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« La théorie, c’est quand on sait tout et que rien ne fonctionne.
La pratique, c’est quand tout fonctionne et que personne ne sait pourquoi.
Ici, nous avons réuni théorie et pratique : rien ne fonctionne... et personne ne sait pourquoi ! »

Albert Einstein
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* Introduction générale

La notion de biomarqueur renvoie a la définition tres large d’une « caractéristique objectivement
mesurée et évaluée comme un indicateur de processus biologiques normaux ou pathologiques, ou
d’une réponse pharmacologique & une intervention thérapeutique ».! Cette définition explique
I'utilisation des biomarqueurs dans des domaines aussi variés que la recherche fondamentale,
I'industrie pharmaceutique ou la pratique médicale. Dans le domaine de la cancérologie, la recherche
de nouveaux biomarqueurs est un enjeu crucial pour mieux comprendre la physiopathologie de ces

maladies, améliorer le dépistage ou le diagnostic et, bien entendu, la prise en charge des patients.

L’essor considérable a I'heure actuelle des technologies « omiques » a haut débit (principalement
génomique, transcriptomique et protéomique) génére depuis quelques années une multitude de
biomarqueurs potentiels dans le domaine de la cancérologie. Les approches protéomiques par
spectrométrie de masse ont pleinement bénéficié de progrés technologiques récents majeurs qui
permettent d’étudier le protéome d’un point de vue qualitatif ou quantitatif avec des performances

inégalées jusqu’a présent.

Les stratégies appliquées dans la recherche de biomarqueurs doivent néanmoins étre optimisées
puisque seule une minorité d’entre eux finit par étre concretement utilisée en pratique clinique. Ces
stratégies de développement reposent sur deux étapes distinctes :
- une premiere étape de découverte basée sur des approches globales analysant
simultanément un grand nombre de variables sur un nombre limité d’échantillons,
- une étape de validation, nécessaire pour confirmer les résultats a grande échelle sur des
cohortes indépendantes de patients et basée idéalement sur une méthodologie différente de

celle utilisée dans la phase de découverte.

Mon travail de thése, centré sur la problématique des hémopathies lymphoides B, s’inscrit dans ce
contexte avec pour objectif le développement de méthodologies en analyse protéomique pour la
découverte et la validation de nouveaux biomarqueurs. Il s’articule dans la continuité des travaux
initiés depuis 2004 sur cette thématique au Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-Organique
de Strasbourg (LSMBO, Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien, UMR7178) en collaboration avec le
Pr Laurent MAUVIEUX du Laboratoire d’Hématologie des Hopitaux Universitaires de Strasbourg.

Ce mémoire de thése est composé de trois parties :
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La premiere partie a pour objectif de souligner I'hétérogénéité clinique et biologique des
hémopathies lymphoides. L'intérét d’identifier de nouveaux biomarqueurs pour mieux
individualiser des sous-groupes de patients aux profils évolutifs différents et pour améliorer
les critéres diagnostiques des hémopathies est illustré a travers trois exemples : la leucémie
lymphoide chronique, le lymphome B diffus a grandes cellules et le lymphome de la zone
marginale. Les différentes approches protéomiques quantitatives utilisées dans ce travail de
these et développées grace aux progres technologiques rapides de ces derniéres années,

seront également abordées dans cette partie.

La deuxieme partie présente les cinq projets de recherche auxquels j'ai participé et les
résultats obtenus :
e identifications et validations des CD148 et CD180 comme marqueurs phénotypiques
pour améliorer le diagnostic des hémopathies lymphoides B chroniques,
e développement de stratégies en protéomique quantitative ciblée pour la validation
de biomarqueurs,
e recherche de biomarqueurs pronostiques du risque de rechute neuro-méningée dans
les lymphomes B diffus a grandes cellules,
e optimisation des méthodes de préparation des échantillons par une approche
« tube-gel »,
e recherche de biomarqueurs prédictifs de la réponse au traitement dans les

lymphomes B diffus a grandes cellules.

La troisieme partie aborde la problématique générale des biomarqueurs. Les principales
raisons expliquant le paradoxe actuel entre le nombre croissant de biomarqueurs proposés
et la trés faible proportion utilisée au final en pratique clinique sont discutées. Cette derniere
partie permet également de présenter les enseignements pouvant étre tirés des projets
développés dans mon travail de these et qui pourront étre mis a profit pour des travaux
futurs, ainsi que les nombreuses perspectives qu’offre aujourd’hui I'analyse protéomique par

spectrométrie de masse dans la recherche de biomarqueurs.



Partie |

Introduction bibliographique
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e Chapitre 1
Les hémopathies lymphoides B : quels enjeux a I’heure
actuelle ?

Les hémopathies lymphoides B représentent un groupe hétérogene de maladies malignes
développées a partir des lymphocytes B. Les principales entités se distinguent par des
caractéristiques cliniques, morphologiques et biologiques qui sont a la base de leur classification. Ces
données évoluent constamment grace a la recherche fondamentale, la recherche clinique et les
progres technologiques. Cette amélioration des connaissances permet une meilleure compréhension
de la physiopathologie de ces maladies, la mise a disposition de nouveaux outils a visée diagnostique

ou pronostique et le développement de nouveaux traitements.

Les études génomiques et transcriptomiques occupent actuellement une place centrale. Le
développement des techniques de séquencage de nouvelle génération a permis de mettre en
évidence des mutations récurrentes de genes impliqués dans différents processus de la
cancérogénese. Ces travaux ont permis de mieux caractériser les hémopathies lymphoides B sur le
plan moléculaire, et plus largement I'ensemble des pathologies cancéreuses. La mise en évidence de
dérégulations de certaines voies de signalisation permet actuellement le développement rapide de

thérapies ciblées.

Cependant, I'utilisation en pratique clinique quotidienne des données issues des approches
génomiques et transcriptomiques est souvent difficile. Deux raisons principales peuvent étre
évoquées :
- L’absence de disponibilité des tests moléculaires développés en dehors des laboratoires de
recherche.
- L’absence d’impact réel dans certains cas sur la prise en charge thérapeutique du patient. Ce
point, longtemps valable pour la plupart des chimiothérapies conventionnelles, est remis en
cause actuellement avec l'arrivée de nouvelles molécules ciblant certaines voies de

signalisation, ou le développement de nouveaux anticorps monoclonaux.
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Néanmoins, d’'importants progrées restent encore a réaliser pour permettre :
- d’obtenir une caractérisation plus précise des différentes entités (identification de
biomarqueurs a visée diagnostique),
- d’individualiser précocement les patients a haut risque pour pouvoir, idéalement, adapter
rapidement les stratégies thérapeutiques (identification de biomarqueurs a visée
pronostique ou prédictive de la réponse au traitement),

- de mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques.

