15 min d’écart (22,5 min avec l’ACN et 37,6 min avec le MeOH), cela signifie que les 

sélectivités sont différentes entre les deux systèmes chromatographiques. En effet, selon le Tableau 

20 page 199, les temps de rétention des peptides changent en fonction du solvant utilisé. Ce que 

nous voyons en SRM pour les peptides suivis peut être généralisé à tous les composés interférents 

présents sur la phase stationnaire mais non visibles du fait de la spécificité du mode de balayage. 

L’un des moyens d’évaluer la qualité de la séparation chromatographique sans forcément suivre 

toutes les molécules est de calculer la capacité de pics. La capacité de pics représente le nombre de 

composés qui peuvent être séparés avec une résolution égale à un283. Cette résolution est la 

résolution minimale permettant une mesure correcte de l’aire sous chacun des deux pics. Les 

capacités de pics des deux systèmes chromatographiques ont alors été calculées selon la formule 

suivante284 :  

   1 

avec ͗�ȴdƌ�l’écart de temps de rétention entre le premier (Tr1) et le dernier (Tr32) composé élué.   
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La largeur à la base du pic utilisée est la valeur moyenne des largeurs à la base des 32 peptides. 

Chacune de ces largeurs a été calculée par : 

  

Les capacités de pics obtenues après séparation avec l’ACN et le MeOH sont reportées dans le 

tableau suivant : 

Tableau 22 : Largeurs moyennes des pics chromatographiques des 32 peptides étudiés et capacités de pics correspondant 

aux deux séparations. 

Tr
32

 (min) Tr
1
 (min) ȴ�Tr (min) Largeur(a) (min) Capacité de pics

MeOH 37,6 7,8 29,8 0,31 56,6

ACN 22,5 7,5 15,0 0,28 31,8
(a)à mi-hauteur du pic  

 

Dans ce tableau, les largeurs à mi-hauteurs correspondent à la largeur moyenne des 32 peptides. En 

gardant la même pente de gradient de solvant éluant, la capacité de pics de la séparation obtenue 

avec le méthanol est quasiment le double de celle obtenue avec l’acétonitrile. Par conséquent, on 

sépare plus de composés avec le MeOH et il y a donc statistiquement moins d’interférents élués au 

même temps de rétention que nos peptides. De ce fait, l’effet matrice obtenu dans ces conditions est 

diminué en utilisant le méthanol comme solvant d’élution. Cette baisse d’effet matrice peut donc 

expliquer le gain de signal observé et également l’impossibilité de trouver une corrélation entre le 

gain de signal observé et les propriétés des peptides. En effet, dans ce cas, l’effet matrice diffère d’un 

peptide à l’autre en fonction des conditions chromatographiques. 

Afin de pouvoir comparer uniquement l’impact des deux solvants sur l’intensité du signal détecté, un 

nouveau gradient a été développé en méthanol de façon à obtenir des temps de rétention et des 

capacités de pics similaires entre les deux séparations. Ceci va permettre d’avoir un effet matrice du 

même ordre de grandeur entre les deux séparations. 

 

III.2) Séparation avec la même capacité de pics 

 

Afin de simplifier l’étude et de s’affranchir de l’effet matrice, le nouveau gradient a été développé à 

partir d’un mélange de quatre peptides : LGPLV*EQGR (peptide spécifique de l’apolipoprotéine E 

(notée Apo E) et marqué sur la valine (13C5, 
15N1)), EEFSPLR (peptide protéotypique de la Vitellogénine 

(notée Vtg 2) de l’espèce Eurytemora affinis), LSEPAELTDAVK (peptide protéotypique de l’antigène 

spécifique de la prostate (noté PSA)) et ILIPGVGK (peptide protéotypique de la Vitellogénine (notée 

Vtg) de l’espèce Gammarus fossarum). Dans les conditions décrites au paragraphe II.3) page 197, les 

temps de rétention respectifs de ces peptides sont de 8,0 ; 9,1 ; 10,8 et 11,0 minutes. La Figure 79 
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compare les gradients utilisés en acétonitrile et en méthanol dans les anciennes et les nouvelles 

conditions : 

 

Figure 79 : Comparaison des gradients utilisés en acétonitrile (en bleu) et en méthanol afin de garder la même pente de 

solvant éluant (en noir) ou d’obtenir des temps de rétention similaires (en vert). 

 

Le nouveau gradient commence par un plateau de 3 min avec 8% de solvant B (méthanol contenant 

0,1% d’acide formique). Ce plateau est suivi d’un gradient linéaire de 8 à 66% de B en 16 min puis 

d’un lavage de la colonne à 90% de B pendant 10 min et d’un reconditionnement à 8% de B pendant 

10 min également. La nouvelle pente de gradient est alors de 3,6 % par minute (contre 1,4% par 

minute précédemment). Les chromatogrammes obtenus avec l’ancien et le nouveau gradient sont 

présentés sur la Figure 80 : 
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Figure 80 : Chromatogrammes reconstitués de quatre peptides séparés avec une pente de 1,4 % de MeOH (A) ou d’ACN 

(B) par minute ou une pente de 3,6 % de MeOH par minute (C).  
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La partie A illustre qu’avec le gradient utilisé précédemment en méthanol, les pics sont élargis mais la 

capacité de pics est également augmentée par rapport à la séparation obtenue en acétonitrile (partie 

B). En revanche, avec les nouvelles conditions chromatographiques (partie C), les quatre peptides 

présentent des différences de temps de rétention inférieures à 0,2 min. Cependant, les largeurs de 

pics sont les mêmes dans les deux séparations et ces nouvelles conditions seront donc conservées 

pour la suite. En effet, puisque la différence de temps de rétention entre le premier et le dernier pic 

élué est quasiment la même et que les largeurs de pics sont identiques, les capacités de pics de ces 

deux séparations seront les mêmes. 

Ensuite, les aires de ces quatre peptides ont été comparées après séparation en ACN ou en MeOH 

avec le nouveau gradient : 

Tableau 23 : Aires mesurées et gain associés pour quatre peptides dans l’eau entre l’ACN et le MeOH (nouveau gradient). 

Solvant EEFSPLR LGPLV*EQGR LSEPAELTDAVK ILIPGVGK

MeOH 5,94E+05 1,28E+05 4,05E+05 2,63E+06

ACN 5,44E+05 1,06E+05 3,55E+05 2,11E+06

Gain (en %) 9,3 20,6 14,1 24,8

 

Avec les nouvelles conditions chromatographiques, le signal obtenu pour ce mélange de quatre 

peptides dans l’eau reste légèrement supérieur en utilisant le méthanol à la place de l’acétonitrile.  

Dans le but d’essayer de trouver quel(s) phénomène(s) permet(tent) d’obtenir ces différences, 

quelques propriétés de l’eau, du méthanol et de l’acétonitrile impliquées dans le processus 

électrospray ont été résumées dans le tableau suivant : 

Tableau 24 : Propriétés physico-chimiques du méthanol, de l’acétonitrile et de l’eau. 

MeOH ACN Eau

Viscosité à 25 °C (cP)280 0,56 0,35 0,89

Constante diélectrique285 33,0 36,6 80,1 

Affinité protonique (kJ/mol)286 754,3 779,2 691

dĞŶƐŝŽŶ�ĚĞ�ƐƵƌĨĂĐĞ�;EͬŵϸͿ30 0,0226 0,03 0,073

Température d'ébullition (°C)287 64,7 81,6 100

Force éluante sur C18 [ɸ϶΁287 1 3,1

 

En électrospray, le signal est régi par le nombre d’ions produits et émis en phase gazeuse. Comme 

nous l’avons vu au premier chapitre de ce manuscrit, l’éluat de la chromatographie est nébulisé puis 

le solvant des gouttes ainsi formées est évaporé progressivement jusqu’à l’explosion de la goutte 

pour former des gouttes plus petites. Ce phénomène est répété jusqu’à l’évaporation totale du 

solvant (modèle de résidu de charge27) ou jusqu’à l’éjection d’un ion de la gouttelette (modèle 
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d’évaporation d’ion288). Une goutte va exploser dès que la répulsion des forces coulombiennes est 

supérieure à la tension de surface de la goutte. Ainsi, si la tension de surface est plus faible, cette 

explosion coulombienne (et donc la production d’ions en phase gaz) est favorisée. Ensuite, une autre 

propriété intervient dans la formation d’ions en phase gaz : il s’agit de l’affinité protonique du solvant 

et de l’analyte. En effet, plus l’affinité protonique du solvant est importante, plus ce dernier va capter 

de charges positives et donc moins d’ions seront formés (en mode positif). Le Tableau 24 montre que 

les trois propriétés majeures des solvants pour la formation d’analyte chargé en phase gaz (la tension 

de surface, la température d’ébullition et l’affinité protonique) sont plus faibles pour le méthanol 

que pour l’acétonitrile. A quantité de solvant organique équivalent, il devrait donc en résulter un 

signal plus important en méthanol. Afin de vérifier ceci, la solution précédente contenant les quatre 

peptides a été injectée sans colonne et en faisant varier le pourcentage d’acétonitrile ou de 

méthanol dans la phase mobile. Afin de minimiser l’impact du solvant dans lequel sont dilués les 

peptides (à savoir de l’eau acidifiée), seulement 1 ђL de solution a été prélevé pour chaque condition 

et les résultats sont présentés sur la figure suivante : 

 

 

 

 



Chapitre IV : Apports de la chromatographie liquide pour la quantification 

209 

 

 

Figure 81 : Evolution de l’aire de quatre peptides en fonction du pourcentage de solvant organique (ACN ou MeOH) dans 

la phase mobile.  

 

Pour les quatre peptides, le signal mesuré augmente avec la teneur en solvant organique ce qui 

semble logique avec les explications précédentes. En effet, les propriétés physico-chimiques de l’eau 

sont très différentes de celles des solvants organiques comme le MeOH et l’ACN. En moyenne, un 

gain de signal d’un facteur quatre environ est obtenu entre le signal minimal obtenu vers 10 % de 

solvant organique et le signal maximal obtenu vers 90 % de ce même solvant. Au-delà de 90 %, le 

signal chute probablement à cause d’une plus faible solubilité des peptides dans ces conditions. Tout 

moyen d’augmenter la teneur de solvant organique au maximum est donc intéressant. Cela sera 

d’ailleurs réalisé par la suite lors des essais en chromatographie HILIC. En tout cas, quelle que soit la 

fraction de solvant organique, le signal obtenu est plus important en utilisant l’acétonitrile que le 

méthanol (à l’exception de quelques points à forte teneur en acétonitrile pour lesquels les peptides 

sont probablement moins solubles en ACN qu’en MeOH). Ce résultat est surprenant puisqu’il est 

contraire à celui attendu si l’on raisonne uniquement avec la tension de surface, la température 

d’ébullition et l’affinité protonique de l’acétonitrile, du méthanol et de l’eau. L’effet du solvant sur le 

signal mesuré doit donc se situer avant la formation des gouttes dans la source. Puisqu’une tension 

de l’ordre de 5000V est appliquée au niveau de la sonde électrospray, une séparation 
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électrophorétique se produit au niveau de cette dernière. En électrophorèse, la mobilité des analytes 

est proportionnelle au champ appliqué, à la charge de l’analyte, à la constante diélectrique du milieu 

et est inversement proportionnelle à la viscosité du milieu et à la taille de l’analyte. Dans les 

expériences de la Figure 81, tous ces paramètres sont fixés à l’exception de la viscosité et de la 

constante diélectrique du milieu. Cette constante est supérieure pour l’ACN par rapport au MeOH 

donc l’utilisation du MeOH à la place de l’ACN défavorise légèrement la séparation de charge. La 

viscosité des mélanges hydro-organiques dépend quant à elle de la teneur en solvant 

organique comme le montre le tableau suivant : 

Tableau 25 : Evolution de la viscosité d’un mélange hydro-organique dans le cas de l’ACN et du MeOH à 25°C (d’après 

Colin et al.
289

). 

Pourcentage de 

solvant organique
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Viscosité (cP)   

si ACN
0,89 1,01 0,98 0,98 0,89 0,82 0,72 0,59 0,52 0,46 0,35

Viscosité (cP)  

si  meOH
0,89 1,18 1,40 1,56 1,62 1,62 1,54 1,36 1,12 0,84 0,56

 

La viscosité maximale d’un mélange eau-acétonitrile est obtenue avec 10% d’ACN alors qu’il faut 40 à 

50% de MeOH pour atteindre la viscosité la plus élevée dans un mélange eau / méthanol. Dans tous 

les cas, la viscosité est toujours plus importante avec le méthanol. Il en résulte une mobilité 

électrophorétique réduite avec le méthanol par rapport à l’acétonitrile. De ce fait, la séparation de 

charge est moins efficace lorsque le méthanol est utilisé comme phase mobile. Ce phénomène 

pourrait expliquer pourquoi le signal obtenu dans la Figure 81 est moins intense en MeOH qu’en ACN 

à teneur de solvant organique identique.  

Cependant, la force éluante sur C18 ΀ɸ϶΁ est plus faible pour le méthanol que pour l’acétonitrile, il faut 

donc plus de MeOH que d’ACN pour éluer un composé. Les signaux obtenus ont donc été comparés 

au pourcentage de solvant organique lors de l’élution de chaque peptide : 
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Tableau 26 : Aires mesurées sans colonne en ACN et en MeOH avec les gains associés. 

ACN MeOH

Peptide
Tr sur 

colonne

% ACN 

avec 

colonne
(a)

% ACN 

utilisé sans 

colonne

Aire 

mesurée 

sans 

colonne

Tr sur 

colonne

% MeOH 

avec 

colonne
(a)

% MeOH 

utilisé sans 

colonne

Aire 

mesurée 

sans 

colonne

Gain obtenu 

sans colonne 

(en %)
(b)

LGPLV*EQGR 8,0 12,0 10 7,38E+03 8,0 26,1 25 8,71E+03 18,0

EEFSPLR 9,1 13,5 15 3,51E+04 9,1 30,1 30 3,75E+04 7,0

LSEPAELTDAVK 10,8 15,9 15 2,50E+04 11,1 37,4 35 2,95E+04 18,2

ILIPGVGK 11,1 16,3 15 1,39E+05 11,3 38,1 35 1,71E+05 22,3

(a)calculé par :     Avec x1, le pourcentage de solvant organique en début de gradient (x1 = 5 

pour l’ACN et x1 = 8 pour le MeOH) ;  x2, la durée du plateau de début de gradient (x2 = 3 pour l’ACN et le MeOH) 

et p, la pente de solvant organique lors du gradient (p = 1,4 pour l’ACN et p = 3,625 pour le MeOH) 

(b)calculé par :  

 

Dans ce tableau, les temps de rétention obtenus avec les gradients de la Figure 79 B sont reportés 

pour les quatre peptides de l’étude. Pour chacun de ces temps de rétention, la fraction de solvant 

organique lors de l’élution du peptide a été calculée (cf. colonne « % ACN avec colonne »). Afin de 

calculer un gain de signal en fonction du solvant utilisé à partir des données de la Figure 81, cette 

fraction de solvant organique a été arrondie (cf. colonne « % ACN utilisé sans colonne »). Les aires 

reportées sont donc celles issues de la Figure 81 et correspondant à cette fraction de solvant 

organique arrondie (cf. colonne « aire mesurée sans colonne »). Ceci a donc permis de calculer le 

gain de signal apporté par l’utilisation du MeOH mais sans colonne chromatographique. Ainsi, le 

signal du peptide protéotypique de l’Apo E qui est élué avec environ 12% d’ACN lors du gradient 

décrit au paragraphe II.3) page 197 a été mesuré sans colonne avec 10% d’ACN dans la phase mobile. 

Ce peptide, est élué avec environ 26% de MeOH avec le nouveau gradient développé (cf. Figure 79, 

page 205). Sans colonne, l’aire de ce peptide a été mesurée avec 25% de MeOH dans la phase 

mobile. La comparaison de ces deux aires sans colonne indique un gain de signal de 18% avec le 

MeOH. Ce gain est du même ordre de grandeur que celui mesuré avec la colonne : en effet, il était de 

20,6% (cf. Tableau 23, page 207). Le même constat peut être fait pour les trois autres peptides : les 

peptides spécifiques de la Vtg 2, du PSA et de la Vtg ont des gains respectifs de 9,3 ; 14,1 et 24,8 % 

avec colonne et de 7,0 ; 18,2 et 22,3 % sans colonne.  

Plusieurs phénomènes entrent donc en jeu pour la production d’ions. D’abord, la plus forte viscosité 

des mélanges eau / méthanol par rapport aux mélanges eau / acétonitrile défavorise la séparation de 

charges au niveau de l’aiguille électrospray et donc la quantité de charges présentes dans les gouttes 

nébulisées sera plus faible avec le méthanol. Ceci explique le plus faible signal mesuré en MeOH 

qu’en ACN à teneur identique de solvant oragnique. En revanche, il faut 15 à 20% de MeOH 
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supplémentaire pour éluer un peptide. Puisque le MeOH est plus volatil que l’ACN et que sa tension 

de surface est également plus faible, les ions vont être plus facilement émis de la goutte car le MeOH 

sera évaporé plus vite et la limite de Rayleigh sera atteinte plus rapidement qu’avec l’ACN. Enfin, une 

fois l’analyte émis en phase gaz, sa protonation sera plus importante avec le MeOH qui a une affinité 

protonique plus faible que l’ACN. Le fait qu’une plus grande quantité de MeOH soit nécessaire pour 

éluer un analyte permet donc de compenser le handicap initial lié d’une part à la viscosité du MeOH, 

et d’autre part à sa plus faible constante diélectrique, et explique le faible gain de signal observé en 

remplaçant l’ACN par le MeOH lors d’une séparation chromatographique. Bien que ce gain reste 

néanmoins faible, le coût de l’analyse est réduit du fait du plus faible prix du méthanol par rapport à 

celui de l’acétonitrile. 

La plus forte viscosité du méthanol par rapport à l’acétonitrile est généralement un frein quant à 

l’utilisation du MeOH comme modificateur organique. En effet, cette viscosité s’accompagne d’une 

pression plus importante dans le système chromatographique. Les tracés de pression obtenus lors 

des séparations de la Figure 80 (B et C), page 206 sont présentés sur la Figure 82 : 

 

 

Figure 82 : Profils de pressions obtenus avec les conditions chromatographiques décrites au paragraphe II.3), page 197 

pour l’acétonitrile (A) ou avec celles décrites au paragraphe III.2) page 204 pour le méthanol (B) comme modificateur 

organique. 

 

Cette figure illustre la pression plus importante obtenue en utilisant du méthanol. Cependant, dans 

les conditions utilisées (colonne de 2,1 x 100 mm, taille de particules de 3,5 ђm et débit de 

300 ђL / min) qui sont assez courantes, la pression maximale obtenue est de 4058 psi (soit environ 

280 bar) ce qui ne représente pas une limite pour les chaînes chromatographiques actuelles. 