Aprés avoir rappelé les principes de la classification actuelle des hémopathies lymphoides B, trois
entités seront développés plus en détail : la leucémie lymphoide chronique (LLC), le lymphome B
diffus a grandes cellules (LBDGC) et le lymphome de la zone marginale (LZM). Ces trois exemples
illustrent I’'hétérogénéité des hémopathies lymphoides B, les progres accomplis sur le plan de leur
caractérisation et le besoin actuel d’identifier de nouveaux biomarqueurs a visée diagnostique ou

pronostique.

1. CLASSIFICATION DES HEMOPATHIES LYMPHOIDES B ET DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES

L'absence de consensus international a longtemps représenté un obstacle important pour la
coopération des communautés scientifiques et médicales. Ce n’est qu’a partir des années 1990
qu’ont émergé les principes d’une classification internationale des hémopathies lymphoides.>* Ces
travaux ont abouti en 2001 a la classification des hémopathies malignes établie par I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS).? La version publiée en 2008 a été utilisée dans ce travail de thése.® Une
actualisation de la classification des hémopathies lymphoides vient d’étre publiée trés récemment en
2016.° Elle intégre les derniéres données issues des travaux génomiques et transcriptomiques pour

préciser les critéres diagnostiques et permettre de mieux définir les différentes sous-entités.

La premiere stratification des hémopathies malignes se base sur la lignée cellulaire concernée (lignée
lymphoide ou lignée myéloide). Au sein de chaque lignée sont distinguées les hémopathies
développées a partir de précurseurs immatures (telles que les leucémies aigués myéloblastiques ou
lymphoblastiques) ou a partir de cellules dites matures. Le tableau 1 expose les différentes entités
constituant le groupe des hémopathies lymphoides B matures dans la classification OMS 2008 qui a
été utilisée dans ce travail de these. Ces différentes entités sont définies par une combinaison de

criteres morphologiques, phénotypiques, génétiques, moléculaires et cliniques.
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Les termes utilisés pour désigner ces maladies peuvent prendre en compte :

- la cellule d’origine a partir de laquelle est présumée se développer I’'hémopathie:
lymphomes développés a partir des cellules de la zone marginale ou de la zone du manteau
des follicules lymphoides,

- les caractéristiques morphologiques de la prolifération tumorale: préservation des
structures folliculaires des ganglions lymphatiques ou, au contraire, destruction de
I"architecture ganglionnaire avec envahissement diffus par des cellules lymphomateuses de
grande taille,

- l'aspect cytologique des cellules : dans la leucémie a tricholeucocytes les cellules présentent
de multiples villosités cytoplasmiques leur donnant un aspect « chevelu »,

- la présentation clinico-biologique : le terme de « leucémie » est par exemple employé en cas
d’atteinte médullo-sanguine prédominante. Les lymphomes spléniques de la zone marginale
se caractérisent quant a eux par une augmentation importante du volume de la rate liée a

Iinfiltration tumorale.

Leucémie lymphoide chronique / lymphome lymphocytique

Leucémie prolymphocytaire B

Lymphome splénique de la zone marginale

Leucémie a tricholeucocytes

Lymphomes spléniques inclassables (lymphome diffus de la pulpe rouge splénique, forme variante de
leucémie a tricholeucoytes)

Lymphome lymphoplasmocytaire / maladie de Waldenstrom

Maladie des chaines lourdes

Myélome multiple

Plasmocytome solitaire osseux

Plasmocytome extra-osseux

Lymphome de la zone marginale du tissu lymphoide associé aux muqueuses

Lymphome ganglionnaire de la zone marginale

Lymphome folliculaire

Lymphome centro-folliculaire cutané primitif

Lymphome a cellules du manteau

Lymphome B diffus a grandes cellules sans autre spécificité

Lymphome B diffus a grandes cellules associé aux inflammations chroniques

Granulomatose lymphomatoide

Lymphome a grandes cellules primitif du médiastin

Lymphome intra-vasculaire a grandes cellules

Lymphome a grandes cellules ALK positif

Lymphome plasmablastique

Lymphome a grandes cellules survenant sur une maladie de Castleman multicentrique associée au virus HHV8
Lymphome primitif des séreuses

Lymphome de Burkitt

Lymphome B inclassable avec des caractéristiques intermédiaires entre le lymphome B diffus a grandes
cellules et le lymphome de Burkitt

Lymphome B inclassable avec des caractéristiques intermédiaires entre le lymphome B diffus a grandes
cellules et le lymphome de Hodgkin

Tableau 1
Classification OMS 2008 des hémopathies lymphoides B matures (d’aprés référence n° 5).
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Les profils évolutifs permettent de distinguer des formes indolentes ou des formes agressives. Les
formes indolentes (LLC ou LZM par exemple) ne nécessitent pas systématiquement l'instauration
d’un traitement et peuvent simplement justifier d’une surveillance clinique et biologique. A I'opposé,
les formes agressives (LBDGC ou lymphome de Burkitt par exemple) mettent en jeux le pronostic

vital a court terme et nécessitent toujours la mise en place d’un traitement.

D’apres les données épidémiologiques disponibles en France, le nombre de nouveaux cas
d’hémopathies malignes a été estimé a environ 35000 en 2012, soit globalement 10 % des nouveaux
cas de cancers. Les hémopathies lymphoides représentaient environ deux tiers des hémopathies.
Parmi les quatre hémopathies malignes les plus fréquentes, trois étaient des hémopathies
lymphoides : myélome (4888 nouveaux cas), leucémie lymphoide chronique (4464 nouveaux cas) et

lymphome B diffus a grandes cellules (4096 nouveaux cas).’

2. LA LEUCEMIE LYMPHOIDE CHRONIQUE
2.1. Diagnostic et classification

La LLC est une hémopathie indolente qui s"accompagne d’une augmentation du taux de lymphocytes
dans le sang (hyperlymphocytose). Elle est souvent associée également a un syndrome tumoral
(ganglionnaire, splénique ou hépatique). Le diagnostic repose sur I'immunophénotypage des
lymphocytes sanguins par cytométrie en flux. Cet examen évalue I'expression de cing antigénes de
surface : CD5, CD23, CD79b, FMC7 et I'immunoglobuline de surface (slg). Le score de Matutes,
également appelé score RMH (Royal Marsden Hospital) prend en compte le niveau d’expression de

ces antigénes.®’ Le diagnostic de LLC est posé quand ce score est égal a 4 ou 5 (tableau 2).

| Antigéene ______________JExpression | |

CD5 Positive 1 point
CD23 Positive 1 point
CD79b Faible ou négative 1 point
FMC7 Négative 1 point
sIG Faible 1 point
Tableau 2

Score de Matutes établi par cytométrie en flux. Le diagnostic de LLC est posé si le score obtenu est supérieur a 3 points
(d’apreés références n° 8 et 9).

Le profil évolutif des patients atteints d’une LLC est extrémement hétérogéne. Environ un tiers des
patients ne sera jamais traité et, parmi les deux tiers de patients traités, certains le sont dés le

diagnostic et d’autres aprés une période de surveillance initiale.
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La classification de Binet, publiée au début des années 1980, distingue des le diagnostic trois groupes
de patients de pronostics différents. Elle est établie a partir de deux parameétres simples: les
données de 'hémogramme (taux d’hémoglobine et taux de plaquettes) et la présence ou non d’un
syndrome tumoral & I'examen clinique (tableau 3)."° Cette classification est toujours utilisée
actuellement. Elle fait partie des criteres permettant de décider de l'instauration ou non d’un
traitement (de facon schématique : surveillance simple des patients stade A et mise en place d’un

traitement pour les stades B et C).

Stade Taux d’Hb et de Nombre d’aires Médiane de survie
(% de patients) plaquettes ganglionnaires globale

A (55 %) Hb > 10 g/dL <3 >10 ans
Plag =100 G/L

B (30 %) Hb =10 g/dL >3 7 ans
Plag = 100 G/L

C (15 %) Hb < 10 g/dL ou indifférent 2 ans

Plag < 100 G/L

Tableau 3
Classification de Binet. La présence d’une atteinte hépatique ou splénique est comprise dans le décompte des aires
ganglionnaires (d’apreés référence n° 10). Hb : hémoglobine.

L’évolution des patients ayant un stade identique de la maladie est cependant trés hétérogene. Des
facteurs pronostiques complémentaires sont progressivement apparus pour identifier des sous-
groupes de patients ayant des profils évolutifs différents. A c6té de facteurs pronostiques simples
comme le temps de doublement des lymphocytes (un temps de doublement inférieur a 1 an étant
associé a un pronostic plus défavorable™), des marqueurs cytogénétiques et moléculaires ont

progressivement émergé.

2.2. Anomalies cytogénétiques

Environ 80 % des patients présentent des anomalies chromosomiques. Quatre anomalies récurrentes
sont décrites: délétion 1314, délétion 11q, trisomie 12 et délétion 17p. Ces anomalies sont
recherchées en réalisant le caryotype des cellules tumorales, ou a I'aide de sondes fluorescentes par

FISH (Fluorescence In Situ Hybridization).

Le pronostic des patients difféere significativement selon ces anomalies cytogénétiques. Les courbes
de survie représentées sur la figure 1 indiquent la proportion de patients survivants en fonction du
temps et du type d’anomalie chromosomique présente. Les patients porteurs d’'une délétion 17p ont

le pronostic le plus péjoratif avec une médiane de survie globale inférieure a trois ans.***
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Figure 1
Survie globale des patients selon le type d’anomalie cytogénétique présente (d’aprés référence n° 13).

La délétion du bras court du chromosome 17 entraine une perte du gene suppresseur de
tumeur TP53. Sa fréquence est inférieure a 10 % au diagnostic mais augmente significativement chez
les patients en rechute. La présence de cette anomalie cytogénétique conditionne fortement le choix
thérapeutique puisque ces patients sont réfractaires aux traitements basés sur I'utilisation des

analogues des purines.'*™*®

2.3. Statut mutationnel du gene codant pour la séquence variable des chaines lourdes
d’immunoglobulines

Le récepteur des lymphocytes B (BCR, B-Cell Receptor) est une immunoglobuline de surface. La
constitution du répertoire immunologique permettant a chaque lymphocyte B d’exprimer un
récepteur de surface unique est un processus avec plusieurs étapes débutant par le réarrangement
des genes des immunoglobulines. Aprés stimulation antigénique, des mutations somatiques
surviennent au niveau des séquences variables des chaines lourdes (IGHV) et |égeres. Ce processus a
lieu dans les centres germinatifs des follicules lymphoides secondaires.’” Ces mutations somatiques
ont pour objectif d’augmenter I'affinité du récepteur a I'antigéne. A la fin des années 1990, un taux
plus élevé de mutations somatiques des genes IGHV a été mis en évidence chez les patients de
mauvais pronostic.'® Cette corrélation entre la survie des patients et le statut mutationnel a ensuite

1920 o5 patients ayant un statut non muté ont une médiane

été confirmée par deux grandes études.
de survie globale significativement inférieure par rapport a celle des patients ayant un statut muté

(117 mois versus 293 mois dans la publication de I’équipe anglaise, figure 2).*
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Figure 2
Survie globale des patients selon le statut mutationnel du géne IGHV (d’aprés référence n° 19).

Cependant la détermination du statut mutationnel des patients n’est pas réalisée en routine. La
premiere raison est liée au colt et a la technicité nécessaire pour réaliser cet examen. La deuxieme
raison est I'absence de stratégie thérapeutique différente a proposer au patient selon le statut muté
ou non muté. Des biomarqueurs de substitution, plus simples a obtenir, ont néanmoins été cherchés
pour fournir une information équivalente. Les protéines CD38 ou ZAP-70, dont I'expression peut étre
déterminée par cytométrie en flux, ont été initialement proposées comme marqueurs de
substitution au statut mutationnel. Une expression du CD38 et de ZAP-70 par les cellules tumorales

est le plus souvent associée & un statut non muté.*>*!

Des études ultérieures ont cependant montré que cette corrélation n’est pas parfaite’ avec, de plus,
des difficultés de standardisation pour la mesure de I'expression de ZAP-70.* Ces deux marqueurs,
bien qu’ayant un impact pronostique, n’ont ainsi pas été adoptés universellement comme marqueurs

de substitution au statut mutationnel.
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2.4. Séquengage de nouvelle génération et mutations génétiques récurrentes

Les nouvelles techniques de séquencage ont permis de mettre en évidence ces derniéres années

I’existence de mutations somatiques acquises et récurrentes de certains genes :

NOTCH1, muté dans environ 10 % a 20 % des cas au diagnostic. Ces mutations sont associées
a un pronostic plus défavorable. La fréquence de cette mutation semble plus élevée
notamment dans les transformations de la maladie en lymphome agressif (syndrome de
Richter)*

BIRC3, muté dans moins de 10 % des cas au diagnostic. La fréquence de cette mutation est
plus élevée (supérieure a 20 %) chez les patients réfractaires aux traitements a base
d’analogues des purines®

SF3B1, muté dans environ 10 % des cas au diagnostic avec une fréquence plus élevée dans
les formes réfractaires®®

TP53 dont les mutations sont détectées dans moins de 10 % des cas au diagnostic. Tout
comme la délétion 17p, les mutations du géne TP53 conferent une résistance aux

traitements par analogues des purines et sont associées a un mauvais pronostic.27

La sensibilité actuelle des techniques de séquencage permet a présent d’appréhender |'évolution

clonale et sous-clonale de la maladie et I'émergence de clone résistants. La recherche de ces

mutations n’est cependant pas réalisée en routine dans tous les services d’hématologie.