 

Pour conclure ces travaux, ces quatre peptides ont également été étudiés dans une matrice 

complexe afin de vérifier si le MeOH permettait de réellement améliorer la sensibilité d’un dosage 

par LC-MS/MS en tenant compte d’un effet matrice potentiel. 
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III.3) Etude de la réponse dans le sérum 

 

Les quatre peptides étudiés précédemment ont donc été ajoutés à différentes concentrations dans 

du sérum digéré. Ces solutions ont ensuite été injectées en utilisant les deux gradients permettant 

d’obtenir des temps de rétention similaires. Les chromatogrammes reconstruits d’une transition SRM 

de chacun de ces peptides sont représentés sur la figure suivante à deux niveaux de concentration : 

en matrice blanche et à une concentration proche de la limite de quantification : 

 

Figure 83 : Chromatogrammes reconstitués des peptides LGPLV*EQGR (transition SRM 487,8 / 707,4) (A), EEFSPLR 

(transition SRM 439,2 / 472,3) (B), LSEPAELTDAVK (transition SRM 636,8 / 943,5) (C) et ILIPGVGK (transition SRM 398,8 / 

457,2) (D) ajouté dans du sérum digéré à 0 ng / mL (1-3) ou proche de la limite de quantification (2-4) après séparation en 

utilisant l’ACN (en bleu) ou le MeOH (en vert). 

 

Bien que l’analyse par SRM permette une détection très spécifique des peptides recherchés, ces 

chromatogrammes illustrent qu’en matrice très complexe comme le sérum, de nombreux 
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interférents apparaissent. Déterminer le temps de rétention de l’analyte d’intérêt peut devenir 

délicat dans ces conditions. C’est l’une des raisons pour lesquelles il est également recommandé de 

suivre plusieurs transitions SRM pour chaque composé. En effet, il sera moins probable que plusieurs 

transitions SRM soient détectées à des temps identiques et avec des rapports d’aires identiques à 

ceux du peptide étudié. Ces chromatogrammes montrent également l’intérêt des méthodes de 

préparation d’échantillon présentées au premier chapitre de ce manuscrit afin d’éliminer un 

maximum d’interférents de la matrice. Ils illustrent également tout l’intérêt de la MRM3 dont le 

principe a également été décrit dans le premier chapitre. 

Dans ces conditions chromatographiques, le temps de rétention respectif des peptides LGPLV*EQGR, 

EEFSPLR, LSEPAELTDAVK et ILIPGVGK est de 7,8 min, 8,9 min, 11,0 min et 11,1 min lorsque le MeOH 

est le solvant éluant. Pour les quatre transitions SRM présentées ici, le bruit est similaire en ACN et 

en MeOH. En revanche, le signal est légèrement supérieur en MeOH pour ces peptides à l’exception 

du peptide EEFSPLR (cf. Figure 83 B). Pour trois peptides parmi ces quatre, le rapport signal sur bruit 

est donc légèrement augmenté avec le MeOH. Cette augmentation reste très faible et ne va donc pas 

permettre d’observer un gain significativement important. En revanche, l’utilisation du MeOH 

n’engendre pas une perte de sensibilité de la méthode de dosage sauf pour le peptide EEFSPLR. Pour 

ce peptide, un gain de 9,3 % avait été obtenu sans matrice avec le méthanol (cf. Tableau 23). La perte 

de signal observée dans le sérum s’explique par un effet matrice différent sur ce peptide avec l’ACN 

ou le MeOH. En effet, ces deux solvants engendrent des sélectivités différentes et donc deux 

séparations identiques à 100 % ne peuvent pas être obtenues. Ceci est illustré avec l’interférent élué 

à 8,7 min en ACN (cf. Figure 83-B1) et à 9,1 min en MeOH (cf. Figure 83-B3) alors que l’analyte est 

élué à 8,9 min dans les deux cas (cf. Figure 83-B2 et B4). 

 

III.4) Conclusion et perspectives sur l’utilisation du MeOH 

 

L’étude présentée ici permet de confirmer indirectement les travaux de Giorgianni et al.
290 qui ont 

mis en évidence que l’utilisation de méthanol dans la phase mobile à la place de l’acétonitrile 

permettait d’augmenter le recouvrement de séquence de protéines par LC-MS/MS probablement 

grâce à une meilleure sensibilité. Dans leur étude, des matrices peu complexes ont été étudiées 

puisque les analyses ont été effectuées soit sur un mélange simple de peptides (solution de quatre 

peptides ou digest de deux protéines), soit sur un digest de protéines de glande pituitaire extraites 

d’une séparation sur gel 2D. La présente étude a donc augmenté le niveau de complexité de 

l’échantillon puisqu’elle a été réalisée sur du sérum digéré non déplété des protéines majoritaires. 

De plus, des expériences supplémentaires ont été réalisées afin de comprendre quel(s) 

phénomène(s) engendrai(en)t un gain de signal lors de l’utilisation du méthanol à la place de l’ACN. 

En effet, les propriétés du méthanol semblent favoriser l’émission d’ions en phase gazeuse par 

rapport à celles de l’acétonitrile lors du processus électrospray : tension de surface, température 

d’ébullition et affinité protonique plus faibles pour le méthanol. Cependant, de façon surprenante, 

l’ACN donne un meilleur signal que le MeOH (de 10 à 20% environ) à pourcentage de solvant 

organique identique. Ceci suggère donc que d’autres propriétés de ces solvants entrent en jeu et que 

ces propriétés ont une influence plus forte que ces trois paramètres. Ces propriétés pourraient être 
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la viscosité de la phase mobile et la constante diélectrique du milieu. En effet, les mélanges hydro-

organiques sont plus visqueux lors de l’utilisation de MeOH que d’ACN. De même, la constante 

diélectrique du MeOH est plus faible que celle de l’ACN. Par conséquent, la séparation de charges au 

niveau de l’aiguille électrospray est moins efficace avec le MeOH. La quantité de charges disponibles 

pour protoner les ions est donc moins importante quand le MeOH est utilisé dans la phase mobile. 

Ainsi, à quantité de solvant organique identique, le signal obtenu avec le MeOH est moins important. 

Cependant, le MeOH étant moins éluant que l’ACN en phase inverse, une plus grande quantité de 

MeOH est nécessaire pour éluer un analyte. Cette différence de quantité de solvant organique à 

l’élution semble permettre de contre balancer l’effet néfaste de la moins bonne séparation de 

charges en présence de MeOH par une désolvatation plus rapide liée à la température d’ébullition et 

à la tension de surface plus faible du MeOH par rapport à celles de l’ACN. Au final, après séparation 

sur colonne chromatographique, le signal obtenu avec le MeOH est plus intense sans matrice. Dans 

le sérum, les écarts peuvent être modifiés du fait de la sélectivité différente de ces deux solvants et 

donc d’un effet matrice qui peut varier d’un solvant à l’autre. Cependant, en conservant la même 

pente de solvant organique, des gains de signal beaucoup plus importants peuvent être obtenus (ces 

gains sont en moyenne de 74%) grâce à une capacité de pics accrue et donc à un effet matrice 

amoindri après séparation avec le MeOH. La capacité de pics pourrait également être augmentée 

avec l’ACN en diminuant la pente du gradient. Dans ce cas, les analytes seront élués avec un plus fort 

pourcentage d’eau ce qui va diminuer le signal du fait d’une plus mauvaise désolvatation. Le 

changement de pente de gradient en ACN nécessite également de passer plus de temps pour 

redévelopper la séparation chromatographique alors que le simple fait de conserver le même 

gradient et de remplacer l’ACN par le MeOH est un moyen simple et rapide d’améliorer la sensibilité 

des méthodes de dosage existantes et cela à moindre coût. 

Pour valider le fait que la séparation de charges moins efficace avec le MeOH soit à l’origine du signal 

mesuré plus faible, de nouvelles expériences pourraient être réalisées avec d’autres solvants. Pour 

être une meilleure alternative à l’ACN que le MeOH, ce solvant doit donc avoir une force éluante en 

phase inverse, une viscosité, une tension de surface, une température d’ébullition et une affinité 

protonique plus faible que le MeOH. Par exemple, une recherche effectuée dans une base de 

données interne du laboratoire et répertoriant 295 solvants a permis d’identifier que le solvant qui 

est à la fois plus hydrophile (et qui serait donc moins éluant en phase inverse) et plus volatil que le 

MeOH est l’acrylonitrile. En effet, puisqu’il est plus polaire que le MeOH, il faudrait encore plus 

d’acrylonitrile que de MeOH pour éluer un peptide. De plus, sa température d’ébullition est 

inférieure à celle de l’eau (77°C), sa viscosité vaut 0,34 cP (contre 0,56 cP pour le MeOH) et sa 

tension de surface vaut 0,0267 N / m (ce qui est un peu supérieur à celle du MeOH (0,0226  N / m) 

mais inférieur à celle de l’ACN (0,03 N / m)). Cependant, l’acrylonitrile est très peu soluble dans l’eau 

(environ 70 g / L). De plus, il est très réactif et va se polymériser. Il ne pourra donc pas être utilisé 

comme phase mobile en chromatographie liquide en phase inverse. 

Il faut donc se tourner vers un solvant qui soit plus éluant que le MeOH mais dont les autres 

propriétés physico-chimiques permettent de contre balancer le fait que moins de solvant organique 

sera nécessaire pour éluer un peptide. Par exemple, l’acétone est un solvant plus éluant que l’ACN 

mais a une température d’ébullition (56°C), une tension de surface (0,0228 N / m) et une viscosité 

(0,33 cP) plus faibles que l’ACN. Ce solvant a déjà été évalué pour remplacer l’ACN dans deux études. 
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Dans la première, les auteurs ont comparé le nombre de peptides identifiés après digestion de 

quelques protéines et ont conservé le même gradient de séparation. D’une manière générale, 

l’utilisation de l’acétone a conduit à une augmentation du nombre de peptides identifiés287. Il est 

intéressant de remarquer que dans cette étude, le MeOH a également été évalué et a conduit à un 

nombre de peptides identifiés inférieur à l’ACN. L’une des explications avancées par les auteurs est 

que certains peptides ne seraient pas élués de la colonne dans les conditions chromatographiques 

utilisées. La seconde étude s’est consacrée à la séparation et à l’infusion de quelques peptides sans 

matrice en remplaçant l’ACN par l’acétone. L’utilisation de l’acétone s’accompagne d’un 

élargissement des pics chromatographiques de 15 à 50 % mais également de l’augmentation du 

signal de certains peptides lors de leur infusion avec 25% de solvant organique291. Cette 

augmentation de signal était attendue puisque la température d’ébullition, la tension de surface et la 

viscosité de l’acétone sont plus faibles que celles de l’ACN. Cependant, cette augmentation de signal 

reste à évaluer en couplage chromatographique puisque l’acétone est beaucoup plus éluant que 

l’ACN (ɸΣacétone = 8,8 ͖�ɸΣACN = 3,1). En effet, il faudra donc moins de solvant organique pour éluer un 

peptide. Par conséquent, la sensibilité risque d’être diminuée en utilisant l’acétone d’autant plus que 

les pics chromatographiques sont élargis. De plus, l’influence de l’utilisation à long terme d’acétone 

sur les colonnes de phase inverse n’a pas été déterminée. Il faut également être vigilent sur la 

compatibilité des joints des pistons de la chaîne chromatographique avec l’utilisation d’acétone 

comme phase mobile. 

Si un autre solvant ne peut pas être trouvé, il faut alors chercher un moyen d’augmenter la rétention 

des peptides afin d’avoir besoin d’une quantité de solvant organique plus importante pour les éluer. 

Cette rétention peut être augmentée en rendant la phase stationnaire plus hydrophobe. L’un des 

moyens de réaliser ceci est d’augmenter le taux de carbone de la phase stationnaire. Ceci peut être 

réalisé soit en augmentant la longueur du greffon soit en augmentant le taux de greffage. Il pourrait 

également être intéressant d’évaluer l’impact de la température dans la colonne. En effet, il a déjà 

été reporté que l’augmentation de la température de la phase mobile permettait de diminuer la 

rétention des analytes280. Ainsi, il faut moins de solvant organique pour éluer un peptide : on estime 

qu’une augmentation de 4°C de la phase mobile a environ le même effet qu’augmenter le 

pourcentage de solvant organique de 1%292. Puisque notre objectif est d’augmenter la teneur de 

solvant organique pour éluer un peptide et non de la diminuer, il pourrait être intéressant d’évaluer 

l’impact de la baisse de température de la phase mobile sur la rétention. Cependant, outre le fait que 

la température ne va pas pouvoir être fortement diminuée, ceci engendrerait une augmentation de 

la viscosité de la phase mobile et donc une séparation de charges moins efficace au niveau de 

l’aiguille électrospray. De plus, cette baisse de température s’accompagnerait d’une très faible 

augmentation du taux de MeOH nécessaire pour éluer un peptide. Dans ce cas, effectuer la 

séparation en augmentant la température est un moyen efficace de diminuer la viscosité de la phase 

mobile mais ceci va s’accompagner d’une diminution de la rétention. Pour rassembler les avantages 

des séparations à basse et à haute température (i.e. phase mobile moins éluante et moins 

visqueuse), il faudrait donc réaliser un montage dans lequel la colonne chromatographique soit 

placée dans un milieu réfrigéré et le capillaire reliant la sortie de la colonne à la source du 

spectromètre de masse soit situé dans un four chauffé afin de diminuer la viscosité du solvant avant 

la source électrospray. 
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Enfin, concernant l’augmentation de viscosité générée par l’utilisation du MeOH, elle n’est pas 

suffisamment importante pour constituer un frein à l’utilisation du MeOH grâce aux contre pressions 

supportées par les chaînes chromatographiques actuelles. Bien qu’utilisé presque systématiquement 

comme modificateur organique dans la phase mobile, l’acétonitrile n’est pas forcément le meilleur 

choix à faire dans un but de quantification de protéines par le biais d’un peptide protéotypique. Pour 

conclure, l’utilisation du MeOH à la place de l’ACN est un moyen rapide et simple permettant dans la 

majorité des cas d’améliorer la sensibilité de la méthode de dosage par LC-MS/MS. Le MeOH devrait 

même être le solvant utilisé comme premier choix. L’ACN quant à lui ne devrait être évalué 

qu’ensuite lors d’une optimisation plus fine de la méthode. Cette étude optionnelle doit permettre  

de voir si un gain peut être apporté dans le cas où le peptide étudié représente l’une des exceptions 

pour lesquelles le signal serait plus important en utilisant l’ACN. 

Puisque l’augmentation de la teneur de solvant organique pour éluer un peptide semble difficile à 

obtenir en phase inverse, il peut être envisagé d’ajouter un té en sortie de colonne 

chromatographique afin de diluer l’éluat dans un solvant organique. Ceci va donc permettre 

d’augmenter la teneur de solvant organique à l’entrée de la source élecrospray. Un tel montage va 

s’accompagner d’une augmentation du débit qui va être délétère pour la désolvatation. Il faudra 

donc trouver le bon compromis entre gain de signal apporté par l’augmentation de la quantité de 

solvant organique et perte de signal engendrée par l’augmentation du débit de la phase mobile et la 

dilution des analytes ainsi générée. 

Une autre alternative permettant de fortement augmenter la teneur de solvant organique pour éluer 

un peptide est de changer de mode de séparation pour faire de la chromatographie liquide 

d’interactions hydrophiles (HILIC). Ce mode de séparation pour la quantification absolue de peptides 

par LC-MS/MS va donc être évalué dans les prochains paragraphes. 

 

III.5) Evaluation de la chromatographie liquide d’interactions hydrophiles (HILIC) 

 

Les paragraphes précédents ont permis de mettre en évidence que le fait d’augmenter le 

pourcentage de solvant organique permettait d’augmenter le signal car la désolvatation était alors 

favorisée. Cependant, les peptides étudiés (qui sont des peptides issus d’une digestion par de la 

trypsine et dont la masse est généralement inférieure à 2 000 Da) sont élués en phase inverse avec 

au maximum 25% d’acétonitrile alors que l’idéal serait d’avoir une élution avec environ 80% de 

solvant organique comme nous l’avons vu sur la Figure 81 page 209. Pour réaliser ceci, il faut changer 

de mode de séparation et faire de la chromatographie liquide d’interactions hydrophiles (HILIC) dont 

nous allons rappeler le principe. 

 

III.5.1) Principe de l’HILIC 

 

Le terme HILIC a été introduit pour la première fois en 1990 par Alpert293 comme une alternative à la 

chromatographie en phase normale. Il a utilisé cette technique pour la séparation d’acides aminés, 
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de peptides, de sucres, d’oligonucléotides, de bases et d’acides organiques. En HILIC, la phase 

stationnaire est polaire et la phase mobile est un mélange hydro-organique. L’élution est réalisée en 

augmentant le pourcentage aqueux de la phase mobile. La rétention en HILIC est principalement due 

à deux mécanismes comme le montre la Figure 84 : 

 

Figure 84 : Mécanismes de rétention en HILIC (d’après Nguyen et al., 2008
30

). 

 

Dans cet exemple, la phase stationnaire est de la silice greffée par des groupements de type  

propylamine et la phase mobile est un mélange eau / acétonitrile. Il y a d’abord la formation d’une 

couche enrichie en eau à la surface de la phase stationnaire. Cette couche d’eau est primordiale pour 

la rétention en HILIC c’est pourquoi il faut toujours un minimum de 3% d’eau dans la phase mobile. 

La rétention est due en partie à un partage de l’analyte entre la phase mobile et la couche d’eau. 

Cette technique est donc adaptée à la séparation de composés polaires solubles dans l’eau. Les 

analytes sont également retenus par un mécanisme d’adsorption sur la phase stationnaire. Cette 

adsorption peut être due à des liaisons hydrogènes, à des interactions dipôle-dipôle ou à des 

interactions électrostatiques. Le choix du greffon de la phase stationnaire est donc primordial pour 

changer la sélectivité des séparations en HILIC. 

Comme tout changement de phase stationnaire en phase inverse, le fait de réaliser une séparation 

en HILIC permet d’obtenir une sélectivité différente ce qui peut permettre la séparation de deux 

composés inséparables (ou très peu retenus) en phase inverse. Dans ce contexte, L’HILIC a beaucoup 
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été appliquée pour la séparation de composés basiques faiblement retenus en phase inverse (cf. 

Dejaegher et Heyden294 qui ont publié une revue sur ce sujet). 

Un autre avantage de l’HILIC est lié à la viscosité des solvants. En effet, les phases mobiles en HILIC 

sont moins visqueuses qu’en phase inverse puisque la viscosité de l’acétonitrile vaut 0,35 centipoise 

à 25°C et celle de l’eau vaut 0,89 centipoise à la même température280. Il en résulte une contre-

pression beaucoup plus faible en HILIC qu’en phase inverse sous les mêmes conditions à savoir 

mêmes longueur de colonne, taille de particules et débit de phase mobile. Ainsi, en HILIC, des 

séparations peuvent être réalisées avec des débits plus importants. Par exemple, la séparation de 

trois composés sur une colonne de 50 mm de long pour un diamètre de 3 mm avec des tailles de 

particules de 5 ђm a été obtenue en trente secondes sous un débit de 4 mL / min avec une pression 

de seulement 120 bar295. 

Les deux dernières caractéristiques font des colonnes HILIC un choix très avantageux lors de 

séparations en chromatographie bidimensionnelle (LC-2D). Le principe de la LC-2D est d’effectuer 

une séparation chromatographique classique (par exemple en phase inverse), de récupérer l’éluat de 

la colonne en x fractions et d’analyser ces x fractions dans une seconde dimension (par exemple en 

HILIC). Lorsque l’analyse de toutes les fractions se fait en ligne, on parle de « comprehensive LC ». 

Cette approche nécessite donc une séparation ultra rapide (quelques dizaines de secondes en 

incluant le temps de rééquilibration de la colonne) dans la seconde dimension ce qui est permis avec 

les colonnes HILIC. 

En phase inverse, le solvant majoritaire lors de l’élution est l’eau. En revanche, en HILIC, la phase 

mobile est constituée principalement de solvant organique. Typiquement, des mélanges eau / 

acétonitrile sont utilisés. La désolvatation va donc être favorisée en HILIC et les limites de 

quantification seront abaissées. Ce phénomène a été largement exploité pour la séparation de 

petites molécules. Par exemple, un gain d’intensité d’un facteur neuf entre l’HILIC et la phase inverse 

a été reporté296 pour l’analyse de la choline et de l’acétylcholine. En revanche, à notre connaissance, 

le gain de sensibilité apporté par l’HILIC pour la quantification de peptides n’a jamais été décrit. 

L’objectif de cette étude est donc de comparer les limites de quantifications qui peuvent être 

obtenues en HILIC et en phase inverse pour la quantification absolue d’une protéine en matrice 

complexe via un peptide protéotypique après digestion enzymatique. 

 

III.5.2) Choix des phases stationnaire et mobile 

 

Il existe de nombreuses phases stationnaires utilisables en HILIC : silice pure, diol, amine, amide, 

cyano, zwitterionique. Van Dorpe et al. ont comparé les comportements chromatographiques de 

cinq types de phase stationnaire sur un mélange de dix peptides contenant de 2 à 51 acides aminés. 

Après analyse des résultats en composantes principales, ils ont ainsi différencié trois groupes de 

phase stationnaire : silice, zwitterionique ou polyaspartamide297. Ces types de phases stationnaires 

ont par ailleurs déjà été utilisés pour la séparation de peptides297-299.  
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Trois types de phases stationnaires ont donc été évalués dans notre étude. La colonne de silice pure 

est une Kinetex HILIC provenant de Phenomex (Torrance, CA, USA) avec des tailles de particules de 

2,6 ђm. La colonne zwitterionique est une Nucleodur® HILIC de Macherey Nagel (Düren, 

Allemagne). Cette colonne a pour phase stationnaire des particules de 1,8 ђm de diamètre 

constituées de silice modifiée par une amine quaternaire et un acide sulfonique. Quel que soit le pH 

de la phase mobile, ces deux groupements portent une charge (positive pour le premier et négative 

pour le second). La troisième colonne est une XBridge amide de Waters (Milford, MA, USA) ayant des 

particules de silice greffée par un groupe dont l’extrémité libre est une fonction amide et de 3,5 ђm 

de diamètre. Ces trois colonnes ont un diamètre de 2,1 mm et une longueur de 100 mm. Afin de 

minimiser les sources de variations entre chaque condition, les mêmes gradients d’élution ainsi que 

les mêmes débits ont été conservés pour les trois colonnes. Le débit choisi est de 300 ђL / min ce qui 

est légèrement inférieur au débit optimal des deux autres colonnes (qui se situe entre 500 et 

600 ђL / min). L’utilisation d’un débit inférieur au débit optimal s’accompagne d’une perte 

d’efficacité et donc les pics chromatographiques seront un peu plus larges. Cependant, une 

augmentation du débit de la phase mobile va engendrer une forte baisse de la sensibilité en ESI-MS 

puisque la désolvatation des ions va diminuer. Cette baisse de sensibilité n’est pas compensée par 

l’affinement des pics chromatographiques, c’est pourquoi le debit de 300 ђL / min a été conservé 

pour les trois colonnes. 

Concernant le choix de la phase mobile, des mélanges eau / acétonitrile sont utilisés. Des tests ont 

été réalisés avec le méthanol à la place de l’ACN mais il est tellement éluant en HILIC que tous les 

peptides ont été élués au volume mort. Des conditions supplémentaires avec le MeOH n’ont donc 

pas été évaluées. Concernant la composition de la phase mobile, l’utilisation de tampon est 

fortement recommandée. En effet, les tampons vont réduire les interactions entre les analytes 

chargés et les silanols déprotonés à la surface de la phase stationnaire. Puisque la détection se fait 

par spectrométrie de masse, le tampon choisi doit être volatile, c’est pourquoi les sels d’acétate ou 

de formiate d’ammonium sont fréquemment employés300-301. D’une manière générale, une phase 

mobile contenant 10 mM de formiate d’ammonium a pH 3 est utilisée 296, 302-303. 

Dans un premier temps, la séparation a donc été évaluée sur un mélange de trois protéines digérées  

peu onéreuses (la HSA, la myoglobine et le lysozyme C) à une concentration de 20 ђg / mL dans 83 % 

d’ACN afin de réaliser un mélange peptidique assez simple. Seulement les six peptides donnant la 

meilleure réponse ont été suivis car dans certaines conditions, la majorité des peptides n’était plus 

détectée. Ces six peptides ont pour séquence ALELFR (P1), LVTDLTK (P2), LC[CAM]TVATLR (P3), 

LVNEVTEFAK (P4), GTDVQAWIR (P5), HGLDNYR (P6). La séparation a été réalisée en utilisant une 

phase mobile contenant 10 mM de formiate d’ammonium avec 0,1% d’acide formique de façon à 

obtenir un pH aqueux de 3 en utilisant le gradient décrit au paragraphe II.3) page 197 : 
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Figure 85 : Chromatogrammes reconstitués de 6 peptides après séparation en présence de 10 mM de formiate 

d’ammonium et 0,1% d’acide formique dans la phase mobile sur une colonne de silice pure (A), zwitterionique (B) ou 

greffée par un groupement amide (C). 
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La transition SRM la plus intense de ces six peptides a été suivie afin de définir les meilleures 

conditions de phases mobile et stationnaire. Pour chaque condition expérimentale, la capacité de 

pics a été calculée selon la formule utilisée précédemment (cf. page 203). Les largeurs à mi-hauteur 

de chaque pic ainsi que la capacité de pics correspondant à la séparation obtenue et les résolutions 

entre les pics sont présentées dans le Tableau 27 : 

Tableau 27 : Comparaison des trois phases stationnaires en utilisant 10 mM de formiate d’ammonium dans la phase 

mobile. 

Colonne silice Colonne ZIC Colonne amide

Peptide 

n°

Capacité 

de pics

Largeur 

à 50%
(a) Rs

(b) Capacité 

de pics

Largeur 

à 50%
(a) Rs

(b) Capacité 

de pics

Largeur 

à 50%
(a) Rs

(b)

1 13,6 0,24 7,9 36,9 0,24 9,1 23,5 0,29 9,5

2 0,23 0,4 0,19 6,9 0,24 1,9

3 0,2 2,8 0,18 4,2 0,27 5,4

4 N/D N/D 0,22 3,5 0,26 1,8

5 0,32 N/D 0,25 13,0 0,29 5,8

6 N/D 0,32 0,46

(a)
 Largeur à mi-hauteur en minutes 

(b)
 Résolution entre le pic n et le pic n+1 

  

Pour les six peptides, la largeur à mi-hauteur du pic chromatographique est la plus faible pour la 

colonne zwitterionique. Ceci peut s’expliquer par la taille des particules de cette colonne qui est plus 

faible. En effet, une diminution de la taille des particules s’accompagne d’une diminution de 

l’anisotropie d’écoulement et il en résulte donc des pics chromatographiques plus fins. Cependant, la 

taille des particules à elle seule ne suffit pas à définir la largeur d’un pic chromatographique. D’autres 

facteurs comme les interactions entre l’analyte et la phase stationnaire sont prépondérants. Ces 

interactions incluent des interactions électrostatiques entre les charges positives des peptides et les  

silanols déprotonés à la surface de la phase stationnaire. C’est pourquoi les largeurs à mi-hauteur des 

pics chromatographiques des peptides 4 à 6 sont largement supérieures avec la colonne de silice 

pure (ayant des particules de 2,6 ђm) à celles obtenues avec la colonne amide (de taille de particules 

de 3,5 ђm). Les peptides 4 et 6 sont tellement élargis qu’ils ne sont quasiment plus détectés avec la 

colonne de silice. Ces deux pics n’ont d’ailleurs pas été pris en compte pour le calcul de la capacité de 

pics de la séparation obtenue avec la colonne de silice. La meilleure capacité de pics a été obtenue 

avec la colonne zwitterionique grâce aux pics plus fins obtenus avec cette colonne. 

D’un point de vue chromatographique, la colonne zwitterionique donne les meilleurs résultats en 

utilisant du formiate d’ammonium dans la phase mobile puisque la capacité de pics est la plus élevée 

avec cette colonne.  
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Afin de voir si un autre tampon dans la phase mobile pouvait donner de meilleurs résultats, de 

l’acétate d’ammonium a été testé. Ce tampon a été choisi puisqu’il est également régulièrement 

utilisé en HILIC. Comme précédemment, une concentration de 10 mM dans la phase mobile a été 

utilisée : 
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Figure 86 : Chromatogrammes reconstitués de six peptides après séparation en présence de 10 mM d’acétate 

d’ammonium et 0,1% d’acide formique dans la phase mobile sur une colonne de silice pure (A), zwitterionique (B) ou 

greffée par un groupement amide (C). 
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Les largeurs à mi-hauteur et les capacités de pics obtenues dans ces nouvelles conditions ont 

également été calculées : 

Tableau 28 : Comparaison des trois phases stationnaires en utilisant 10 mM d’acétate d’ammonium dans la phase 

mobile. 

Colonne silice Colonne ZIC Colonne amide

Peptide 

n°

Capacité 

de pics

Largeur 

à 50%
(a) Rs

(b) Capacité 

de pics

Largeur 

à 50%
(a) Rs

(b) Capacité 

de pics

Largeur 

à 50%
(a) Rs

(b)

1 15,0 0,28 8,7 35,9 0,22 9,8 23,9 0,25 12,3

2 0,21 0,2 0,19 6,4 0,19 1,7

3 0,2 N/D 0,19 N/D 0,27 7,9

4 N/D N/D N/D N/D 0,35 0,7

5 0,26 N/D 0,25 10,7 0,36 4,4

6 N/D 0,35 0,46

(a)
 Largeur à mi-hauteur en minutes 

(b)
 Résolution entre le pic n et le pic n+1 

 

Comme il a déjà été décrit par l’équipe de Claire Elfakir lors de la séparation de neurotransmetteurs 

sur des phases stationnaires de type amide ou ZIC, le remplacement du formiate d’ammonium par de 

l’acétate d’ammonium ne change globalement pas la séparation301. Une exception est toutefois à 

noter ici : il s’agit du peptide 4. Ce peptide est très faiblement détecté avec la colonne amide et 

absent avec la colonne zwitterionique alors qu’il était détecté sans problème avec du formiate 

d’ammonium dans la phase mobile. L’utilisation d’acétate à la place du formiate d’ammonium 

engendre une augmentation du pH de la phase mobile. Le peptide 4, de séquence LVNEVTEFAK est le 

plus acide des six peptides étudiés (son point isoélectrique vaut 4,3 alors que celui des autres est 

supérieur à 7). En présence de 10 mM d’acétate d’ammonium, ce peptide est probablement chargé 

négativement puisque le pH aqueux de la phase mobile est compris entre 5 et 6. Il se peut donc que 

ce peptide ne possède plus deux charges positives lors de l’ionisation ce qui expliquerait la forte 

baisse de signal observée. 

Bien qu’il soit recommandé d’ajouter un tampon dans la phase mobile en HILIC, l’utilisation de 

tampons en spectrométrie de masse (même des tampons volatils) doit être évitée car les sels 

suppriment la réponse en masse. Pour les colonnes de silice et amide, la même séparation que 

précédemment a été réalisée mais avec seulement 0,1 % d’acide formique dans la phase mobile et 

sans sels. En revanche, pour la colonne zwitterionique, le gradient a été modifié afin d’obtenir une 

séparation. Dans ce cas, un palier de 10 minutes est réalisé avec 87% d’ACN puis un gradient de 87 à 

80% en 15,5 minutes est accompli. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 87 : 
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Figure 87 : Chromatogrammes reconstitués de six peptides après séparation en présence de 0,1 % d’acide formique dans 

la phase mobile  sur une colonne de silice pure (A), zwitterionique (B) ou greffée par un groupement amide (C). 

Les largeurs à mi-hauteur et les capacités de pics de ces séparations sont présentées dans le Tableau 

29 : 
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Tableau 29 : Comparaison des trois phases stationnaires en utilisant 0,1% d’acide formique dans la phase mobile. 

Colonne silice Colonne ZIC Colonne amide

Peptide 

n°

Capacité 

de pics

Largeur 

à 50%
(a) Rs

(b) Capacité 

de pics

Largeur 

à 50%
(a) Rs

(b) Capacité 

de pics

Largeur 

à 50%
(a) Rs

(b)

1 3,1 0,74 1,6 24,6 0,30 2,9 28,2 0,20 5,0

2 0,45 2,2 0,29 1,6 0,23 0,7

3 0,57 0,5 0,39 1,7 0,23 1,8

4 0,86 0,3 0,45 7,1 0,23 3,0

5 0,66 N/D 0,46 8,9 0,27 15,5

6 N/D 1,16 0,32

(a)
 Largeur à mi-hauteur en minutes 

(b)
 Résolution entre le pic n et le pic n+1 

 

En l’absence de tampon, la rétention des peptides est globalement diminuée. Du fait de leur plus 

faible solubilité en milieu organique, les sels vont se trouver préférentiellement dans la couche 

enrichie en eau à la surface de la phase stationnaire. Ainsi, le volume de cette couche d’eau devrait 

augmenter. Par conséquent, la rétention des peptides doit également être accrue304. De plus, sans 

tampon, les pics sont très fortement élargis sur la colonne de silice et sur la zwitterionique mais pas 

sur la colonne amide avec laquelle les pics les plus fins sont obtenus. De ce fait, la capacité de pics 

devient la meilleure avec cette colonne. Des tampons sont généralement ajoutés dans la phase 

mobile en HILIC afin d’améliorer la forme des pics chromatographiques en diminuant les interactions 

secondaires entre les analytes chargés et les silanols déprotonés. Puisque l’addition de tampons 

n’améliore pas la séparation sur la colonne amide, ceci suggère que les interactions entre les 

peptides et les silanols résiduels sont négligeables. Ce phénomène est lié au fait que la colonne 

amide utilisée possède des ponts éthylène entre les silanols résiduels. Ce traitement de la silice est 

censé diminuer de 30% le nombre de silanols résiduels ce qui semble suffire pour obtenir une forme 

de pics semblable à celle obtenue sur les autres colonnes lorsqu’un tampon est ajouté dans la phase 

mobile mais en l’absence de tampons. 

Si l’on ne considère que la capacité de pics comme critère de sélection du couple phase stationnaire / 

phase mobile, la colonne zwitterionique en présence de 10 mM de formiate d’ammonium à pH 3 

dans la phase mobile donne les meilleurs résultats. Cependant, l’objectif de l’étude n’est pas de 

séparer un maximum de peptides (deux peptides coélués peuvent être distingués en mode SRM s’ils 

ne sont pas isobares) mais d’être le plus sensible possible. Les hauteurs des signaux mesurés ont 

donc été comparées pour les trois colonnes et dans les trois conditions de phase mobile. Dans 

chaque cas, les hauteurs ont été normalisées par la hauteur du peptide obtenue avec la colonne 

amide et en l’absence de tampons dans la phase mobile : 



Chapitre IV : Apports de la chromatographie liquide pour la quantification 

228 

 

Tableau 30 : Intensités relatives des 6 peptides étudiés en fonction des phases mobiles et stationnaires. 

Colonne silice Colonne ZIC Colonne amide

Peptide 

n°

Tampon 

1
(a)

Tampon 

2
(b)

0,1% 

FA

Tampon 

1
(a)

Tampon 

2
(b)

0,1% 

FA

Tampon 

1
(a)

Tampon 

2
(b)

0,1% 

FA

1 8 2 26 7 5 64 6 2 100

2 6 1 46 8 19 60 7 1 100

3 29 22 32 30 21 41 24 14 100

4 N/D N/D 20 22 1 23 19 1 100

5 23 10 27 32 11 27 28 6 100

6 N/D N/D N/D 53 39 23 63 33 100

(a)
 10 mM de formiate d’ammonium dans la phase mobile 

(b)
 10 mM d’acétate d’ammonium dans la phase mobile 

 

En ce qui concerne le signal mesuré, le résultat est univoque : la colonne amide en l’absence de 

tampons donne le meilleur signal pour tous les peptides. Les conditions sans tampon donnent 

d’ailleurs des hauteurs plus importantes pour quasiment tous les peptides quelle que soit la phase 

stationnaire. Bien que l’acétate et le formiate d’ammonium soient des tampons volatils, leur 

utilisation doit donc tout de même être évitée tant qu’elle n’est pas indispensable d’un point de vue 

chromatographique. L’influence de la concentration d’acétate d’ammonium sur la réponse de 

peptides a déjà été étudiée en infusant les peptides en présence de 30 à 50 % d’ACN dans l’eau. Les 

résultats ont également montré une forte suppression de signal sur la réponse des peptides  dès 

0,1 mM de tampon305. 