Seule la recherche de la mutation du géne TP53 a un réel impact sur la prise en charge des patients

compte tenu de la résistance qu’elle confere aux traitements conventionnels a base d’analogues des

purines. La prise en charge de ces patients a été récemment bouleversée par l'arrivée de thérapies

ciblées inhibant la voie de signalisation du récepteur des lymphocytes B. Ces nouveaux médicaments

(ibrutinib : inhibiteur de la tyrosine kinase de Bruton ; idélalisib : inhibiteur de I'isoforme delta de la

PI3 kinase) ont obtenu une autorisation de mise sur le marché notamment pour le traitement des

patients porteurs d’une délétion 17p ou d’'une mutation du gene TP53.
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2.5. Conclusion

La leucémie lymphoide chronique représente donc un modele pour illustrer I'hétérogénéité du
pronostic des patients au sein d’une méme entité et les efforts accomplis grace aux progres
techniques pour identifier de nouveaux biomarqueurs. Schématiquement, plusieurs périodes
peuvent ainsi étre identifiées :
- les années 1980 avec I'établissement de la classification de Binet, basée sur I'examen du
patient et une simple numération des cellules sanguines,
- les années 1990 avec la découverte des anomalies cytogénétiques récurrentes et du statut
mutationnel du géne codant pour la partie variable des chaines lourdes d'immunoglobulines,
- les années 2000 avec I'arrivée des protocoles d'immunochimiothérapie et la confirmation du
caractére réfractaire a ces traitements des patients porteurs d’'une délétion 17p ou d'une
mutation du géne TP53,
- les années 2010 avec la découverte de mutations somatiques récurrentes de certains génes
et leur lien avec la chimiorésistance ou la progression de la maladie. Cette période est
également marquée par I'arrivée de thérapies ciblées qui ont bouleversé la prise en charge

des patients a haut risque.

3. LYMPHOMES B DIFFUS A GRANDES CELLULES

Les LBDGC sont des lymphomes agressifs mettant en jeux le pronostic vital. lls nécessitent toujours la
mise en place d’un traitement. Ils représentent I'entité la plus fréquente parmi les lymphomes non-
hodgkiniens (environ 30 % des cas). Le diagnostic repose sur I'examen anatomo-pathologique d’une
biopsie tumorale. L'examen histologique est complété par des analyses immunohistochimiques
permettant de confirmer I'origine lymphoide B de la prolifération tumorale. La présence de cellules

tumorales circulantes dans le sang est tres rare dans les LBDGC contrairement a la LLC.

Les traitements de premiére ligne actuels permettent de guérir environ 60 % des patients. Une
proportion encore importante de patients va donc étre réfractaire au traitement de premiére ligne
ou rechuter apres une période de rémission. Le pronostic de ces patients en rechute ou réfractaires
reste extrémement péjoratif. La médiane de survie globale est souvent inférieure a 1 an pour les

patients qui ne répondent pas aux traitements de rattrapage.*
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Le premier index pronostic international (IP1) a été établi en 1993.%

parametres suivants au diagnostic :

Age : <60 ans versus > 60 ans

Extension de la maladie:

disséminée (stades lll et V)

Nombre de sites extra-ganglionnaires atteints : < 1 versus > 1

Etat général du patient : conservé versus altéré

Taux de LDH (lactate déshydrogénase) : normal versus élevé

Il prend en compte les

localisée (stades | et Il de la classification d’Ann Arbor) versus

Quatre groupes pronostiques ont pu étre établis et validés sur une cohorte de plus de 2000 patients

(tableau 4 et figure 3) :

Groupe pronostique Nbr de facteurs de Pourcentage de
risque patlents

Taux de survie globale
ab5ans (%)

Faible risque Ooul

Intermédiaire faible 2 27 51

Intermédiaire élevé 3 22 43

Haut risque 40u5 16 26
Tableau 4

Distribution des patients et taux de survie globale & 5 ans selon I'index pronostique international (d’aprés référence n° 32).

Figure 3
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Courbes de survie globale des patients en fonction des groupes pronostiques définis par I'lPI (d’aprés référence n° 32).

H : haut risque ; HI : intermédiaire élevé ; LI : intermédiaire faible ; L : faible risque.
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Cet index pronostique a été établi avant I’ére du rituximab. Le rituximab est un anticorps monoclonal
dirigé contre I'antigene CD20 exprimé a la surface des lymphocytes B. L’association du rituximab avec
les protocoles de chimiothérapie a significativement amélioré la survie des patients traités pour un
LBDGC.>* Actuellement cet anticorps est quasi systématiquement associé aux protocoles de
chimiothérapies pour le traitement des hémopathies lymphoides B. L'IPl conserve toutefois son

impact pronostique a I'ére des traitements comportant du rituximab.*

Au début des années 2000, les approches transcriptomiques basées sur les profils d’expression de
génes ont permis de mieux caractériser la diversité de ces lymphomes sur le plan biologique. Deux
grands sous-types moléculaires ont ainsi pu étre individualisés : un sous-type ABC (Activated B Cell)
et un sous-type GC (Germinal Center). Ces sous-types moléculaires sont associés a des profils

évolutifs différents avec un pronostic plus péjoratif pour les formes ABC (figure 4).%
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Figure 4
Survie globale des patients selon le sous-type ABC ou GC (d’apreés référence n° 35).

Cette détermination du sous-type moléculaire a partir des profils d’expression de genes n’est
cependant pas réalisable en pratique quotidienne compte tenu de la complexité des techniques a
mettre en oeuvre. Des travaux ultérieurs ont donc cherché a évaluer des biomarqueurs de
substitution pour appréhender plus facilement le sous-type moléculaire. Différents score établis en
immunohistochimie ont été proposés, le plus fréquemment utilisé étant I'algorithme de Hans

évaluant I'expression de 3 protéines : CD10, BCL-6 et MUML (figure 5).%
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Figure 5
Algorithme de Hans utilisé en immunohistochimie (d’apreés référence n° 36).

D’autres facteurs pronostiques ont également émergés avec la mise en évidence de réarrangements
des génes MYC, BCL2 et BCL6 (LBDGC « double hit» ou «triple hit»). Ces réarrangement
chromosomiques sont associés & des formes particulierement agressives et de mauvais pronostic.>”*
La recherche de ces translocations n’est cependant pas effectuée systématiquement en routine et la

meilleure stratégie thérapeutique a adopter pour ces patients n’est pas consensuelle.