Avec les phases stationnaires de type amide, l’utilisation de tampons n’améliore pas la séparation de 

peptides. Bien que la colonne ZIC en présence de tampon donne la meilleure capacité de pics, cette 

capacité n’est abaissée que de 20 à 25% avec la colonne amide sans tampon (capacité de pics de 37 

avec la colonne ZIC et de 29 avec la colonne amide). Cependant, le signal peut être diminué d’un 

facteur supérieur à quatre avec la colonne ZIC. Puisque l’objectif de l’étude est d’évaluer l’intérêt de 

la HILIC pour la quantification absolue de peptides, les conditions donnant le meilleur signal seront 

conservées. Bien que l’augmentation de la capacité de pics permette de diminuer l’effet matrice, 

nous avons vu dans le Tableau 21 page 202 que le fait de doubler la capacité de pics permettait 

d’obtenir un gain de signal de seulement 73%. Ce gain devrait donc être plus faible avec la colonne 

ZIC puisque la capacité de pics n’est améliorée que de 25% et ne permettra donc pas de compenser 

le facteur quatre perdu pour les peptides n° 4, 5 et 6. Le gain de signal pouvant être apporté par 

l’HILIC a alors été déterminé sur un mélange plus important de peptides avec la colonne amide sans 

tampon dans la phase mobile.  
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III.5.3) Comparaison entre l’HILIC et la C18 pour un mélange complexe de peptides sans 

matrice 

 

L’étude a donc été poursuivie en SRM sur un mélange un peu plus complexe. En effet, jusqu’à 

présent, seuls quelques peptides avaient été suivis. Afin d’avoir une étude plus approfondie du gain 

de signal pouvant être obtenu en HILIC, un mélange de 81 peptides synthétiques a été réalisé. Ces 

81 peptides sont des peptides rapporteurs d’une cinquantaine de protéines après digestion par de la 

trypsine. Ces protéines sont des biomarqueurs potentiels du cancer colo-rectal. Il s’agit donc de 

peptides d’un fort intérêt pour la quantification. L’étude a été réalisée sans matrice afin de 

s’affranchir d’un effet matrice qui sera variable entre la phase inverse et l’HILIC. Le signal obtenu 

pour ces 81 peptides en condition de phase inverse classique a donc été comparé avec celui obtenu 

en HILIC sur la colonne amide et sans tampon dans la phase mobile : 

 

Figure 88 : Diagrammes de Pareto sur les gains d’aire (A) et de hauteur (B) entre l’HILIC et la phase inverse.  
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Dans ce diagramme, les histogrammes représentent le nombre de peptides par intervalle de gain 

d’aire. Par exemple, 22 peptides présentent un gain d’aire compris entre 160 et 240% en passant de 

la phase inverse à l’HILIC. La courbe quant à elle représente les effectifs cumulés. Elle permet de voir 

que près d’un peptide sur deux (42%) voit son aire augmenter de plus de 160% en HILIC, soit un 

signal multiplié par un facteur 2,6. Un gain d’aire en HILIC était attendu mais ce gain est relativement 

faible par rapport aux gains observés lors de l’analyse de petites molécules. En effet, il est compris 

entre 80 et 240% pour la plupart des peptides alors que des gains d’un facteur neuf peuvent être 

atteints sur des petites molécules296. 

La partie B de la Figure 88 montre que les gains obtenus sur les hauteurs sont plus faibles que ceux 

obtenus sur les aires. En effet, ils sont compris majoritairement entre 0 et 150 %. Ce phénomène est 

lié à un élargissement des pics en HILIC. Les chaînes latérales des acides aminés les plus basiques 

comme les lysines et arginines (qui sont présentes sur chaque peptide puisque l’étude se fait sur des 

peptides trypsiques) sont chargées positivement. La présence de ces charges va augmenter le 

caractère hydrophile du peptide et donc son affinité pour la couche d’eau située à la surface de la 

phase stationnaire306. De plus, bien que les greffons de la colonne amide soient neutres, des charges 

négatives liées aux silanols résiduels peuvent subsister. Des interactions secondaires entre les 

charges positives des chaînes latérales des peptides et les silanols résiduels ne peuvent donc pas être 

exclues. Ces interactions secondaires sont également responsables de l’élargissement de pics 

observé en HILIC comme cela a déjà été mentionné307. 

Ces gains d’un facteur deux en moyenne sont donc non négligeables mais sont plutôt faibles par 

rapport à ceux qui peuvent être rencontrés pour les petites molécules en HILIC. Contrairement aux 

petites molécules, les peptides sont ionisés sous différents états de charge et présentent donc une 

distribution d’états de charge. En effet, les acides aminés possèdent des fonctions amines et acides 

sur leur chaîne latérale. Ces fonctions qui sont des acides et des bases faibles sont donc en équilibre 

entre les formes protonées et déprotonées. Par conséquent, un peptide existe sous différents états 

de charge. Les peptides trypsiques étudiés ne contiennent qu’une seule lysine ou arginine et ont une 

masse d’environ 1000 Da. Ils sont donc généralement mono et doublement chargés. Ces deux états 

de charge ont été suivis en C18 et en HILIC. L’étude s’est faite sur un mélange simple ne contenant 

que de la HSA digérée par de la trypsine. Puisque nous avons vu dans le paragraphe V.2) page 81 du 

premier chapitre que la fragmentation des espèces mono chargées était beaucoup moins favorisée 

que celle des doublement chargées, l’étude ne s’est pas faite en mode SRM mais en SIM (Single Ion 

Monitoring). Ceci a permis de suivre aisément les réponses des deux états de charge sans tenir 

compte de l’efficacité de fragmentation qui est donc variable entre les différents états de charge des 

peptides. Dans ce mode, un ion parent est filtré en masse (dans le Q1 ou le Q3) et atteint le 

détecteur sans être fragmenté. La Figure 89 montre les signaux obtenus pour le peptide 3 étudié 

dans le paragraphe III.5.2) : 
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Figure 89 : Chromatogrammes reconstruits du peptide n°3 mono (rouge) et doublement (bleu) chargé en phase inverse 

(A) et en HILIC (B).  

 

En phase inverse (partie A), ce peptide est élué à 8,6 min. La forme dichargée (en bleu) est 

majoritaire par rapport à la monochargée (en rouge). En HILIC (partie B), la forme dichargée est plus 

intense qu’en phase inverse et reste majoritaire par rapport à l’espèce monochargée. Cependant, 

l’aire de l’ion monochargé a beaucoup plus augmenté que celle du doublement chargé. Les aires des 

deux formes en phase inverse et en HILIC sont reportées dans le tableau suivant : 

Tableau 31 : Evolution des aires des ions mono et doublement chargés du peptide n°3 en phase inverse et en HILIC. 

Aire

monochargé dichargé
dichargé / 

monochargé

C
18 6,55E+05 1,02E+07 15,6

HILIC 1,31E+07 4,38E+07 3,34

 

Ce tableau confirme que le signal de l’ion mono chargé augmente plus que celui du doublement 

chargé en HILIC puisque le rapport entre les aires des dichargés sur les monochargés passe de 15,6 à 

3,34. On a donc un déplacement de l’état de charge vers des valeurs plus faibles. En HILIC, l’élution 

est réalisée avec une phase mobile riche en ACN (plus de 70%) alors qu’en phase inverse, les 

peptides sont élués avec moins de 30% d’ACN. Une diminution de l’état de charge moyen de 

peptides ou de protéines en présence d’une forte teneur en ACN (90%) a déjà été reportée sur un 

peptide modèle de 3466 Da (la bêta endorphine)308. Cette baisse a été attribuée à une diminution de 

la tension de surface et de la constante diélectrique du solvant et à une affinité protonique plus forte 
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de l’ACN par rapport à celle de l’eau. Ces trois paramètres sont très importants dans le processus 

d’ionisation par électrospray. En effet, la tension de surface est la force permettant de maintenir la 

cohésion de la goutte et de lutter contre les répulsions coulombiennes au sein de la goutte. Plus le 

solvant est évaporé, et plus les charges sont concentrées dans la goutte et donc plus les forces de 

répulsion coulombienne augmentent. Lorsque ces forces deviennent supérieures aux forces de 

tension de surface de la goutte (i.e. à la limite de Rayleigh), la goutte éclate. Ce processus est répété 

jusqu’à l’évaporation d’un ion ou jusqu’à ce qu’il ne reste plus qu’un ion dans la goutte. En d’autres 

termes, plus la tension de surface est élevée, plus le nombre de charges devant être accumulées au 

sein de la goutte avant son explosion est important. Plus ce nombre de charges disponibles est 

grand, plus l’état de charge observé de l’analyte sera important. La tension de surface de l’eau est de 

0,073 N / m contre 0,030 N / m pour l’ACN ce qui est en accord avec la théorie ci-dessus. 

L’influence de la constante diélectrique se situe avant la formation des gouttes. Lors du processus 

d’électrospray, la première étape consiste en une séparation électrophorétique au niveau de la 

sonde électrospray lorsque la tension de spray est appliquée. Puisque les forces électrostatiques sont 

liées à la constante diélectrique en solution, un solvant avec une constante diélectrique plus faible va 

diminuer l’efficacité de la séparation de charges. Ceci est également vrai si la viscosité du milieu 

augmente. Puisque la séparation de charges est moins efficace, l’excès de charge présent dans la 

goutte est plus faible et donc le nombre de charges disponibles pour l’analyte est plus faible. L’état 

de charge observé sera alors diminué. Par conséquent, en présence d’ACN à la place d’eau, le 

nombre de charges transférées sur la protéine ou le peptide sera plus faible. 

 Le groupe d’E.R. Williams a également étudié l’influence de la composition du solvant sur la 

distribution des états de charge de protéines309. Ainsi, pour des solvants moins volatils que l’eau, ils 

ont conclu que l’augmentation de la charge était liée à une dénaturation de la protéine. En revanche, 

pour des solvants plus volatils tels que l’ACN, la basicité en phase gazeuse plus importante de l’ACN 

serait responsable de la baisse d’état de charge observée. Effectivement, l’affinité protonique de 

l’ACN est supérieure à celle de l’eau (779,2 kJ/mol pour l’ACN contre 691 kJ/mol pour l’eau286). 

Lorsque les ions sont émis en phase gazeuse, l’ACN va capter plus de protons que l’eau. Le nombre 

de protons disponibles pour la protéine est alors plus faible. Par conséquent, l’état de charge observé 

est plus faible. 

Tous ces phénomènes ont bien été étudiés sur les protéines et il semble donc qu’ils se produisent 

également sur les peptides. L’étude s’est donc poursuivie en cherchant un moyen pour redéplacer 

l’état de charge du peptide vers l’espèce doublement chargée.  

 

III.5.4) Déplacement de l’état de charge 

 

L’objectif ici est de trouver une façon de redéplacer l’état de charge des peptides vers des valeurs 

plus élevées afin de pouvoir augmenter le signal de l’espèce doublement chargée. En effet, même si 

un signal plus important est obtenu en HILIC par rapport à la phase inverse, une partie du signal est 

dissipée à cause de ce problème de déplacement de l’état de charge puisque une partie de l’espèce 

dichargée est devenue monochargée. De plus, les espèces monochargées sont moins intéressantes 
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en SRM puisque la charge est séquestrée sur l’acide aminé C-terminal des peptides trypsiques. En 

effet, cet acide aminé est une lysine ou une arginine et est donc très basique. Il est alors plus difficile 

de délocaliser le proton séquestré en C-terminal pour induire la fragmentation du peptide. 

Le groupe d’E.R. Williams a beaucoup travaillé sur la recherche de composés permettant 

d’augmenter l’état de charge des protéines notamment pour l’étude de complexes non covalents310-

311. Un autre intérêt dans l’augmentation de l’état de charge des protéines est trouvé lors de la 

fragmentation des protéines par ECD (capture d’électron dissociative). Dans ce cas, l’ion précurseur 

va capter un électron thermique (énergie inférieure à 0,2 eV) afin de former un cation radicalaire 

puis se fragmenter312. Puisque la section efficace de capture de l’électron augmente avec la charge 

du précurseur, le spectre de fragmentation résultant sera plus riche en informations313. 

Ainsi, en 2001, ils ont évalué l’effet du glycérol et de l’alcool méta-nitrobenzylique (m-NBA) sur la 

distribution des états de charge de la myoglobine et du cytochrome c mais également sur celle d’un 

petit peptide (de séquence KKKK)314. Bien que l’état de charge maximal du cytochrome c passe de 

+20 à +23 en présence de 0 et 50% de glycérol respectivement, des résultats similaires sont obtenus 

avec des quantités plus faibles de m-NBA : l’état de charge maximal observé est de +24 avec 0,7% de 

m-NBA. L’augmentation de l’état de charge ne semble pas due à une dénaturation des protéines 

mais serait alors plutôt liée à la tension de surface au niveau des gouttes électrospray. En effet, ils 

ont réalisé leur étude dans des solutions contenant 3% d’acide acétique. Or, il a déjà été montré que 

la tension de surface passait de 0,071 N / m dans l’eau pure à 0,034 N / m dans 70% d’acide acétique 

à 30°C314. L’acide acétique qui est moins volatil que l’eau va alors être concentré au sein de la goutte 

lors de l’évaporation de l’eau et la tension de surface de cette goutte va diminuer. Dans l’étude de 

Williams314, les molécules testées sont également moins volatiles que l’eau (Téb (m-NBA à 3 Torr)  = 177,5°C 

et Téb (glycérol à 20 Torr) = 182°C). Lors de l’évaporation du solvant, ces deux composés vont donc être 

concentrés dans la goutte315. Ainsi, la présence de m-NBA (dont la tension de surface vaut 

0,05 N / m)34 va augmenter la tension de surface de la goutte contenant un mélange eau / ACN / 

acide acétique lorsque la majorité de l’eau sera évaporée. Comme nous l’avons vu au paragraphe 

précédent, l’augmentation de la tension de surface s’accompagne d’une augmentation de la densité 

de charges. Par conséquent, l’état de charge des analytes augmente.  

D’autres groupes ont également évalué l’influence de la concentration de m-NBA sur le déplacement 

de l’état de charge des protéines. Par exemple, la charge maximale de l’anhydrase carbonique II 

passe de +11 à +16 avec 0,5% de m-NBA et à +19 avec 1% de m-NBA316. De même, la charge 

maximale de la myoglobine passe de +9 à +19 par ajout de 0,4% de m-NBA311. L’influence du m-NBA 

sur des peptides trypsiques et des phosphopeptides a aussi été étudiée par Kjeldsen et al. en 2007. 

Ils ont montré que la charge moyenne passait de +2,2 à +2,9 en présence de 0,1% de m-NBA317. 

Le m-NBA apparaît donc intéressant pour déplacer l’état de charge de nos peptides. La concentration 

de 1% de m-NBA semble donner les meilleurs résultats mais compte-tenu du prix du réactif 

(quasiment cent euros pour cinq grammes), la concentration de 0,5% a été retenue. Le peptide n°3 a 

donc été analysé dans les mêmes conditions que précédemment (colonne amide avec 0,1% d’acide 

formique dans la phase mobile) sauf que 0,5% de m-NBA ont été ajoutés dans la phase mobile : 
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Figure 90 : Chromatogrammes reconstruits du peptide n°3 mono (rouge) et doublement (bleu) en HILIC avec 0 (A) ou 

0,5% (B) de m-NBA dans la phase mobile. 

Les aires des espèces mono et doublement chargées sont reportées dans le tableau suivant : 

Tableau 32 : Evolution des aires des ions mono et doublement chargés du peptide n°3 en HILIC avec 0 ou 0,5% de m-NBA. 

Aire

monochargé Dichargé
dichargé / 

monochargé

HILIC 1,31E+07 4,38E+07 3,34

HILIC avec m-NBA 1,18E+07 9,64E+07 8,17

 

Le rapport des aires de l’espèce dichargée sur l’espèce monochargée a augmenté après ajout de 

0,5% de m-NBA dans la phase mobile. Ce résultat est en accord avec les travaux précédemment 

évoqués. En effet, la tension de surface de l’ACN qui est le solvant majoritaire en HILIC est de 

0,030 N / m. Cette valeur est inférieure à celle du m-NBA (0,05 N / m)30. Puisque la tension de surface 

est augmentée en présence de m-NBA, le nombre de charges disponibles pour l’analyte est lui aussi 

augmenté et donc un déplacement de l’état de charge des peptides vers des valeurs plus élevées est 

observé. Il faut cependant noter que la phase mobile n’est pas de l’acétonitrile pur mais un mélange 

eau / acétonitrile. Lors de l’élution, la fraction d’ACN est d’environ 80%. Bien que l’acétonitrile soit 

plus volatil que l’eau (Téb = 81,6°C)287, cette différence de volatilité ne semble pas compenser le fait 

que l’ACN soit le solvant majoritaire au départ. En effet, puisque l’état de charge du peptide 

augmente, la présence de m-NBA augmente la tension de surface de la goutte. Lors de l’évaporation 

du solvant, il reste donc suffisamment d’ACN par rapport à l’eau pour que le m-NBA permette 

d’augmenter la tension de surface de la goutte et donc l’état de charge du peptide. 
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On peut également remarquer que le temps de rétention de ce peptide a augmenté en présence de 

m-NBA. Puisque le m-NBA est hydrophobe, sa présence dans la phase mobile augmente donc 

l’hydrophobicité de cette dernière. Or, en HILIC, l’élution est réalisée en augmentant l’hydrophilie de 

la phase mobile, il est donc logique qu’un peptide soit élué plus tard lorsque la phase mobile est 

moins hydrophile. Le phénomène inverse a été observé sur une colonne de type C18 : dans ce cas, la 

présence de m-NBA dans la phase mobile a engendré une diminution du temps de rétention des 

peptides317. 

L’étude s’est alors poursuivie en comparant le signal obtenu en phase inverse avec celui obtenu en 

HILIC en présence de 0,5% de m-NBA dans la phase mobile sur le mélange de 81 peptides étudiés 

précédemment. 

III.5.5) Comparaison du signal obtenu pour un mélange complexe de peptides en phase 

inverse et en HILIC en présence de m-NBA 

 

Puisque le gain en sensibilité obtenu en comparant l’HILIC et la phase inverse est plus faible que celui 

escompté par rapport aux petites molécules du fait de l’état de charge des peptides déplacé vers des 

valeurs plus faibles en HILIC, le signal des 81 peptides a alors été comparé entre l’HILIC et la phase 

inverse après avoir redéplacé l’état de charge en HILIC en ajoutant 0,5% de m-NBA dans la phase 

mobile. Les résultats sont présentés sur les diagrammes de Pareto suivants : 
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Figure 91 : Diagrammes de Pareto sur les gains d’aire (A) et de hauteur (B) entre l’HILIC (en présence de 0,5% de m-NBA) 

et la phase inverse.  

Les gains d’aire observés par rapport à la phase inverse sont drastiquement augmentés en présence 

de m-NBA. En effet, le gain d’aire est compris entre 300 et 900% pour la majorité des peptides alors 

qu’il n’était qu’entre 80 et 240% sans m-NBA. Ce gain amélioré est donc lié au déplacement de l’état 

de charge engendré par le m-NBA. En effet, puisque la quantité de peptide doublement chargé est 

augmentée par rapport à celle du monochargé, le gain obtenu sur l’espèce doublement chargée est 

accru par l’ajout de m-NBA. 

Les gains obtenus sur les hauteurs sont à nouveau plus faibles que ceux obtenus sur les aires. La 

présence de m-NBA ne permet pas d’affiner les pics en HILIC. En effet, l’élargissement moyen obtenu 

par l’ajout du m-NBA est de 5%. 
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La séparation obtenue en HILIC et en C18 pour quelques peptides parmi les 81 étudiés est présentée 

sur la figure suivante : 

 

Figure 92 : Chromatogrammes reconstitués de quelques peptides étudiés après séparation en phase inverse (en haut) ou 

en HILIC avec 0,5% de m-NBA dans la phase mobile (en bas). Pour quatre peptides, deux transitions SRM sont 

représentées avec les gains d’intensité associés. 

 

Ces chromatogrammes permettent de voir que la fenêtre d’élution (temps de rétention maximal et 

minimal) entre les deux séparations est du même ordre de grandeur mais que les pics sont élargis en 

HILIC. Pour deux transitions SRM de quatre peptides, les chromatogrammes obtenus en HILIC et en 
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phase inverse ont été reconstitués. Le peptide A représente un cas extrême avec une intensité 

multipliée par un facteur 14 alors que les autres représentent plutôt la tendance générale avec des 

gains allant d’un facteur 3 à un facteur 5. 

Puisque les pics sont plus larges en HILIC, il faut revenir sur la capacité de pics de ces deux 

séparations. Le calcul réalisé dans le Tableau 29 page 227 a été réalisé à partir de la séparation de 

seulement 6 peptides ce qui est un mélange beaucoup plus simple que celui-ci. Avec les 81 peptides 

précédents, la capacité de pics vaut 28,8 en HILIC contre 63,4 en phase inverse Cette différence de 

capacité de pics n’est pas choquante puisque les colonnes de phase inverse sont connues pour avoir 

de plus grandes capacités de pics283, 318-319.   2 

Afin de vérifier si cette augmentation de signal n’était pas liée à une meilleure désolvatation des 

peptides en présence de m-NBA, 21 peptides parmi les 81 étudiés ont été analysés en phase inverse 

avec ou sans m-NBA dans la phase mobile. Le mélange peptidique initial devait contenir 105 

peptides. Afin de tous les suivre (sachant que deux transitions SRM par peptides ont été 

enregistrées), ils ont été analysés en cinq méthodes contenant chacune 21 peptides. Sur les 105 

peptides, seuls les 81 peptides pour lesquels les gains observés entre les deux transitions SRM 

étaient du même ordre de grandeur ont été conservés. Pour étudier l’influence du m-NBA en phase 

inverse, une seule des cinq méthodes d’acquisition a été utilisée afin de limiter la consommation de 

réactif. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 93 : 

 

 Figure 93 : Diagramme de Pareto sur les gains d’aire (en %) en phase inverse avec 0 ou 0,5% de m-NBA dans la phase 

mobile. 

En présence de m-NBA dans la phase mobile lors d’une séparation en phase inverse, l’aire est 

augmentée pour seulement un peptide sur deux et cette augmentation reste faible. La présence à 

elle-seule de m-NBA dans la phase mobile ne permet donc pas d’augmenter le signal obtenu. En 

phase inverse, la présence de m-NBA doit plutôt tendre à diminuer la tension de surface des gouttes. 

Ainsi, une augmentation de l’état de charge n’est pas attendue. Elle n’a d’ailleurs pas été observée 

lors de l’analyse d’un dendrimère d’environ 1700 Da, le DAB-16 (polymère de poly-propyleneimine). 
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En effet, en présence 1% de m-NBA dans l’eau, l’état de charge moyen du DAB-16 diminue de 19% 

par rapport à la même solution analysée sans m-NBA34. 

L’augmentation de signal obtenue en HILIC semble donc pouvoir être généralisée à la majorité des 

peptides. En effet, la présence majoritaire d’ACN dans la phase mobile facilite l’évaporation du 

solvant au niveau de la source électrospray. Ainsi, plus d’ions sont désolvatés que lorsque la phase 

mobile est principalement aqueuse. Cependant, le fait d’avoir une majorité d’ACN dans la phase 

mobile diminue la tension de surface des gouttes dans la source. Cette baisse de tension de surface 

fragilise les gouttes puisque les forces de cohésion sont plus faibles ce qui favorise à nouveau 

l’émission d’ions. Cependant, cette baisse de tension de surface s’accompagne également d’une 

diminution du nombre de charges disponibles pour ioniser les peptides. De ce fait, la distribution des 

états de charge des peptides est déplacée vers des valeurs plus faibles. Le m-NBA, molécule 

faiblement volatile et de tension de surface plus élevée que celle de l’ACN permet d’augmenter la 

tension de surface de la goutte lorsque l’ACN est le solvant majoritaire et donc de redéplacer la 

distribution d’états de charge des peptides. Le gain obtenu en HILIC est alors beaucoup plus 

important.  

Pour la suite de l’étude, nous nous sommes intéressés plus spécifiquement à certains peptides 

rapporteurs que nous avons étudiés dans les chapitres précédents. 

 

III.5.6) Linéarités sans matrice 

 

Afin d’estimer le gain de sensibilité réellement apporté par l’HILIC, des gammes de trois peptides ont 

été réalisées dans l’eau. Ces trois peptides ont pour séquence LGPLV*(13C5, 
15N1)EQGR (peptide ayant 

servi d’étalon interne lors du dosage de l’apolipoprotéine E), EEFSPLR (peptide protéotypique de la 

vitellogénine chez Eurytemora affinis), ILIPGVGK (peptide protéotypique de la vitellogénine chez 

Gammarus fossarum). Le peptide de séquence LSEPAELTDAVK n’a pas été retenu pour l’étude 

puisque nous avons montré sur la Figure 81 page 209 qu’il semble peu soluble lorsque la teneur en 

ACN dépasse 80%. Afin de s’affranchir de problèmes d’adsorption potentiellement différente entre 

une solution préparée dans l’eau pour l’étude en phase inverse et une solution préparée dans de 

l’ACN pour l’étude en HILIC, une seule gamme a été préparée dans l’eau. Puisque les gammes ont été 

préparées dans l’eau acidifiée, seulement 1ђL de solution a été injecté afin de minimiser l’impact du 

solvant d’injection sur la rétention des peptides en HILIC. Chaque gamme a été injectée deux fois et 

les résultats sont présentés dans la Figure 94 : 
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Figure 94 : Gammes des peptides LGPLV*EQGR (A), EEFSPLR (B) et ILIPGVGK (C) dans l’eau en phase inverse et en HILIC. 
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Pour l’étalon de l’Apo E, les concentrations affichées sont des équivalents en protéine (soit des 

concentrations en peptides environ 37 fois inférieures) alors que pour les deux autres peptides, ce 

sont les concentrations de peptide puisque la masse molaire des deux protéines est inconnue. Pour 

ces trois peptides, la pente de la droite d’étalonnage (qui est une définition de la sensibilité) est cinq 

à huit fois plus importante en HILIC. Cependant, en bioanalyse, la sensibilité est plutôt définie par la 

limite de quantification que le dosage permet d’atteindre. La limite de quantification se définit soit 

par un rapport signal sur bruit du pic chromatographique supérieur à 10 soit par une exactitude 

comprise entre 85 et 115% avec un coefficient de variation inférieur à 15%. Puisqu’une analyse en 

SRM dans l’eau ne génère quasiment aucun bruit de fond, la seconde définition sera retenue. Les 

exactitudes associées à chaque point des gammes précédentes sont donc reportées dans le tableau 

suivant : 

Tableau 33 : Exactitudes (en %) associées aux gammes de la Figure 94. 

LGPLV*EQGR EEFSPLR ILIPGVGK

Concentration 

(ng / mL)
C18 HILIC

 Concentration 

(ng / mL)
C18 HILIC

 Concentration 

(ng / mL)
C18 HILIC

0 N/D(a) N/D  0 N/D N/D  0 N/D N/D

0 N/D N/D  0 N/D N/D  0 N/D N/D

1 N/D N/D  0,1 N/D 86,7  0,0333 N/D N/D

1 N/D N/D  0,1 N/D 85,2  0,0333 N/D N/D

5 N/D N/D  0,5 130,0 101,6  0,167 59,6 73,9

5 N/D N/D  0,5 129,2 101,2  0,167 78,2 102,5

10 N/D 85,5  1 102,4 88,3  0,333 41,1 81,7

10 N/D 106,2  1 89,8 90,2  0,333 93,8 95,1

50 84,0 100,9  5 104,9 99,2  1,67 61,6 84,1

50 93,3 84,1  5 104,5 97,1  1,67 69,9 92,5

100 77,1 81,6  10 84,0 91,9  3,33 91,5 88,9

100 95,5 105,0  10 89,0 96,8  3,33 94,5 92,4

500 108,4 91,5  50 94,6 96,1  16,7 95,9 90,9

500 86,9 102,7  50 98,5 99,5  16,7 100,4 103,0

1000 105,9 100,3  100 95,4 98,4  33,3 86,0 99,4

1000 95,1 101,2  100 107,6 102,4  33,3 99,4 102,1

2000 92,0 100,9  200 94,6 97,5  66,7 83,0 101,6

2000 104,7 99,2  200 102,4 99,8  66,7 99,9 102,4

5000 100,7 103,1  500 95,1 104,4  167 90,3 106,8

5000 112,5 107,2  500 108,8 106,7  167 111,9 109,5

10000 101,5 102,6  1000 96,8 103,6  333 94,8 104,9

10000 109,4 104,9  1000 106,8 104,0  333 111,7 107,2
(a) N/D : Non Déterminée 
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Ce tableau permet de constater que la limite de quantification est obtenue pour un échantillon cinq à 

dix fois moins concentré en HILIC par rapport à la même analyse en phase inverse. En effet, les 

exactitudes déterminées restent comprises entre 85 et 115% pour des concentrations cinq à dix fois 

plus faibles en HILIC par rapport à la phase inverse. Ces résultats confirment que le gain de signal 

observé pour le mélange de peptide permet d’abaisser les limites de quantification en HILIC.  

Pour terminer, il faut vérifier que les limites de quantification en HILIC soient également abaissées en 

matrice complexe comme le sérum ou l’urine. 

III.5.7) Linéarités en matrice complexe 

 

Les colonnes HILIC sont réputées pour leur faible capacité de charge par rapport aux colonnes de 

type C18 car le mécanisme de rétention est partiellement basé sur de l’adsorption en surface de la 

phase stationnaire plutôt qu’un mécanisme de partition comme c’est le cas en phase inverse300. Or, si 

la capacité de charge est plus faible, il est probable que l’analyse soit moins sensible malgré le gain 

apporté par la désolvatation. En effet, la réponse en ESI est proportionnelle à la concentration de 

l’analyte au sommet du pic chromatographique qui dépend donc de la quantité d’analyte injectée sur 

la colonne pour une solution donnée. Nous venons de voir que le gain de signal apporté par l’HILIC 

pouvait aller jusqu’à un facteur dix par rapport à la phase inverse. Cependant, si la quantité maximale 

de matrice pouvant être injectée sur la colonne avant de saturer la phase stationnaire est cinquante 

fois plus faible en HILIC, le signal mesuré risque donc d’être cinq fois plus faible en HILIC qu’en phase 

inverse. L’étude s’est donc d’abord attachée à la recherche de la quantité de matière injectable sur la 

colonne HILIC. 

 

III.5.7.1) Evaluation du volume de matrice injectable 

 

Pour réaliser cette étude, différents échantillons ont été préparés selon le protocole décrit au 

paragraphe II.2.5) page 196. Puisque 20 ђL de la solution finale sont injectés sur la colonne, la 

première étude a été réalisée sans matrice afin de vérifier que ce volume n’impacte pas le signal 

(notamment par des déformations de pics chromatographiques) : 
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Figure 95 : Evolution de l’aire du pic chromatographique des peptides LGPLV*EQGR (A, D), EEFSPLR (B, E) et ILIPGVGK (C, 

F) en fonction du volume de solution injecté en phase inverse (A, B, C) ou en HILIC avec 0,5 % de m-NBA dans la phase 

mobile (D, E, F). 

 

Afin de permettre une comparaison aisée entre ces résultats et les suivants, deux abscisses sont 

représentées sur chaque graphique : l’une est la quantité de peptide injectée sur la colonne et l’autre 

représente un volume équivalent à la quantité de matrice qui serait injectée si ces échantillons 

avaient été préparés en matrice de la même façon que ceux de la Figure 96 (cf. paragraphe II.2.5) 
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page 196 pour la préparation des échantillons). En effet, dans l’exemple présenté ci-dessus, chaque 

échantillon a été préparé de la même façon que dans la matrice : toutes les étapes sont les mêmes à 

l’exception des 4 mL de solution obtenus après digestion d’un volume initial de 100 ђL de matrice qui 

sont remplacés par 4 mL d’eau. 

Pour ces trois peptides, la réponse est parfaitement linéaire avec la ƋƵĂŶƚŝƚĠ� ŝŶũĞĐƚĠĞ�;ƌϸ�х�Ϭ͕ϵϵͿ�ĐĞ�
qui est normal car il n’y a aucun effet matrice puisque les peptides ont été ajoutés dans de l’eau 

avant SPE. Une nouvelle fois, le signal mesuré est environ dix fois plus intense en HILIC qu’en phase 

inverse. 

La même étude a donc pu être réalisée dans le sérum : 
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Figure 96 : Evolution de l’aire du pic chromatographique des peptides LGPLV*EQGR (A, D), EEFSPLR (B, E) et ILIPGVGK (C, 

F) en fonction du volume de sérum injecté en phase inverse (A, B, C) ou en HILIC avec 0,5 % de m-NBA dans la phase 

mobile (D, E, F). 

 

En phase inverse, le signal continue de croître en fonction du volume de sérum injecté mais cette 

ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ůŝŶĠĂŝƌĞ�;ƌϸ�ф 0,99). Ceci est lié à l’effet matrice qui varie lui aussi lorsque le 

volume de sérum injecté change. En revanche, en HILIC, le signal ne fait que décroître lorsque le 

volume injecté augmente, à l’exception des deux premiers points pour le peptide LGPLV*EQGR. 
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Ainsi, à l’exception de ce peptide, le signal mesuré en HILIC est le plus important lorsque seulement 

0,5 ђL de sérum sont injectés sur la colonne et ce signal est inférieur à celui qui est obtenu en phase 

inverse lorsque 10 ђL de sérum sont injectés sur la colonne. On peut se demander si ce phénomène 

est lié à une capacité de pics plus petite en HILIC. En effet, nous avons vu précédemment que la 

capacité de pics valait 28,8 en HILIC et 63,4 en phase inverse (cf. page 238). Bien que ces deux types 

de séparation soient orthogonales, on peut tout de même supposer que l’effet matrice sera d’une 

manière générale plus important en HILIC qu’en phase inverse du fait de la capacité de pics réduite 

en HILIC. Cette différence de capacité de pics ne suffit cependant pas à expliquer le résultat 

précédent. En effet, pour les faibles volumes de sérum injectés, le signal obtenu en HILIC reste 

supérieur à celui obtenu en phase inverse. La chute du signal en HILIC lorsque le volume de sérum 

injecté augmente est causé par une augmentation soudaine de l’effet matrice probablement 

engendrée par une saturation de la phase stationnaire. Pour illustrer ce phénomène, les 

chromatogrammes reconstitués des trois peptides précédents sont représentés dans la figure 

suivante : 

 

Figure 97 : Chromatogrammes reconstitués des neuf transitions SRM correspondant aux trois peptides LGPLV*EQGR, 

EEFSPLR et ILIPGVGK après injection de 0,5 ђL (A, C) ou 10 ђL (B, D) de sérum en phase inverse (A, B) ou en HILIC avec 

0,5% de m-NBA dans la phase mobile (C, D). En HILIC, six interférents notés a, b, c, d, e et f sont représentés. 

 

En phase inverse, les profils obtenus après injection de 0,5 ou 10 ђL de sérum sont équivalents ce qui 

confirme le fait que la phase stationnaire n’est pas saturée. En revanche, en HILIC, les molécules sont 

éluées un peu plus tôt lorsque le volume de sérum injecté est plus important. Ce phénomène est 

d’autant plus marqué que le temps de rétention initial est grand. Par exemple, les molécules 
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interférentes notées (a), (b) et (c) ont quasiment le même temps de rétention après injection de 0,5 

ou 10 ђL de sérum. Cependant, les molécules (d) et (e) sont éluées avec plus de deux minutes 

d’écart. Le temps de rétention de la molécule (f) reste quant à lui inchangé car il correspond à la 

période de lavage de la colonne chromatographique. Cette saturation de la phase stationnaire 

engendre un décalage des temps de rétention des composés ce qui va modifier l’effet matrice. Ce 

phénomène explique la décroissance du signal mesuré lorsque la quantité de matrice injectée 

augmente. 

Puisque l’analyse de sérum en HILIC semble compromise du fait de la plus faible capacité de charge 

de ces phases stationnaires, une matrice moins chargée doit donc été étudiée. C’est pourquoi, les 

mêmes analyses ont été réalisées dans de l’urine digérée. En effet, la quantité de protéines dans 

l’urine est plus faible que dans le sérum. Cependant, l’inconvénient de l’urine est que son volume est 

très variable et donc les concentrations urinaires sont également variables. L’étude a donc été 

réalisée sur la deuxième urine journalière qui est l’une des plus concentrées :  
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Figure 98 : Evolution de l’aire du pic chromatographique des peptides LGPLV*EQGR (A, D), EEFSPLR (B, E) et ILIPGVGK (C, 

F) en fonction du volume d’urine injectée en phase inverse (A, B, C) ou en HILIC avec 0,5 % de m-NBA dans la phase 

mobile (D, E, F). 

 

Comme dans l’eau (cf. Figure 95 page 243), la réponse de ces trois peptides est linéaire lorsque le 

volume injecté en phase inverse augmente. L’effet matrice observé est assez faible et vaut environ 

20 %. En HILIC, la réponse reste linéaire jusqu’à 6 ђL injectés. Au-delà, le signal continue tout de 
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même d’augmenter mais l’effet matrice devient également plus important : il est d’environ 15 % en 

dessous de 6 ђL injectés et est doublé entre 6 et 10 ђL injectés.  

Nous pouvons donc essayer d’estimer la quantité de matériel injecté engendrant une saturation de la 

phase stationnaire. En effet, cette saturation semble se produire vers un volume de sérum injecté 

proche de 0,5 ђL. En supposant que la concentration totale en protéine soit de 60 mg / mL, 6 mg de 

protéines ont été digérées dans les 100 ђL de sérum prélevés. A cette quantité, il faut ajouter 200 ђg 

de trypsine utilisés lors de la digestion enzymatique. Le total de protéine est donc de 6,2 mg dans 

100 ђL de sérum soit 56 ђg de protéines dans les 0,5 ђL de sérum injecté sur la colonne. Dans l’urine, 

le taux de protéines est d’environ 0,1 mg / mL soit 600 fois inférieur au taux rencontré dans le sérum. 

Sachant que les 100 ђL d’urine ont été digérés selon le même protocole que le sérum, on trouve 

donc 10 ђg de protéines endogènes et 200 ђg de trypsine soit 210 ђg de protéines. Ainsi, l’injection 

de 5 ђL d’urine équivaut à charger 10,5 ђg de protéines sur la colonne. Cette valeur est cinq fois plus 

faible que pour le sérum. On peut donc supposer que le volume d’urine injectée pourrait encore être 

augmenté avant de saturer la phase stationnaire en HILIC. Ces calculs reposent également sur le fait 

que les seules molécules présentes dans ces deux matrices sont des protéines. Cette approximation 

est valable dans le sérum puisque les protéines en sont les constituants majoritaires. En revanche 

l’urine recueille tous les métabolites excrétés par l’organisme. Ces métabolites comprennent les 

résidus de médicaments, les hormones, la cafféine… Ils peuvent ainsi être ainsi être plus concentrés 

dans l’urine que les protéines totales. Par exemple, pour un donneur ingurgitant trois grammes de 

paracétamol par jour, la concentration urinaire de paracétamol et de son métabolite principal peut 

alors atteindre 2,7 g / L sachant que 90% du paracétamol va être retrouvé dans les urines sous 24h 

(soit dans un volume d’urine d’environ 1L). Ainsi, une injection de 5 ђL d’urine contiendrait 13,5 ђg 

de paracétamol soit une quantité plus importante que l’ensemble de toutes les protéines. En 

additionnant ainsi les nombreuses petites molécules rejetées dans l’urine, on peut supposer que la 

saturation de la phase stationnaire en HILIC soit liée à la grande quantité de petites molécules par 

rapport aux protéines. 