Enfin les techniques de séquencage de nouvelle génération ont également permis récemment de
mettre en évidence des génes mutés de fagcon récurrente dans les LBDGC. Ces mutations concernent
différentes voies de signalisation et ouvrent de nouvelles perspectives thérapeutiques avec le

développement actuel des thérapies ciblées.*

4. LYMPHOMES DE LA ZONE MARGINALE

Les lymphomes de la zone marginale sont des lymphomes indolents subdivisés en trois entités
principales :
- les LZM spléniques caractérisés par une splénomégalie avec fréquemment présence de
cellules lymphomateuses circulantes dans le sang périphérique,
- les LZM développés a partir du tissu lymphoide associé aux muqueuses (MALT) dont
I’exemple caractéristique est le lymphome du MALT gastrique associé le plus souvent a une
infection par Helicobacter pylori,

- les LZM ganglionnaires.
Le diagnostic repose sur un faisceau d’arguments incluant les caractéristiques cliniques, I'examen

anatomo-pathologique quand il est disponible, et les caractéristiques cytogénétiques et

moléculaires.
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On ne dispose pas actuellement de biomarqueurs diagnostiques spécifiques a ces lymphomes. Sur le
plan phénotypique, ils expriment les marqueurs pan-lymphocytaires B (CD19, CD20, CD22) et
n’expriment pas classiquement certains marqueurs plus « spécifiques » d’autres entités, comme le
CD5 dont I'absence d’expression permet de les distinguer des formes classiques de LLC ou de

lymphome a cellules du manteau.

Certaines anomalies génétiques ont pu étre mises en évidence avec une fréquence plus élevée dans

4041 Des mutations

certains sous-types de LZM comme la délétion 7q dans les formes spléniques.
récurrentes de certains genes ont également été décrites, surtout dans les formes spléniques :
NOTCH2 (10 %), TP53 (16 %) ou TNFAIP3 (7 %) par exemple.** Ces anomalies ne sont cependant pas

spécifiques et, le plus souvent, ne sont pas recherchées en pratique quotidienne.

La situation est rendue encore plus compliquée par I'existence de formes frontiéres entre ces LZM et
d’autres syndromes lymphoprolifératifs actuellement considérées comme des entités provisoires
dans la classification OMS : le lymphome de la pulpe rouge splénique ou la forme variante de
leucémie a tricholeucocytes. Bien que ces entités partagent des caractéristiques morphologiques,

phénotypiques ou moléculaires, le profil évolutif des patients differe.

Aucun biomarqueur diagnostique n’est actuellement disponible pour distinguer facilement ces
différentes entités. Ce groupe de syndromes lymphoprolifératifs illustre donc le besoin actuel

d’identifier de nouveaux biomarqueurs a visée diagnostique.

5. CONCLUSION

Ces 3 exemples d’hémopathies lymphoides B sont représentatifs des principaux enjeux actuels dans
la prise en charge des hémopathies lymphoides B :

- individualiser au mieux les différentes entités,

- identifier les sous-groupes de patients a haut risque,

- identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et disposer de stratégies thérapeutiques

adaptées aux différents profils de patients.

Les quantités considérables d’informations apportées ces derniéres années par les données de
génomique et de transcriptomique ont permis de mieux comprendre au niveau moléculaire ces
maladies et d’établir des sous-groupes de patients ayant des profils évolutifs différents. Le
développement rapide des thérapies ciblées permet déja de proposer dans certains cas un

traitement sur la base du profil moléculaire de certains patients.
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Néanmoins beaucoup de ces biomarqueurs moléculaires n‘ont pas été transposés en pratique
clinique quotidienne. Un des obstacles réside dans la difficulté a appliquer en routine des techniques
complexes nécessitant une importante expertise avec un co(t financier souvent élevé. De plus,
I"'absence de conséquence pratique sur la prise en charge du patient limite dans certains cas le besoin

de disposer impérativement de ces facteurs pronostiques.

Les protéines membranaires de surface sont des cibles particulierement intéressantes pour la
recherche de biomarqueurs. Elles sont en effet accessibles par des techniques telles que la
cytométrie en flux ou I'immunohistochimie qui sont largement utilisées en pratique quotidienne
dans les laboratoires d’hématologie ou les services de pathologie. Ces protéines membranaires sont
aussi des cibles thérapeutiques potentielles pour le développement notamment des anticorps
monoclonaux. La recherche de biomarqueurs au niveau protéique, et plus particulierement au

niveau des protéines membranaires de surface, reste donc un enjeu important a I’'heure actuelle.

De fagon similaire aux approches génomiques et transcriptomiques, les approches protéomiques par
spectrométrie de masse ont également bénéficié de progrés technologiques considérables ces
dernieres années. Ces avancées offrent a présent de nouvelles perspectives pour la recherche de
biomarqueurs. Dans le chapitre suivant j'aborderai ces principales avancées technologiques avant de

présenter les approches protéomiques quantitatives globales et ciblées qui en découlent.
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e Chapitre 2
La spectrométrie de masse appliquée a la protéomique pour
I"identification et la validation de biomarqueurs

La spectrométrie de masse tient aujourd’hui une place centrale dans I'analyse protéomique suite aux
progres technologiques et bio-informatiques récents qui ont permis d’accroitre considérablement les
capacités d’identifications et d’évoluer vers des approches quantitatives applicables a des
échantillons biologiques complexes. Ces développements méthodologiques ont ouvert de nouvelles
perspectives pour I'analyse protéomique, en particulier pour la recherche et la validation de

biomarqueurs.

La stratégie d’identification des protéines par spectrométrie de masse la plus employée (et la seule
utilisée dans ce travail de thése) repose sur une digestion enzymatique préalable des protéines. La
trypsine est 'enzyme de référence car elle permet de générer des coupures spécifiques au niveau
des liaisons peptidiques dans la partie C-terminale des résidus basiques lysine ou arginine
permettant ensuite leur protonation pour générer principalement des espéces multi-chargées
2+ et 3+.% Ces peptides ont une taille moyenne d’environ 10 a 15 acides aminés, adaptée a la gamme
de masse balayée lors de l'acquisition des spectres MS. Cette spécificité est essentielle pour la
répétabilité des étapes de digestion enzymatique. Cette digestion peut étre réalisée en solution

(digestion liquide) ou en gel apres séparation par électrophorese des protéines.