La quantité d’urine injectée pourrait être augmentée afin de trouver le seuil maximal mais l’étude de 

la différence de sensibilité entre l’HILIC et la phase inverse va s’effectuer en injectant un volume de 

5 ђL d’urine ce qui correspond à une zone où la réponse reste linéaire en fonction du volume injecté. 

 

III.5.7.2) Linéarités dans l’urine 

 

Des gammes de trois peptides (LGPLV*EQGR, EEFSPLR et ILIPGVGK) ont été réalisées après digestion 

d’urine. Comme lors des gammes dans l’eau, les concentrations indiquées sont en équivalent de 

protéine par mL d’urine pour le peptide LGPLV*EQGR et en masse de peptide par mL d’urine pour les 

deux autres peptides. Les résultats de ces gammes sont présentés dans la Figure 99 : 
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Figure 99 : Gammes des peptides LGPLV*EQGR (A), EEFSPLR (B) et ILIPGVGK (C) dans l’urine après séparation en HILIC ou 

en phase inverse. 
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Pour les trois peptides, la pente des droites est plus forte en HILIC ce qui témoigne d’une aire 

mesurée plus importante pour chaque peptide. Le rapport des pentes n’est toutefois que compris 

entre deux et cinq ce qui est un peu plus faible que dans l’eau (ce rapport variait entre cinq et huit). 

Cet écart est lié à un effet matrice différent entre la séparation en HILIC et en phase inverse. En effet, 

ces deux modes de séparations sont assez orthogonaux298, 320-322, c’est pourquoi les colonnes HILIC 

sont couramment utilisées lors de séparations en deux dimensions. Puisque les séparations sont 

orthogonales, des composés coélués en phase inverse seront vraisemblablement séparés en HILIC et 

vice versa. L’effet matrice entre ces deux séparations ne peut donc absolument pas être considéré 

comme étant le même. Ceci rend l’interprétation des résultats plus délicate. Les exactitudes 

correspondant à ces gammes ont été reportées dans le tableau suivant : 

Tableau 34 : Exactitudes (en %) associées aux gammes de la Figure 99. 

Exactitude LGPLV*EQGR (en %) Exactitude EEFSPLR (en %) Exactitude ILIPGVGK (en %)

Concentration 

(ng / mL)
C18 HILIC

Concentration 

(ng / mL)
C18 HILIC

Concentration 

(ng / mL)
C18 HILIC

0 N/D(a) N/D 0 N/D N/D 0 N/D N/D

0 N/D N/D 0 N/D N/D 0 N/D N/D

50 65,7 109,2 0,5 128,3 96,6 0,17 65,7 81,3

50 76,3 99,5 0,5 71,4 93,6 0,17 89,8 87,0

100 128,5 101,1 1 106,0 101,5 0,33 104,7 115,5

100 105,6 105,3 1 101,8 92,2 0,33 93,8 111,0

500 101,9 95,2 5 101,1 104,9 1,67 92,5 103,3

500 98,8 99,3 5 90,1 99,6 1,67 80,3 99,9

1000 118,7 106,3 10 110,2 104,1 3,33 109,1 106,0

1000 97,6 103,2 10 88,3 100,5 3,33 86,2 101,0

2000 103,3 101,5 50 97,7 102,5 16,7 104,1 99,7

2000 90,7 98,1 50 89,4 106,5 16,7 100,4 100,2

5000 103,6 93,8 100 116,2 109,7 33,3 119,2 88,7

5000 92,4 86,1 100 97,7 110,0 33,3 102,4 81,1

10000 111,9 106,4 200 98,9 103,7 66,7 104,2 106,2

10000 105,2 95,1 200 94,5 99,8 66,7 98,7 97,0

500 100,8 100,4 166,7 103,5 85,7

500 93,2 99,0 166,7 101,0 86,6

1000 112,0 96,4

1000 102,5 87,9
(a) N/D : Non déterminée 

 

Pour chaque peptide, les points les moins concentrés ne permettent pas d’obtenir une exactitude 

comprise entre 80 et 120% en phase inverse alors que c’est le cas en HILIC. L’HILIC permet donc 

d’abaisser les limites de quantification d’une protéine par le biais d’un peptide rapporteur. Ce gain de 

sensibilité varie d’un facteur deux à cinq selon le peptide étudié. Ce gain est donc plus faible que 

celui observé pour les mêmes peptides dans l’eau (cf. paragraphe III.5.6) page 239). En effet, il allait 
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d’un facteur cinq à un facteur dix. Comme nous l’avons vu précédemment, la capacité de pics est plus 

faible en HILIC et donc l’effet matrice aura tendance à être supérieur en HILIC qu’en phase inverse. 

Ceci explique que le gain de sensibilité soit légèrement plus faible dans l’urine que dans l’eau. Cet 

effet matrice plus important explique également la perte de linéarité des courbes de la Figure 98 

lorsque le volume d’urine injectée en HILIC devient supérieur à 6 ђL. 

 

IV) Conclusion 
 

La chromatographie liquide d’interactions hydrophiles (HILIC) est donc une technique de séparation 

orthogonale à la chromatographie liquide en phase inverse. L’HILIC a été appliquée avec succès pour 

la séparation de nombreuses familles de composés dont les peptides. Il existe de nombreuses phases 

stationnaires permettant de réaliser des séparations en HILIC (silice pure, diol, cyano, amide, 

zwitterionique…). Cependant, pour la séparation de peptides, les principales phases stationnaires 

sont la silice pure et la silice greffée par un groupement amide ou zwitterionique. Quelle que soit la 

phase stationnaire, l’utilisation de phases mobiles tamponnées est généralement recommandée en 

HILIC. En effet, les tampons améliorent la forme des pics chromatographiques en réduisant les 

interactions entre les analytes chargés et les silanols déprotonés. Nous avons vu que ceci est 

particulièrement vrai pour les colonnes de silice pure et pour les silices greffées par un groupement 

zwitterionique. En revanche, l’ajout de tampons dans la phase mobile n’améliore pas la forme des 

pics pour la colonne amide testée probablement grâce au faible taux de silanols résiduels que 

possède cette phase stationnaire. De plus, la présence de tampons dans la phase mobile (même s’ils 

sont volatils) engendre une diminution du signal. Or, l’objectif lors d’une quantification est 

généralement d’avoir le plus de signal possible afin de détecter des quantités de plus en plus faibles. 

De ce fait, il est préférable d’utiliser la colonne amide sans ajouter de tampons dans la phase mobile 

pour séparer les peptides en HILIC lorsque les limites de quantification veulent être abaissées. 

Puisque la séparation en HILIC se fait dans un solvant majoritairement organique (environ 70 à 80% 

d’ACN pour éluer un peptide), la désolvatation des peptides est meilleure en HILIC qu’en phase 

inverse pour laquelle l’élution se déroule entre 10 et 30% d’ACN. Par conséquent, le signal en HILIC 

est plus important qu’en phase inverse. Cette propriété a été largement exploitée pour les petites 

molécules pour lesquelles des gains d’un facteur dix environ sont atteints en HILIC. En revanche, pour 

les peptides, le gain obtenu n’était en moyenne que d’un facteur deux à quatre. Ceci est lié au fait 

que les peptides sont des espèces possédant différents états de charge. Or, l’état de charge moyen 

observé dépend notamment de la tension de surface de la goutte lors de l’ionisation par 

électrospray : plus cette tension de surface est faible, moins le peptide est chargé. Puisque la tension 

de surface de l’ACN est plus faible que celle de l’eau, l’état de charge des peptides est diminué en 

HILIC. L’ajout d’alcool méta-nitrobenzylique (m-NBA) permet de réaugmenter cet état de charge 

moyen puisque la tension de surface du m-NBA est supérieure à celle de l’ACN. Ainsi, le gain de signal 

obtenu en HILIC se rapproche de  celui rencontré pour les petites molécules qui sont généralement 

des espèces n’existant que sous un seul état de charge. Il varie en effet d’un facteur quatre à un 

facteur dix. Pour des matrices simples, l’HILIC est donc une très bonne alternative à la phase inverse 

lorsque les limites de quantifications doivent être diminuées. Cependant, pour des matrices 
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complexes telles que le sérum, l’HILIC présente une limitation. En effet, la capacité de charge de la 

phase stationnaire est assez limitée par rapport aux phases de type C18. A quantité de matrice 

injectée équivalente, l’HILIC permet tout de même d’abaisser les limites de quantification d’un 

facteur deux à cinq. Cependant, lorsque de grandes quantités d’échantillons sont disponibles, l’HILIC 

peut être surplombée par la phase inverse en injectant des quantités beaucoup plus importantes. 

Pour la quantification de peptides, l’HILIC présente donc des atouts intéressants bien que la plus 

forte limitation actuelle à l’utilisation de ces colonnes soit leur capacité de charge.  Il serait alors 

intéressant d’évaluer les moyens permettant d’augmenter cette capacité de charge. Par exemple, la 

présence de tampons dans la phase mobile permet d’augmenter sa force ionique et d’améliorer ainsi 

la capacité de charge de la phase stationnaire323. Cependant, nous avons vu que l’utilisation de 

tampons est néfaste pour le signal. Une possibilité à évaluer serait donc d’utiliser une phase mobile 

tamponnée lors de l’injection afin de pouvoir augmenter la capacité de charge de la colonne. Ensuite, 

il faudrait réutiliser une phase mobile non tamponnée afin de ne pas générer de suppression de 

signal lors de la désolvatation des peptides. Un tel montage peut être réalisé selon le modèle de la 

SPE en ligne et nécessite donc l’utilisation d’une pompe supplémentaire et d’une vanne à deux 

positions. La première pompe va conditionner la cartouche d’extraction en ligne avec une phase 

mobile contenant un tampon. Après injection de l’échantillon sur cette cartouche, la vanne est 

commutée et l’éluat de la cartouche d’extraction est dirigé vers la colonne HILIC par le biais d’une 

seconde pompe. Les solvants de cette pompe ne contiennent alors pas de tampon. Il faudrait 

toutefois évaluer l’impact d’un tel montage sur la forme des pics chromatographiques à cause du 

changement de type de phase mobile (présence puis absence de tampon). 

Une autre possibilité pour s’affranchir de ces problèmes de capacité de charge est de réaliser de la 

chromatographie liquide en deux dimensions : une première dimension en phase inverse afin de 

bénéficier des avantages de ce mode de séparation (grande capacité de charge et grande capacité de 

pics afin de pouvoir séparer un maximum de composés de la matrice) et une seconde dimension en 

HILIC afin de bénéficier du gain de signal qui peut alors être généré. Puisqu’un fractionnement de 

l’échantillon est réalisé dans la première dimension, la quantité de matière qui sera injectée dans la 

seconde dimension sera alors suffisamment faible pour ne pas saturer la colonne HILIC. Ce système 

est relativement simple à mettre en œuvre lorsqu’un seul peptide veut être dosé puisqu’une seule 

fraction issue de la première dimension va être analysée en HILIC. En revanche, si de nombreux 

peptides doivent être étudiés et que l’ensemble de la séparation doit se faire en ligne, il faudra alors 

réaliser une séparation en HILIC très rapide (de l’ordre d’une minute). Cela n’est réalisable qu’en 

augmentant le débit de la phase mobile dans la deuxième dimension ce qui va engendrer une perte 

de signal à cause d’une moins bonne désolvatation des analytes (perte de signal par rapport à la 

même analyse en HILIC mais réalisée à plus faible débit). Comme précédemment, faire de la 

chromatographie en ligne en deux dimensions nécessite la présence d’une pompe supplémentaire et 

d’une vanne à deux positions. 

Puisque l’analyse de peptides issus de la digestion enzymatique de protéines dans le sérum en HILIC 

pose des problèmes au niveau de la capacité de charge de la phase stationnaire en HILIC et qu’il est 

peu probable que ces problèmes de capacité de charge soient résolus rapidement, l’utilisation de 

l’HILIC peut paraître compromise pour améliorer la sensibilité d’une méthode de quantification 

absolue de protéines par rapport au même dosage effectué en phase inverse. En tout cas, l’utilisation 

de l’HILIC ne peut pas être recommandée lorsque des volumes importants de matrice sont 
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disponibles pour le dosage. En revanche, pour l’analyse du sérum d’organismes plus petits tels que 

les souris, le potentiel de l’HILIC peut être exploité. 

De plus, il ne faut pas oublier que dans le sérum se trouvent de nombreux peptides faiblement 

concentrés pour lesquels l’HILIC pourrait devenir une technique très intéressante. En effet, les 

méthodes traditionnelles utilisent une précipitation des protéines par ajout d’un solvant organique 

suivie d’une centrifugation et d’une évaporation du surnageant qui est ensuite analysé en phase 

inverse. Une autre approche consiste à effectuer une extraction sur phase solide des peptides 

d’intérêt puis d’évaporer l’éluat qui est également analysé en phase inverse. Pour les peptides les 

plus concentrés, le débit d’analyse peut être considérablement augmenté. En effet, après 

précipitation des protéines, le surnageant peut être directement injecté sur la colonne HILIC. Ou 

alors, puisque le sérum a été déplété des protéines, la quantité de sérum pouvant être injectée sur la 

colonne HILIC va être considérablement augmentée. Ainsi, des dosages chez l’homme pourront 

probablement être réalisés sans saturer la phase stationnaire. Ces dosages auront l’avantage d’être 

plus sensibles grâce à l’utilisation de l’HILIC. Afin de vérifier cette dernière hypothèse, une étude est 

en cours au laboratoire afin de doser des angiotensines dans le sérum humain. 
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Nous avons vu dans la première partie de ce manuscrit toute l’ampleur qu’ont prise les 

biomarqueurs au cours de ces dernières années et notamment les biomarqueurs protéiques. Cet 

intérêt croissant concerne non seulement leur découverte mais également leur quantification 

absolue. A ce jour, les méthodes de quantification de référence font appel aux méthodes immuno-

enzymatiques. Cependant, du fait des limitations principalement liées à la disponibilité d’anticorps 

spécifiques de l’analyte cible, il est intéressant de disposer de méthodes alternatives. Dans ce 

contexte, la chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem s’est 

avérée être une méthode de choix car elle peut être utilisée non seulement pour la découverte des 

biomarqueurs mais également pour leur quantification absolue. En revanche, elle souffre également 

de quelques limitations par rapport aux dosages par ELISA :  

- (i) une préparation d’échantillon fastidieuse (digestion enzymatique, extraction sur phase 

solide…) nécessaire du fait que la quantification soit réalisée par le biais d’un peptide 

rapporteur et non sur la protéine entière,  

- (ii) la détection se fait par la mesure d’un rapport masse sur charge. Il faut donc d’une part 

connaître la séquence des protéines de l’individu afin de pouvoir choisir et calculer la masse 

d’un peptide rapporteur spécifique de cette protéine. D’autre part, il ne faut pas que ce 

peptide rapporteur soit modifié sous peine de ne plus être détecté et au final, de perdre 

une partie de l’information, 

- (iii) les limites de détection / quantification actuelles sont encore bien au-delà de celles 

atteintes en ELISA (par exemple, la limite de quantification de l’antigène spécifique de la 

prostate est située vers 1 ng / mL par LC-MS/MS324 alors qu’elle peut atteindre 1 pg / mL en 

ELISA325). 

 

Au cours de ces travaux de thèse, nous nous sommes intéressés plus particulièrement aux deux 

derniers points : la mise au point de méthodes de dosages de protéines dans des organismes 

partiellement séquencés ou par le biais de peptides pouvant être modifiés chimiquement puis 

l’évaluation de méthodes chromatographiques permettant d’abaisser les limites de quantification 

par LC-MS/MS. 

Ainsi, dans le cadre du Plan National de Recherche sur les Perturbateurs Endocriniens (PNRPE) lancé 

en 2005, la première étude s’est attachée au développement d’une méthode de dosage d’un 

biomarqueur potentiel de perturbation endocrinienne : la vitellogénine (Vtg) chez un crustacé 

(Gammarus fossarum). Cette étude a permis de présenter la méthodologie générale à suivre lorsque 

la quantification absolue d’une protéine doit être mise en place par LC-MS/MS : (i) digestion 

enzymatique de l’échantillon, (ii) recherche des peptides donnant le meilleur signal, (iii) vérification 

de la spécificité du peptide sélectionné, (iv) vérification de la linéarité de la réponse du peptide et (v) 

détermination de la limite de quantification. Dans l’espèce étudiée, l’étape la plus cruciale est 

incontestablement la troisième. En effet, cette espèce n’est quasiment pas séquencée. La séquence 

complète de la protéine recherchée n’est même pas connue. Dans ce cas, la validation de la 

spécificité du peptide d’intérêt se fait en corrélant l’aire du signal de ce peptide avec celui d’autres 

peptides issus de la même protéine. La méthode ainsi développée a ensuite pu être appliquée afin de 

valider la fonction de la Vtg chez Gammarus fossarum pour ensuite moduler l’expression de cette 

protéine. Ceci présente un intérêt majeur afin de mieux comprendre le système endocrinien de cette 
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espèce. La compréhension de ce système endocrinien présente deux enjeux : elle va permettre de 

découvrir d’une part de nouveaux perturbateurs endocriniens chez G. fossarum et d’autre part, de 

nouveaux biomarqueurs de la perturbation endocrinienne. Ces découvertes vont permettre de 

mettre en évidence la pollution de certains sites sans forcément rechercher la nature exacte du 

polluant. La recherche du polluant constitue une tâche plus difficile à exécuter notamment lorsqu’il a 

été dissipé dans l’environnement alors que son impact sur la faune reste quant à lui quantifiable. 

La méthode proposée ici constitue le premier exemple de dosage de la Vtg par LC-MS/MS chez un 

invertébré et ouvre la voie à la quantification de la Vtg chez n’importe quelle autre espèce par cette 

approche. Des travaux similaires ont d’ailleurs été réalisés chez un autre crustacé (Eurytemora 

affinis) en partenariat avec l’Irstea et l’Université du Havre. Ces résultats n’ont pas été présentés 

dans ce manuscrit car la méthode n’est pas encore entièrement développée par manque de matière 

première mais l’approche est la même que celle utilisée avec l’espèce Gammarus fossarum. De 

même, à partir de ces travaux, une approche a été proposée afin de doser la Vtg chez différentes 

espèces à partir du même peptide rapporteur. Cette approche repose sur le fait que la séquence de 

la Vtg soit relativement bien conservée entre des espèces phylogéniques proches. 