L’analyse en spectrométrie de masse permet de caractériser les peptides obtenus par leur masse et
leur spectre de fragmentation a partir duquel est déterminée la séquence en acides aminés.
L'identification des peptides et I'inférence au niveau protéique sont réalisées a 'aide de moteurs de
recherche utilisant des banques de données de séquences protéiques qui se sont considérablement
enrichies ces derniéres années. Cette stratégie d’analyse protéomique basée sur une digestion
enzymatique des protéines est appelée approche « bottom-up » (figure 6). Elle s’oppose a la
stratégie dite « top-down », qui ne sera pas abordée dans ce manuscrit, et qui repose sur l'analyse

par spectrométrie de masse de protéines intactes non digérées.*
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Figure 6
Les différentes étapes d'une analyse protéomique selon une stratégie "bottom-up".

Apres avoir évoqué les principales avancées technologiques récentes, nous aborderons dans ce
chapitre les caractéristiques des deux grandes approches quantitatives, globales et ciblées, qui
peuvent étre utilisées pour la découverte et la validation de biomarqueurs potentiels. Les méthodes

employées pour la réalisation de ce travail de thése seront davantage détaillées.

1. LES PROGRES TECHNOLOGIQUES RECENTS DANS LE DOMAINE DE LA PROTEOMIQUE
QUANTITATIVE

L’essor actuel de la spectrométrie de masse pour I'analyse protéomique est consécutif aux progres
technologiques réalisés dans quatre principaux domaines :

- amélioration des techniques séparatives au niveau protéique ou peptidique,

- progrés instrumentaux avec développement de spectrométres de masse de derniere
génération caractérisés par leur haute résolution et une vitesse de séquencage élevée
permettant permet d’obtenir un gain important en sensibilité,

- enrichissement des banques de données de séquences protéiques,

- progrés bio-informatiques avec le développement de logiciels dédiés a I'analyse des

résultats.

Historiquement, la premiére grande étape qui a ouvert la voie pour I'analyse des protéines en
spectrométrie de masse a été la mise au point de sources d’ionisations douces de type MALDI
(Matrix-Assisted Laser Desorption)* ou électrospray (ESI, Electrospray lonisation)* qui permettent
de générer des ions tout en préservant l'intégrité des molécules protéiques ou peptidiques. Les
sources ESI permettent d’ioniser des peptides en solution a pression atmosphérique sous I'effet d’'un

champ électrique.
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L'approche protéomique par spectrométrie de masse a ensuite longtemps reposé sur un
fractionnement extensif de I’échantillon a 'aide de gels bidimensionnels (gels 2D) séparant les
protéines selon deux caractéristiques physico-chimiques majeures : le point isoélectrique et le poids
moléculaire. Cette étape de fractionnement est suivie par la caractérisation des protéines d’intérét
(longtemps réalisée par détermination de I'empreinte peptidique massique obtenue avec des
instruments de type MALDI-TOF)." Cette approche basée sur la détermination de I'empreinte
peptidique massique nécessite d’isoler les protéines d’intérét de facon trés pure pour éviter la

présence de protéines contaminantes dans le spot analysé.

Malgré le développement de méthodes quantitatives 2D-DIGE (Difference In-Gel Expression) qui
permettent 'analyse simultanée de plusieurs échantillons,* les approches basées sur les gels 2D ne
sont pas applicables a haut débit et ne sont pas adaptées pour I'analyse des protéines hydrophobes
(cas notamment des protéines membranaires) ou des échantillons complexes avec une large gamme
dynamique.”® Cette notion de gamme dynamique peut &tre illustrée chez I’'Homme par I'exemple du
plasma dans lequel un ordre de grandeur de 10 existe entre la protéine la plus abondante,

I’albumine, et les protéines présentes en quantités les plus faibles.*

D’importants progres technologiques instrumentaux réalisés au cours de ces derniéres années ont
permis de révolutionner cette approche classique. Les spectrometres de masse de derniére
génération ont apporté un gain considérable en termes de résolution, de précision de masse, de
vitesse d’acquisition et de sensibilité. L’association de différents types d’analyseurs (quadripdles,
temps de vol ou Orbitrap par exemple) dans un méme spectrometre (instruments hybrides) a permis
de développer des analyses par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). Les analyseurs a
trappe ionique permettent également de réaliser des analyses en tandem en permettant des

fragmentations multiples au sein d’un analyseur unique.

Dans ces analyses en tandem, une premiére analyse MS permet de détecter les ions les plus intenses
(ions précurseurs) sur la base de leur rapport masse sur charge (m/z) et de leur intensité. Chaque ion
peptidique sélectionné est ensuite fragmenté et les différents ions fragments obtenus sont transmis
dans un deuxieme analyseur pour obtenir un spectre de fragmentation caractéristique de l'ion
précurseur. La fragmentation de l'ion peptidique sélectionné est le plus souvent obtenue aprés
collision avec un gaz inerte (hélium, azote ou argon par exemple) dans une cellule de collision (CID,
Collision-Induced Dissociation). La premiere analyse MS renseigne sur l'intensité et la masse du
précurseur déterminée a partir de son rapport m/z et de son état de charge. La deuxiéme analyse
permet d’obtenir a partir du spectre MS/MS les informations sur la séquence en acides aminés du
précurseur sélectionné pour la fragmentation. Cette information supplémentaire sur la séquence des
peptides, par rapport a la seule empreinte de masse peptidique, permet d’augmenter

considérablement la qualité des identifications.
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La réalisation de ces analyses en tandem par cycles successifs (sélection des précurseurs dans un
premier temps puis fragmentation et mesure de la masse des fragments) définit le mode
d’acquisition de type DDA (Data-Dependent Acquisition). Le mode DIA (data-Independent
Acquisition), développé plus récemment, se distingue du mode DDA par la fragmentation

systématique de tous les ions observés dans un spectre MS.>"*?

Ce mode d’acquisition de type DIA,
qui n’a pas été utilisé au cours de ce travail de thése et qui ne permet encore que difficilement

I'identification des protéines, ne sera pas traité davantage dans ce manuscrit.

En amont des progres instrumentaux portant sur les spectromeétres de masse, le développement de
techniques de chromatographie liquide a hautes performances (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) a permis d’obtenir une séparation a haute résolution du mélange peptidique
obtenu aprés digestion. La méthode la plus communément employée est la chromatographie de
partage de phases inversées. Elle repose sur une séparation des peptides en fonction de leur affinité
entre une phase stationnaire apolaire composée de silice greffée de chaines de carbone C18 et une
phase mobile composée d’un mélange eau/acétonitrile. La proportion en acétonitrile augmente
progressivement au cours du temps (gradient chromatographique) pour diminuer la polarité de la

phase mobile et permettre I'élution des peptides des plus hydrophiles aux moins hydrophiles.