 

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés à un autre cas particulier lié au fait que la 

détection en spectrométrie de masse soit basée sur la mesure d’un rapport masse sur charge. Il s’agit 

de l’étude de peptides comportant une méthionine. Ces peptides peuvent donc être oxydés 

naturellement ce qui va changer leur masse. Dans ce cas, ils ne seront plus détectés. Ce phénomène 

très connu limitait jusqu’à ce jour le choix des peptides rapporteurs à ceux ne possédant pas de 

méthionine. En revanche, si on ne peut se passer d’un peptide contenant une méthionine, une 

quantification exacte et répétable ne peut pas être garantie à cause de l’oxydation non contrôlée de 

ces méthionines. Dans ce contexte, nous avons mis au point un protocole d’oxydation totale des 

méthionines en méthionines sulfones par ajout d’acide performique. Après avoir rigoureusement 

validé la totalité de la réaction ainsi que sa répétabilité en matrice complexe telle que du plasma, ce 

protocole a été appliqué pour doser l’apolipoprotéine E (Apo E) et l’un de ses variants génétiques, 

l’apolipoprotéine E4 (Apo E4) dans une cohorte de 673 plasmas. Cette étude est à ce jour l’une des 

premières réalisée par LC-MS/MS sur un nombre d’échantillons aussi important et sur une période 

relativement courte. Le protocole d’oxydation a du être développé car le seul peptide protéotypique 

de l’Apo E4 possède une méthionine. L’Apo E4 présente quant à elle un intérêt majeur dans l’étude 

de la maladie d’Alzheimer. En effet, le fait de posséder le gène codant pour cet isoforme augmente le 

risque de développer la maladie d’Alzheimer. En revanche, les études réalisées par ELISA ne 

permettent pas d’affirmer si le taux plasmatique d’Apo E et / ou d’Apo E4 joue un rôle dans cette 

maladie puisque certaines études ont révélé une différence d’expression de l’Apo E (augmentation 

ou diminution) alors que d’autres non. Le dosage présenté ici aboutit à cette dernière conclusion : la 

variabilité biologique est telle que les quelques informations disponibles (âge, genre et trois 

modifications de la séquence d’ADN) ne permettent pas de distinguer les témoins des malades par la 

mesure de la concentration plasmatique d’Apo E ou d’Apo E4. 

Le plus grand intérêt de la méthode développée ci-dessus est qu’elle ouvre la voie à de nouveaux 

horizons en spectrométrie de masse car il n’y a aucune contre indication à l’utiliser sur des protéines 
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moins concentrées que l’Apo E4. Jusqu’à présent, les peptides contenant une méthionine étaient 

évités. Cette approche va donc permettre d’abaisser les limites de quantification des protéines pour 

lesquelles le peptide donnant la meilleure réponse n’a pas été retenu pour le dosage final car il 

contient une méthionine. 

 

Enfin, dans une dernière partie, nous avons évalué l’impact de la phase mobile pour la quantification 

par LC-MS/MS. Cet aspect a été divisé en deux études : d’abord en phase inverse puis en HILIC. En 

phase inverse, le solvant organique utilisé de façon standard est l’acétonitrile. Dans un contexte « de 

crise de l’acétonitrile », la comparaison de ce solvant avec le méthanol a été abordée en gardant 

également à l’esprit l’objectif d’abaisser les limites de quantification. Outre les propriétés physico-

chimiques des solvants telles que la température d’ébullition, la tension de surface et la basicité en 

phase gaz qui sont toutes les trois favorables au méthanol, nous avons vu que d’autres propriétés 

pouvaient être prépondérantes pour générer un signal plus important en électrospray. Ces 

propriétés sont notamment la viscosité des mélanges hydro-organiques et la constante diélectrique 

du milieu. Ces deux dernières propriétés sont en revanche en défaveur du méthanol. Ainsi, à 

pourcentage de solvant organique identique, l’acétonitrile est le solvant engendrant le plus de signal 

pour les peptides. Cependant, puisque le méthanol est moins éluant que l’acétonitrile, il faut plus de 

méthanol que d’acétonitrile pour éluer un peptide. Par conséquent, le signal obtenu avec le 

méthanol devient légèrement supérieur en produit pur. En matrice complexe, les différentes 

sélectivités de ces deux solvants font que l’effet matrice va varier en fonction du solvant choisi 

(méthanol ou acétonitrile). Le gain de signal obtenu avec le méthanol est alors modulé au point que 

le signal obtenu avec le méthanol peut être inférieur à celui obtenu avec l’acétonitrile. En revanche, 

le fait de remplacer l’acétonitrile par du méthanol sans changer la pente du gradient de solvant 

éluant est un moyen simple et rapide d’augmenter la capacité de pics de la séparation 

chromatographique ce qui s’accompagne d’une baisse de l’effet matrice. Une diminution des limites 

de quantification jusqu’à un facteur deux peut ainsi être atteinte rapidement et à moindre coût 

puisque le méthanol reste moins onéreux que l’acétonitrile. 

Quel que soit le solvant organique utilisé, pour maximiser le signal en électrospray, il est préférable 

que la teneur de ce solvant soit la plus grande possible. Une autre façon d’aboutir à cela consiste à 

faire de la chromatographie liquide d’interactions hydrophiles (HILIC). Ce type de chromatographie a 

été largement exploité pour l’analyse de petites molécules mais pas pour la quantification de 

peptides. Parmi les raisons potentielles, nous avons vu que l’utilisation de phases mobiles contenant 

des sels était néfaste pour le signal en ESI (même si ces sels sont volatils) alors que ce type de phase 

mobile est recommandé pour la séparation de peptides en HILIC. Cependant, avec les colonnes de 

type amide, ces tampons ne sont plus indispensables pour obtenir une bonne séparation. Ainsi, en 

l’absence de tampons dans la phase mobile, un facteur quatre en moyenne peut être gagné sur 

l’intensité des pics chromatographiques par rapport à la même séparation réalisée en présence de 

sels. Malgré cela, le gain obtenu en HILIC pour les peptides reste faible par rapport à celui qui pouvait 

être attendu d’après les nombreux travaux réalisés sur les petites molécules : ce gain est seulement 

d’un facteur quatre au lieu d’un facteur dix. Ceci est lié au fait que les peptides sont des espèces 

présentant différents états de charge. De ce fait, augmenter la teneur d’acétonitrile s’accompagne 

d’une baisse de la tension de surface au niveau des gouttes lors de l’ionisation électrospray et donc 
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d’une diminution de l’état de charge moyen des peptides. Afin de palier ce problème, de l’alcool 

méta-nitrobenzylique (m-NBA) a été ajouté dans la phase mobile pour redéplacer l’état de charge. 

Ainsi, après séparation d’un mélange peptidique, un facteur dix peut être gagné en chromatographie 

HILIC par rapport à la phase inverse. D’autres réactifs pourraient également être évalués pour 

redéplacer l’état de charge des peptides. Cependant, le principal inconvénient des colonnes de type 

HILIC est que leur capacité de charge reste faible par rapport aux colonnes de type C18. Par 

conséquent, l’HILIC trouve son intérêt uniquement lorsque de faibles quantités de peptides doivent 

être injectées. Ceci est possible par exemple dans les trois cas suivants : (i) lorsque le volume 

d’échantillon est limitant, (ii) lorsque les peptides plasmatiques veulent être analysés ou (iii) lors 

d’une séparation en deux dimensions, sous réserve que la colonne HILIC soit placée dans la seconde 

dimension. 

Les travaux présentés dans cette thèse permettent donc d’ouvrir de nouveaux horizons pour la 

quantification absolue de protéines par LC-MS/MS aussi bien en terme de choix des peptides 

protéotypiques qu’en terme de limite de quantification. Au cours de cette thèse, l’amélioration de la 

sensibilité a été recherchée notamment en étudiant des moyens permettant d’augmenter la 

désolvatation des ions. Cependant, une autre approche n’a pas été décrite ici. Il s’agit des moyens 

mis en œuvre pour augmenter la spécificité de la détection. Si la détection devient plus spécifique, le 

bruit de fond diminue et le rapport signal sur bruit augmente. Nous avons vu lors du premier chapitre 

que la MRM3, méthode développée dans notre laboratoire permettait de réaliser ceci. Cependant, il 

existe d’autres approches. C’est le cas notamment de la photo-SRM, également développée dans 

notre laboratoire et qui a fait l’objet d’une publication en tant que co-auteur dans le journal « Rapid 

Communications in Mass Spectrometry »326. Ces travaux faisant l’objet d’une autre thèse, cette 

approche n’a pas été présentée dans ce manuscrit. Le principe de la photo-SRM est presque le même 

que celui de la SRM : filtrer les ions selon leur rapport masse sur charge dans le premier et le 

troisième quadripôle. La différence intervient au niveau du deuxième quadripôle : en SRM, les 

molécules sont fragmentées de façon non spécifique suite à leur collision avec du gaz alors qu’en 

photo-SRM, seules les molécules pouvant absorber les photons émis par un laser donné vont se 

fragmenter. Ceci permet d’ajouter un niveau de sélectivité supplémentaire dans la détection et donc 

d’améliorer le rapport signal sur bruit. 
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L’apolipoprotéine E (Apo E) est une protéine de 317 acides aminés dont la séquence complète est 

présentée sur la figure suivante : 

 

MKVLWAALLVTFLAGCQAKVEQAVETEPEPELRQQTEWQSGQRWELALGRFWDYLRWVQTLSEQVQEELLSSQ

VTQELRALMDETMKELKAYKSELEEQLTPVAEETRARLSKELQAAQARLGADMEDVCGRLVQYRGEVQAMLGQS

TEELRVRLASHLRKLRKRLLRDADDLQKRLAVYQAGAREGAERGLSAIRERLGPLVEQGRVRAATVGSLAGQPLQER

AQAWGERLRARMEEMGSRTRDRLDEVKEQVAEVRAKLEEQAQQIRLQAEAFQARLKSWFEPLVEDMQRQWAG

LVEKVQAAVGTSAAPVPSDNH 

Figure 100 : Séquence de l’apolipoprotéine E. 

 

Après digestion par de la trypsine, l’Apo E génère potentiellement 48 peptides : 
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Tableau 35 : Liste des peptides trypsiques potentiels de l’apolipoprotéine E. 

Position Masse (Da) Séquence 

1 - 2 277,4 MK 

3 - 19 1803,2 VLWAALLVTFLAGCQAK 

20 - 33 1625,8 VEQAVETEPEPELR 

34 - 43 1247,3 QQTEWQSGQR 

44 -  50 844,0 WELALGR 

51 - 56 899,0 FWDYLR 

57 -  79 2731,0 WVQTLSEQVQEELLSSQVTQELR 

80 -  87 938,1 ALMDETMK 

88 -  90 388,5 ELK 

91 -  93 380,5 AYK 

94 - 108 1730,9 SELEEQLTPVAEETR 

109 - 110 245,3 AR 

111 - 113 346,4 LSK 

114 - 121 886,0 ELQAAQAR 

122 - 132 1164,3 LGADMEDVCGR 

133 - 137 677,8 LVQYR 

138 - 152 1647,8 GEVQAMLGQSTEELR 

153 - 154 273,3 VR 

155 - 160 695,8 LASHLR 

161 - 161 146,2 K 

162 - 163 287,4 LR 

164 - 164 146,2 K 

165 - 165 174,2 R 

166 - 168 400,5 LLR 

169 - 175 803,8 DADDLQK 

176 - 176 174,2 R 

177 - 185 948,1 LAVYQAGAR 

186 - 190 560,6 EGAER 

191 - 196 615,7 GLSAIR 

197 - 198 303,3 ER 

199 - 207 968,1 LGPLVEQGR 

208 - 209 273,3 VR 

210 - 224 1497,7 AATVGSLAGQPLQER 

225 - 231 816,9 AQAWGER 

232 - 233 287,4 LR 

234 - 235 245,3 AR 

236 - 242 839,0 MEEMGSR 

243 - 244 275,3 TR 

245 - 246 289,3 DR 
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247 - 251 602,7 LDEVK 

252 - 258 829,9 EQVAEVR 

259 - 260 217,3 AK 

261 - 269 1114,2 LEEQAQQIR 

270 - 278 1033,2 LQAEAFQAR 

279 - 280 259,4 LK 

281 - 292 1536,7 SWFEPLVEDMQR 

293 - 300 930,1 QWAGLVEK 

301 - 317 1620,8 VQAAVGTSAAPVPSDNH 
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Au cours de ces travaux de thèse, deux outils statistiques ont été utilisés : l’analyse de variance à un 

facteur, réalisée sous Excel 2007 et l’analyse en composantes principales réalisée par le logiciel Jump 

9.0. Ces deux outils vont être présentés plus en détail. 

 

I) L’analyse de variance 
 

L’analyse de variance (ANOVA) permet de comparer des moyennes entre deux échantillons. Nous 

allons détailler ici l’exemple présenté dans le Tableau 18 page 176 dans lequel le taux moyen 

d’apolipoprotéine E totale a été comparé entre les individus porteurs du génotype ɸ2/ɸ3 et les 

individus ayant pour génotype ɸ2/ɸ4. Pour cette comparaison, seuls les individus atteints de la 

maladie d’Alzheimer ont été étudiés. L’ensemble des valeurs mesurées est rassemblé dans le tableau 

suivant : 

Tableau 36 : Taux d’apolipoprotéine E mesuré chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer et portant le génotype 

ɸ2/ɸ3 ou ɸ2/ɸ4. 

Taux d’Apo E en ђg / mL 

(génotype ɸϮͬɸϯͿ�
Taux d’Apo E en ђg / mL 

(génotype ɸϮͬɸϰͿ�

92,5 79,8 

75,6 42,2 

94,8 73,3 

71,9 100,8 

65,2 73,1 

76,1 62,6 

74,4 72,5 

79,3 75,3 

78,2 67,9 

59,0 59,4 

83,2 77,7 

54,4 

77,5 

65,2 

47,7 

62,5 

48,8 

84,2 

57,0 

49,9 
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Dans un premier temps, l’utilitaire d’analyse détermine pour chaque groupe le nombre 

d’échantillons, la somme des valeurs de chaque échantillon, la moyenne pour chaque groupe ainsi 

que la variance. Ces valeurs sont alors listées pour aboutir au tableau suivant : 

Tableau 37 : Première partie du rapport détaillé obtenu après utilisation de l’utilitaire d’analyse intitulé « analyse de 

variance : un facteur » sous Excel 2007. 

RAPPORT DÉTAILLÉ

Groupes Nombre d'échantillons Somme Moyenne Variance

ɸϮͬɸϯ� 11 850.2 77.3 110.4

ɸϮͬɸϰ� 20 1331.9 66.6 208.9

 

Ensuite, la variance entre les groupes est comparée à celle à l’intérieur de chaque groupe et les 

résultats sont donnés dans le tableau suivant : 

Tableau 38 : Seconde partie du rapport détaillé obtenu après utilisation de l’utilitaire d’analyse intitulé « analyse de 

variance : un facteur » sous Excel 2007. 

ANALYSE DE VARIANCE

Source des 

variations

Somme 

des carrés

Degré de 

liberté

Moyenne 

des carrés
F Probabilité

Valeur critique 

pour F

Entre 

Groupes
812 1 812 4,64 0,040 4,18 

A l'intérieur 

des groupes
5073 29 175

Total 5885 30     

 

La somme des carrés des écarts (SCE) entre groupes est calculée par la formule suivante : 

   avec : i le nombre de groupes ;  la moyenne au sein 

du groupe i ;  la moyenne de tous les échantillons et  le nombre d’échantillons dans le groupe i. 

Dans ce cas,  ;  ;  ;  ;  et . 

La SCE à l’intérieur des groupes est quant à elle calculée par la formule suivante : 

   avec :  la valeur de l’échantillon j 

dans le groupe i (par exemple,  dans le groupe ɸϮͬɸϯ et  dans le groupe ɸϮͬɸ4). 

Le nombre de degrés de liberté (ddl) entre groupes correspond au nombre de groupes moins un (2 – 

1 = 1) quant au nombre de degrés de liberté à l’intérieur des groupes, il est donné par le nombre 

total d’échantillons moins deux (11 + 20 – 2 = 29). 
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Les moyennes des carrés sont calculées par les rapports suivants : 

  

et  

 

Ensuite, la valeur de F est calculée par le ratio des deux valeurs précédentes : 

  

Pour terminer, cette valeur de F est comparée à la valeur critique qui est donnée dans un tableau de 

Fisher-Snedecor tel que le suivant : 
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Tableau 39 : Tableau de Fisher-Snedecor pour un risque de 5%. 

     ʆ
1

ʆ
2
     

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 161,4 199,5 215,7 224,6 230,2 234,8 236,8 238,9 240,5 241,9 

2 18,51 19,00 19,16 19,25 19,30 19,35 19,35 19,37 19,38 19,40 

3 10,13 9,55 9,28 9,12 9,01 8,89 8,89 8,85 8,81 8,79 

4 7,71 6,94 6,59 6,39 6,26 6,09 6,09 6,04 6,00 5,96 

5 6,61 5,79 5,41 5,19 5,05 4,88 4,88 4,82 4,77 4,74 

6 5,99 5,14 4,76 4,53 4,39 4,21 4,21 4,15 4,10 4,05 

7 5,59 4,74 4,35 4,12 3,97 3,79 3,79 3,73 3,68 3,64 

8 5,32 4,46 4,07 3,84 3,69 3,50 3,50 3,44 3,39 3,35 

9 5,12 4,26 3,86 3,63 3,48 3,29 3,29 3,23 3,18 3,14 

10 4,96 4,10 3,71 3,48 3,33 3,14 3,14 3,07 3,02 2,98 

11 4,84 3,98 3,59 3,36 3,20 3,01 3,01 2,95 2,90 2,85 

12 4,75 3,89 3,49 3,26 3,11 2,91 2,91 2,85 2,80 2,75 

13 4,67 3,81 3,41 3,18 3,03 2,83 2,83 2,77 2,71 2,67 

14 4,60 3,74 3,34 3,11 2,96 2,76 2,7 2,70 2,65 2,62 

15 4,54 3,68 3,29 3,06 2,90 2,71 2,71 2,64 2,59 2,54 

16 4,49 3,63 3,24 3,01 2,85 2,66 2,66 2,59 2,54 2,49 

17 4,45 3,59 3,20 2,96 2,81 2,61 2,61 2,55 2,46 2,45 

18 4,41 3,55 3,16 2,93 2,77 2,58 2,58 2,51 2,49 2,41 

19 4,38 3,52 3,13 2,90 2,74 2,54 2,54 2,48 2,46 2,38 

20 4,35 3,49 3,10 2,87 2,71 2,51 2,51 2,45 2,42 2,35 

21 4,32 3,47 3,07 2,84 2,68 2,49 2,49 2,42 2,39 2,32 

22 4,30 3,44 3,05 2,82 2,66 2,46 2,46 2,40 2,37 2,30 

23 4,28 3,42 3,03 2,80 2,64 2,44 2,44 2,37 2,34 2,27 

24 4,26 3,40 3,01 2,78 2,62 2,42 2,42 2,36 2,32 2,25 

25 4,24 3,39 2,99 2,76 2,60 2,40 2,40 2,34 2,30 2,24 

26 4,23 3,37 2,98 2,74 2,59 2,39 2,39 2,32 2,28 2,22 

27 4,21 3,35 2,96 2,73 2,57 2,37 2,37 2,31 2,27 2,20 

28 4,20 3,34 2,95 2,71 2,56 2,36 2,36 2,29 2,25 2,19 

29 4,18 3,33 2,93 2,70 2,55 2,35 2,35 2,28 2,24 2,18 

30 4,17 3,32 2,92 2,69 2,53 2,33 2,33 2,27 2,22 2,16 

 

 

Dans ce tableau, ʆ1 et ʆ2 correspondent respectivement aux degrés de liberté entre groupes et à 

l’intérieur des groupes. La valeur critique de F est donc dans notre cas celle correspondant à ʆ1 = 1 et 

ʆ2 = 29 soit Fcritique = 4,18. 
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Pour que les deux groupes soient significativement différents (avec un risque de 5%), il faut donc que 

la valeur observée de F soit supérieure à la valeur crritique. Ici, Fobservée х� &critique donc les deux 

moyennes sont différentes. La probabilité indiquée (0,040) correspond au risque pour que les deux 

moyennes soient identiques. C’est cette valeur de probabilité qui a été reportée dans les chapitres 

précédents lorsqu’une ANOVA a été réalisée. 