La réduction du diameétre interne des colonnes et du diameétre des particules composant la phase
stationnaire a permis de réduire les débits (nanoLC) et donc d’utiliser un volume d’échantillon
restreint tout en maintenant un pouvoir résolutif élevé. La taille des particules est habituellement de
I'ordre de 5 um dans les systemes HPLC. Elle est actuellement inférieure a 2 um dans les systemes
Ultra Performance LC (UPLC, Waters). Ce systeme chromatographique permet de travailler a des
débits de 0,2 a 0,45 puL/min avec des colonnes ayant une longueur comprise entre 100 et 250 mm et

un diamétre interne de 75 um.

Le couplage en ligne d'un systeme chromatographique liquide a haute performance avec le
spectrometre de masse permet la réalisation d’analyses nanoLC-MS/MS. La mise au point de la
méthode d’analyse nécessite de trouver un compromis entre le temps de séparation
chromatographique (qui détermine la durée d’une analyse) et la résolution de la séparation obtenue.
Ces avancées technologiques peuvent permettre de s’affranchir d’'un fractionnement extensif des
protéines en amont de I'analyse en spectrométrie de masse. |l est a présent possible d’analyser un

protéome complexe au cours d’une méme analyse.”® Ces approches sont dites de type « shotgun ».
L'application de ces stratégies a été a I'origine d’une publication récente dans laquelle environ 5000

protéines ont été identifiées a partir d’'une lignée cellulaire humaine en utilisant des gradients

chromatographiques de quelques heures.>

34



2. LES DIFFERENTES APPROCHES QUANTITATIVES PAR SPECTROMETRIE DE MASSE POUR LA
RECHERCHE ET LA VALIDATION DE BIOMARQUEURS

Deux grandes catégories de stratégies protéomiques quantitatives ont émergé :

Des approches globales qui permettent d’obtenir dans un méme échantillon une
quantification relative simultanée d’un trés grand nombre de protéines (plusieurs milliers).

Des approches ciblées, extrémement sensibles et spécifiques, mais ne concernant qu’un
nombre limité de protéines. L'utilisation de standards internes marqués aux isotopes stables
permet d’obtenir une quantification relative ou absolue des protéines ciblées au sein d’une

matrice biologique complexe.

Ces deux types de stratégies sont donc particulierement intéressants pour la recherche et la

validation de biomarqueurs au sein d’'une méme plateforme de spectrométrie de masse :

Les résultats issus des approches quantitatives globales permettent de comparer les profils
d’expressions protéiques entre les différents échantillons pour sélectionner des
biomarqueurs potentiels

Validation de ces candidats sélectionnés par des approches ciblées

2.1. Approches quantitatives globales pour la phase de découverte

La recherche de biomarqueurs repose sur des comparaisons de protéomes pour mettre en évidence

des différences d’expressions protéiques. Les enjeux inhérents a cette approche sont :

Obtenir une couverture suffisamment large du protéome a explorer

Avoir une limite de détection suffisamment basse pour mettre en évidence des variations
d’expression sur des protéines faiblement exprimées dans des échantillons complexes avec
une large gamme dynamique

Avoir des temps d’analyses limités pour étre compatibles avec I'exploration d’'un nombre
suffisant d’échantillons

Obtenir une quantification relative des niveaux d’expression protéiques

Ces défis analytiques ont longtemps été considérés comme des facteurs limitants pour les analyses

protéomiques. lls sont maintenant accessibles par les approches « shotgun » qui ont émergé ces

derniéres années.

2.1.1. Procédures expérimentales

Une quantification relative peut étre obtenue par deux grands types de stratégies expérimentales se

distinguant par I'utilisation ou non d’un marquage préalable des échantillons.
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Au cours de ce travail de thése, je me suis concentré sur le développement d’approches sans
marquage. Les principales stratégies avec marquage sont brievement exposées avant de détailler

celles sans marquage.

2.1.1.1.  Approches quantitatives avec marquages

Le marquage d’un échantillon peut étre réalisé métaboliquement et ont lieu dans ce cas des I'étape
de traduction, ou chimiquement et intervient alors apres I'étape de synthése protéique. Le principe
général consiste a mélanger les deux échantillons, marqué et non marqué, pour effectuer une

analyse simultanée. (figure 7).
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Figure 7
Représentations schématiques des stratégies avec marquage métabolique ou chimique. Chaque couleur représente une

condition différente. L'étape de marquage est symbolisée par le signe *(adapté d'aprés la référence n° 55).

Les marquages métaboliques ont lieu au moment de la synthése protéique. Dans le cas du marquage
avec l'isotope N, les cellules sont cultivées dans un milieu contenant comme unique source d’azote
I'isotope N, qui se retrouve ainsi intégré dans les protéines produites. Dans la technique SILAC
(Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture), les cellules sont cultivées dans un milieu
comportant des acides aminés essentiels marqués avec les isotopes *C et °N (principalement la
lysine et I'arginine).>® Le décalage de masse induit par ces isotopes stables permet ensuite de
distinguer les formes légéres non marquées des formes lourdes marquées. Avec des instruments de

trés haute résolution, jusqu’a douze échantillons peuvent étre comparés en méme temps.”’
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Les marquages chimiques reposent sur l'utilisation de tags protéiques ciblant certains résidus
d’acides aminés. Les différences de masse observées dans I'analyse MS et engendrées par ces tags
permettent de distinguer I’échantillon marqué par I'isotope lourd de celui non marqué. La technique
classique ICAT (Isotope-Coded Affinity tags) utilise les couples deutérium — hydrogéne ou *2C — *C.*®
Les techniques iTRAQ (isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation) ou TMT (Tandem Mass
Tags) utilise quant a elle des tags isobariques chimiquement identiques qui se distinguent par des
séquences reportrices pouvant étre identifiées sur les spectres de fragmentation MS/MS. Jusqu’a

huit conditions différentes peuvent &tre suivies.”

2.1.1.2.  Approches quantitatives sans marquage

Ces approches se distinguent par une plus grande facilité de mise en ceuvre pré-analytique
puisqu’elles ne nécessitent pas de manipulation supplémentaire des échantillons. Elles permettent
plus facilement la comparaison d’un grand nombre d’échantillons entre eux. Elles se distinguent
également des techniques avec marquages par une analyse indépendante des différents échantillons

ce qui implique la nécessité d’une reproductibilité élevée sur le plan analytique.
L'aspect quantitatif peut étre obtenu par le comptage du nombre de peptides ou de spectres
assignés a une protéine, ou par l'extraction et lI'intégration des aires sous la courbe des pics

chromatographiques des peptides (XIC : Extracted lon Chromatograms).”