 

II) L’analyse en composantes principales 
 

L’analyse en composantes principales (ACP) permet de traiter un ensemble de données contenant n 

paramètres caractérisant x échantillons. L’objectif de l’ACP est de résumer les variables initiales en 

un nombre de variables plus restreint et non corrélées entre elles. Ces nouvelles variables sont 

appelées les composantes principales et sont obtenues par combinaisons linéaires des variables 

initiales. Cette méthode permet de projeter les échantillons sur un plan (défini par les composantes 

principales) en fonction de leur proximité et également de projeter les variables initiales selon leurs 

corrélations. Le détail des calculs matriciels nécessaires pour réaliser une ACP n’étant pas l’objet de 

cette thèse, seuls les principaux résultats vont être présentés.  

L’exemple suivant concerne les résultats décrits dans la Figure 73 page 182. Cette figure a été 

obtenue à partir des dosages réalisés sur les individus porteurs du génotype ɸ3/ɸ3 et pour lesquels 

l’ensemble des paramètres suivants étaient décrits : sexe, âge, SNP en position 427, 219 et 491. Ceci 

concerne donc 279 échantillons pour lesquels le taux d’Apo E totale a été mesuré. La première étape 

a consisté à coder les variables qualitatives (sexe et les trois SNP) en variables quantitatives. Pour le 

sexe, il n’y a que deux possibilités : homme ou femme. En revanche, pour les SNP, il existe trois 

variants pour chaque position : CC, TC ou TT en position 427 ; GG, GT ou TT en position 219 ; AA, AT 

ou TT en position 491. Pour réaliser l’ACP, les variables qualitatives ayant n niveaux (deux pour le 

sexe ou trois pour chaque SNP) ont été converties en n-1 variables quantitatives discrètes prenant 

pour valeur 0 ou 1. Ainsi, les valeurs suivantes ont été utilisées : 
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Tableau 40 : Valeurs des variables quantitatives discrètes utilisées. 

Variable qualitative Valeur 
Nom variable 

quantitative 

Valeur variable 

quantitative 

Sexe 
Homme 

Sexe 
0 

Femme 1 

SNP en position 427 

CC 
APOE427 A 0 

APOE427 B 0 

TC 
APOE427 A 1 

APOE427 B 0 

TT 
APOE427 A 0 

APOE427 B 1 

SNP en position 219

GG 
APOE219 A 0 

APOE219 B 0 

GT 
APOE219 A 0 

APOE219 B 1 

TT 
APOE219 A 1 

APOE219 B 0 

SNP en position 491

AA 
APOE491 A 0 

APOE491 B 0 

AT 
APOE491 A 0 

APOE491 B 1 

TT 
APOE491 A 1 

APOE491 B 0 

 

Au total, neuf descripteurs ont donc été utilisés : les sept présentés dans le tableau précédent, l’âge 

et le taux d’Apo E totale mesuré. Les premiers résultats de l’ACP sont donnés sous forme d’un 

tableau présentant les corrélations entre les différentes variables : 
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Tableau 41 : Matrice des corrélations entre les variables utilisées pour l’ACP. 

Sexe Age 
APOE427 

A 

APOE427 

B 

APOE219 

A 

APOE219 

B 

APOE491 

A 

APOE491 

B 
Apo E 

Sexe 1,0000 -0,1283 0,0603 -0,0507 -0,0028 -0,0014 -0,0484 -0,0043 -0,2446 

Age -0,1283 1,0000 0,0045 -0,0147 0,0585 -0,0513 -0,0689 0,0733 -0,0264 

APOE427 A 0,0603 0,0045 1,0000 0,0145 -0,9827 0,0419 0,1404 -0,1119 -0,0702 

APOE427 B -0,0507 -0,0147 1,0000 -0,9827 -0,0344 -0,0308 -0,1366 0,1170 0,0450 

APOE219 A -0,0028 0,0585 0,0145 -0,0344 1,0000 -0,5222 0,1085 0,0384 -0,0571 

APOE219 B -0,0014 -0,0513 0,0419 -0,0308 -0,5222 1,0000 -0,0768 0,0892 -0,0649 

APOE491 A -0,0484 -0,0689 0,1404 -0,1366 0,1085 -0,0768 1,0000 -0,1023 0,0788 

APOE491 B -0,0043 0,0733 -0,1119 0,1170 0,0384 0,0892 -0,1023 1,0000 -0,1574 

Apo E -0,2446 -0,0264 -0,0702 0,0450 -0,0571 -0,0649 0,0788 -0,1574 1,0000 

 

Ce tableau permet de voir quelles variables sont corrélées entre elles. Dans cet exemple, les variables 

APOE427 A et APOE427 B sont fortement corrélées. Ceci semble logique puisque dans la cohorte 

ɸ3/ɸ3 disponible, un seul échantillon possède la séquence nucléotidique CC en position 427. Ainsi, les 

autres échantillons n’ayant pas la séquence TT ont forcément la séquence TC. L’une de ces deux 

variables (APOE427 A ou APOE427 B) aurait donc pu être ôtée  pour réaliser l’ACP. Ceci a d’ailleurs 

été réalisé mais les conclusions de l’analyse sont restées inchangées. 

Pour connaître la part de variation expliquée par les composantes, il faut étudier le graphique des 

valeurs propres : 

 

Figure 101 : Matrice des valeurs propres et graphique correspondant à cette matrice. 
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Ce tableau montre que la première composante permet d’expliquer 22,9 % de la variation totale. 

Ainsi, avec deux composantes, seulement 40,3 % de la variation totale va être expliquée. 

Ensuite, chacune des variables est projetée sur le cercle unité : 

 

Figure 102 : Projection des variables sur le cercle unité. 

 

Pour être bien représentée dans un plan, une variable doit être projetée près du cercle unité c'est-à-

dire se situer à une distance du centre supérieure à 0,7. Lorsque deux variables bien représentées se 

projettent en des points voisins, elles sont positivement corrélées. Lorsqu’elles sont projetées en des 

points diamétralement opposées, elles sont négativement corrélées. Enfin, lorsqu’elles sont situées 

sur des droites orthogonales, elles sont indépendantes. Ainsi, ce graphique confirme que les 

variables APOE427 A et APOE427 B sont négativement corrélées (de même que les variables 

APOE219 A et APOE219 B) et montre que les SNP en position 219 et 427 sont indépendantes. Toutes 

les autres propriétés sont mal représentées et ne peuvent donc pas être utilisées lors de 

l’interprétation des résultats. 

Ensuite, la matrice des facteurs est reportée dans un tableau : 
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Tableau 42 : Matrice des facteurs. 

Composante n° 

Variable 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Sexe 0,1122 -0,1344 0,5900 -0,5240 -0,2079 0,1904 0,5143 0,0517 -0,0002 

Age -0,0236 0,1327 0,0632 0,7743 -0,2378 0,5249 0,2144 0,0189 0,0008 

APOE427 A -0,0762 0,9779 0,0255 0,1174 -0,0202 -0,1179 0,0127 -0,0279 0,0912 

APOE427 B 0,0556 -0,9769 -0,0112 -0,1278 0,0302 0,1270 -0,0242 0,0119 0,0910 

APOE219 A 0,0672 0,2831 0,8230 0,0298 0,0588 -0,1318 -0,0730 0,4593 0,0022 

APOE219 B 0,0012 -0,1151 -0,8529 0,0693 0,1730 0,1073 -0,0392 0,4600 0,0003 

APOE491 A 0,2741 0,2801 -0,2907 -0,2545 0,6693 0,4898 0,0870 -0,0413 -0,0008 

APOE491 B -0,2249 -0,1269 0,4553 0,4179 0,5722 -0,3641 0,2868 -0,0958 -0,0003 

Apo E -0,0814 0,1543 -0,7678 0,0116 -0,0989 -0,2822 0,5297 0,0994 0,0025 

 

Cette matrice permet de voir le poids de chaque variable pour chacune des composantes obtenues. 

Puisque très peu de variables sont bien représentées dans notre cas, les colonnes correspondant aux 

deux premières composantes peuvent être rapidement déduites. En effet, la première composante 

dépend de la SNP en position 427 alors que la deuxième dépend de celle en position 219. 

Enfin, les individus peuvent être projetés sur le plan défini par les deux premières composantes : 

 

Figure 103 : Projection des individus sur le plan défini par les deux premières composantes. 
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Sur ce dernier graphique apparaît chacun des individus de l’étude : les témoins et les porteurs de la 

maladie d’Alzheimer sont représentés respectivement par des triangles bleus et des cercles rouges. 

Comme nous l’avons vu au paragraphe III.5.2) page 182 du chapitre III, aucune distinction n’est 

réalisée entre ces deux populations. 
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I) Communications écrites 
 

I.1) Publications dans des journaux à comité de lecture 

 

1. Simon, R.

Mass spectrometry assay as an alternative to the enzyme-linked immunosorbent assay test 

for biomarker quantitation in ecotoxicology: Application to vitellogenin in Crustacea 

(Gammarus fossarum).  

J. Chromatogr. A 2010, 1217 (31), 5109-5115. 

 

 

; Jubeaux, G.; Chaumot, A.; Lemoine, J.; Geffard, O.; Salvador, A.,  

2. Enjalbert, Q.; Simon, R.

Photo-SRM: laser-induced dissociation improves detection selectivity of selected reaction 

monitoring mode.  

Rapid Commun. Mass Spectrom. 2011, 25 (22), 3375-3381. 

 

 

; Salvador, A.; Antoine, R.; Redon, S.; Ayhan, M. M.; Darbour, F.; 

Chambert, S.; Bretonniere, Y.; Dugourd, P.; Lemoine, J.,  

3. Jubeaux, G.; Simon, R.

Vitellogenin-like proteins in the freshwater amphipod Gammarus fossarum (Koch, 1835): 

Functional characterization throughout reproductive process, potential for use as an 

indicator of oocyte quality and endocrine disruption biomarker in males.  

Aquatic toxicology (Amsterdam, Netherlands) 2012, 112-113, 72-82. 

 

 

; Salvador, A.; Queau, H.; Chaumot, A.; Geffard, O.,  

4. Simon, R.

Total ApoE and ApoE4 isoform assays in an Alzheimer's disease case-control study (n = 669) 

by targeted mass spectrometry: a pilot assay for methionine-containing proteotypic 

peptides.  

Mol. Cell. Proteomics 2012, (soumis)  

 

 

 ; Girod, M. ; Fonbonne, C. ; Salvador, A. ; Clément, Y. ; Lanteri, P. ; Amouyel, P. ; 

Lambert, J.C. ; Lemoine, J.,  

5. Jubeaux, G.; Audouard-Combe, F.; Simon, R.

Vitellogenin-like proteins among invertebrate species diversity: potential of proteomic mass 

spectrometry (LC-MS/MS) for biomarker development.  

Environmental Science & Technology 2012, (soumis). 

 

 

 

; Tutundjian, R.; Salvador, A.; Geffard, O.; 

Chaumot, A.,  
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6. Jubeaux, G.; Simon, R.

Vitellogenin-like protein measurement in caged Gammarus fossarum males as a biomarker of 

endocrine disruptor exposure: inconclusive experience.  

Aquatic Toxicology 2012, (soumis). 

 

; Salvador, A.; Lopes, C.; Lacaze, E.; Quéau, H.; Chaumot, A.; 

Geffard, O.,  

I.2) Posters 

 

1. Simon, R.

 

 

; Jubeaux, G.; Geffard, O.; Lemoine, J.; Chaumot, A.; Salvador, A.,   

La LC/MS/MS : une alternative aux méthodes ELISA pour le dosage de biomarqueurs en 

écotoxicologie. Application aux dosages de la VTG chez G. fossarum.  

26èmes Journées Françaises de Spectrométrie de Masse à Dijon, Septembre 2009. 

2. Jubeaux G., Simon R.

 

 

, Salvador A.,Lemoine J., Quéau H., Chaumot A., Geffard O.,  

Vitellogenin quantification by LC/MS-MS in the freshwater amphipod Gammarus fossarum : 

development, caracterisation et perspectives.   

SETAC Europe Annual meeting, Séville, Espagne, Mai 2010. 

3. Simon, R.

 

 

 ; Meseguer, C. ; Fonbonne, C. ; Lemoine, J. ; Salvador, A.,  

Apport de la chromatographie d’interactions hydrophiles (HILIC) pour la quantification de 

biomarqueurs protéiques par spectrométrie de masse.  

27èmes Journées Françaises de Spectrométrie de Masse à Clermont-Ferrand, Septembre 

2010. 

4. Jubeaux G., Simon R.

 

, Chaumot A., Audouard-Combe F., Salvador A., Geffard O.,  

Developing a method for vitellogenin quantification to investigate the reproductive 

investment in gammarids.   

XIVth International Colloquium on Amphipoda, Séville, Espagne, Septembre 2010. 

5. Jubeaux, G.; Audouard-Combe, F.; Simon, R.

SETAC (Society of Environmental Toxicology and Chemistry ) Europe 21st Annual Meeting

; Tutundjian, R.; Quéau, H. ; Salvador, A.; 

Chaumot, A. ; Geffard, O.,  

Generalisation potency of mass spectrometry (LC-MS/MS); Case of vitellogenin biomarker in 

invertebrates.  

, 

Milan, Mai 2011. 
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6. Jubeaux G., Simon R.

 

 

, Audouard-Combe F., Quéau H., Salvador A., Chaumot A., Geffard O. 

Mesure de la vitellogénine par spectrométrie de masse (LC-MS/MS) chez un amphipode 

dulçaquicole, Gammarus fossarum : un biomarqueur potentiel de la perturbation 

endocrinienne.   

SEFA, Paris-France, Juin 2011. 

7. Jubeaux G., Audouard-Combe F., Simon R.

 

 

, Tutundjian R., Quéau H., Salvador A., Chaumot A., 

Geffard O., 

Mesure de la vitellogénine chez les invertébrés : pertinence et application de la 

spectrométrie de masse (LC-MS/MS) en vue de proposer une méthode spécifique et 

transférable entre espèces.   

SEFA, Paris-France, Juin 2011. 

8. Simon, R.

 

 

; Audouard-Combe, F.; Jubeaux, G.; Tutundjian, R.; Quéau, H. ; Garric, J. ; Geffard, 
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Measurement of vitellogenin protein in invertebrates: relevance and usefulness of mass 

spectrometry (LC-MS/MS) to propose a specific and transferable method across non 
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28èmes Journées Françaises de Spectrométrie de Masse à Avignon, Septembre 2011. 

9. Simon, R.

 

 

 ; Fonbonne, C. ; Salvador, A. ; Amouyel, P. ; Lambert, J.C. ; Lemoine, J.,  

Quantification of total Apo E and Apo E4 isoform by targeted mass spectrometry across a 

clinical cohort (n=680): a case study for SRM-based assay validation and methionine-

containing proteotypic peptide.  
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10. Simon, R.

 

 

 

 ; Girod, M. ; Fonbonne, C. ; Salvador, A. ; Clément, Y. ; Lanteri, P. ; Amouyel, P. ; 
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Total Apolipoprotein E and Apolipoprotein E4 isoform assay (n=672) by targeted mass 
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60th ASMS Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, Vancouver, Canada, Mai 

2012. 
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Résumé 

 

En recherche clinique ou environnementale, les biomarqueurs protéiques présentent un intérêt 
croissant. Bien que les immuno-dosages restent les méthodes de référence pour leur quantification, 
les récentes avancées en spectrométrie de masse (MS) font de cette technique une alternative 
crédible à l’ELISA. Ce travail apporte quelques éléments méthodologiques pour repousser certaines 
limitations de la MS. 
D’abord, deux dosages ont été proposés. Celui réalisé chez G. fossarum représente le premier 
exemple de dosage de la Vitellogénine chez un invertébré par LC-MS/MS. L’un des défis de la 
méthode présentée est de doser spécifiquement une protéine dans un organisme dont le génome 
est majoritairement inconnu. Le second dosage concerne les peptides contenant une méthionine. 
Nous avons développé un protocole d’oxydation des méthionines afin de s’affranchir du biais lié à 
leur oxydation partielle. Cette méthode a ensuite été appliquée à une protéine impliquée dans la 
maladie d’Alzheimer (l’Apolipoprotéine E4) dans une cohorte de 673 plasmas. Ce dosage est à ce 
jour l’une des plus grandes études réalisées par LC-MS/MS et montre toute la robustesse de cette 
approche. 
Enfin, l’influence de la phase mobile sur la sensibilité des dosages de peptides a été étudiée : 
d’abord en phase inverse, où le méthanol est une bonne alternative à l’acétonitrile ; ensuite en 
HILIC, où les difficultés liées à l’étude d’ions multichargés en milieu majoritairement organique ont 
été abordées. Les problèmes liés à la capacité de charge des colonnes ont également été soulevés. 
La chromatographie HILIC reste prometteuse pour la quantification de peptides puisqu’un facteur 
dix en sensibilité peut être apporté.  
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Abstract 

 

Both in clinical and environmental research, protein biomarkers are of growing interest. Although 
immunoassays are the gold standard for their quantification, recent advances in mass spectrometry 
(MS) make this technique a viable alternative to ELISA. This work provides some methodological 
elements to eliminate some limitations of the MS approach. 
First, two assays have been proposed. The first one achieved for G. fossarum represents the first 
example of quantification of vitellogenin in an invertebrate by LC-MS/MS. One of the challenges of 
the presented method is to specifically assay a protein in an organism whose genome is largely 
unknown. The second assay relates to methionine-containing peptides. A protocol was developped 
for total oxidation of methionines in order to overcome the bias due to their partial oxidation. This 
method was then applied to a protein involved in Alzheimer's disease (Apolipoprotein E4) in a 
cohort of 673 plasma samples. This assay is to date one of the largest study carried out by LC-
MS/MS and shows all the robustness of this approach. 
Lastly, the influence of the mobile phase on the sensitivity of peptides assays was studied: first in 
reversed phase, where methanol is a good alternative to acetonitrile; then in HILIC, where the 
difficulties associated with the study of multicharged ions in a mainly organic content were 
discussed. Problems related to the carrying capacity of the columns were also raised. HILIC 
chromatography is a promising technique for the quantification of peptides since a factor of ten in 
sensitivity can be obtained. 
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