Ces deux modes de quantification globale sans marquage (quantification par comptage du nombre

de peptides ou de spectres, ou quantification de type XIC) ont été utilisés dans ce travail de these.
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La figure 8 schématise ces modes de quantification sans marquage comparés a une quantification

avec marquage :*°

1
.. / Peptide A sampis v
I A L'z | Fr =}

| | Peptide & semps i

I | T | md

Slgnal Intensity

Figure 8
lllustration des principes de quantification avec ou sans marquage. En vert, comptage du nombre de spectres attribués a un

peptide identique, présent dans deux échantillons différents analysés séparément. En bleu, intégration des aires des pics
chromatographiques obtenus pour un méme peptide, présent dans deux échantillons différents analysés séparément (XIC).
En rouge, quantification avec marquage se base sur le décalage de masse lié a I'utilisation d’isotopes stables pour distinguer
2 peptides (léger et lourd) présents dans deux échantillons différents analysés simultanément (d'aprés référence n° 60).

2.1.1.2.1. Quantification par comptage de peptides ou de spectres

Le mode de quantification indirecte par comptage de peptides se base sur le nombre de peptides
attribués a une protéine entre deux conditions différentes pour obtenir une information relative sur
I'abondance de cette protéine dans chaque condition.®* De la méme fagon, le comptage par nombre
de spectres utilise la relation existante entre la quantité de protéine présente et le nombre de

spectres MS/MS acquis et assignés aux peptides de cette protéine.®
Ces données sont facilement accessibles a partir des résultats fournis par les moteurs de recherche

habituels et ne nécessitent donc pas de logiciel spécifique pour le traitement des données, ce qui en

fait des méthodes facilement applicables pour I'analyse d’un grand nombre d’échantillons.
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Ces approches sont cependant limitées par un certain nombre de facteurs :

- Les parameétres expérimentaux doivent permettre d’assurer qu’un nombre suffisant d’ions
soit sélectionné au moment de I'analyse MS pour étre fragmentés. Un temps d’exclusion
dynamique élevé (temps pendant lequel un ion aprés avoir été sélectionné une premiere fois
ne sera plus sélectionné pour I'analyse MS/MS) va ainsi sous-estimer |'abondance d’un
peptide dans I'échantillon. Un effet de saturation doit aussi étre évité par le contréle de la
quantité de protéines injectées et la largeur des pics chromatographiques.

- Linterprétation des résultats doit tenir compte de la taille des protéines identifiées, une
protéine de petite taille générant moins de peptides apres digestion enzymatique. Une
protéine de petite taille faiblement abondante sera donc plus difficilement quantifiable par
ces approches qu’une protéine abondante de haut poids moléculaire.

- Il faut également tenir compte pour le comptage du nombre de peptides du probléme posé
par les peptides partagés entre plusieurs protéines. Dans ces situations une solution consiste
a répartir les spectres de ces peptides partagés proportionnellement au nombre de spectres

uniques ayant permis l'identification de ces protéines.

2.1.1.2.2. Quantification par extraction des courants d’ions (XIC)

Ce mode de quantification se base sur la linéarité et la corrélation entre la concentration d’'un
peptide et le signal chromatographique obtenu.” Elle consiste 3 extraire et & intégrer & partir du
profil d’élution chromatographique le signal (courant d’ion) d’un peptide déterminé par son rapport
m/z et son temps de rétention. Cette approche nécessite une précision élevée dans la mesure du
rapport m/z, associée a une résolution élevée pour isoler les ions d’intéréts et réduire les
interférences (intégration d’un signal correspondant au bruit de fond ou d’'un composé de rapport

m/z identique éluant au méme moment).

Ce type d’approche permet de plus d’extraire dans une analyse le signal d’un peptide non
sélectionné pour la MS/MS, a condition d’avoir été identifié par MS/MS dans un autre échantillon au
préalable, a partir de I'alignement des temps de rétention entre les analyses. Cet aspect nécessite sur
le plan chromatographique une excellente stabilité et reproductibilité des temps de rétention entre
les différentes analyses. Le mode d’acquisition des données DDA nécessite de s’assurer que la
période de balayage en MS pour la sélection des ions soit suffisante pour acquérir suffisamment de
points de mesure d'un ion et permettre ainsi la bonne intégration du signal sur le profil

chromatographique.

Tout comme le comptage du nombre de peptides ou de spectres, cette méthode peut s’appliquer a
un grand nombre d’échantillons mais nécessite I'utilisation de logiciels spécifiques pour I’extraction

des aires des pics chromatographiques et le traitement des données.
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2.1.2. Instrumentations

2.1.2.1. Spectromeétres hybrides quadripole-Orbitrap

Cette configuration est celle de I'Orbitrap Q Exactive Plus™ (Thermo Fisher Scientific). Les ions
générés au niveau de la source ESI sont accélérés a I'entrée du spectrometre et focalisés au niveau
du quadripdle avant d’étre stockés dans la C-trap qui contréle le nombre d’ions entrant dans la
cellule Orbitrap. En mode MS la détection des ions précurseurs se fait dans I'Orbitrap. En mode
MS/MS, la fragmentation a lieu dans la cellule de collision HCD (Higher-energy Collisional
Dissociation), les fragments générés retournent ensuite dans la C-trap avant d’étre analysés dans la

cellule Orbitrap. (figure 9).
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Figure 9
Représentation schématique de I'instrument Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific).

Ce type d’instrument permet d’obtenir des vitesses de balayage élevées (réalisation de 10 MS/MS
par seconde), une résolution élevée (Résolution = 70000 a m/z = 200 en MS ; Résolution = 17000 a

m/z = 200 en MS/MS) et une grande précision de mesure de masse (< 3 ppm).
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2.1.2.2.  Spectromeétres hybrides quadripole-TOF (Q-TOF)

Ces instruments associent un analyseur de type quadripbéle avec un analyseur a temps de vol
(TOF, Time Of Flight) (figure 10).
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Figure 10
Représentation schématique de l'instrument Impact HD.

Pour l'acquisition des spectres MS, les ions transmis sont séparés selon leur rapport m/z par
I’analyseur a temps de vol. En mode MS/MS, la sélection des précurseurs a lieu dans le quadripéle.
Ces ions peptidiques sont ensuite fragmentés dans cellule de collision. L’analyseur a temps de vol
permet de mesurer le rapport m/z des ions fragments et de générer ainsi le spectre de

fragmentation.

Dans le cadre de ce travail, j’ai été amené a utiliser les Q-TOF Impact HD et Impact Il (Bruker).

2.1.3. Traitement des données

2.1.3.1. Recherche dans les banques de données

Les banques de données de séquences protéiques découlent des banques génomiques générées a
partir d’'une transcription automatiques des séquences codantes, mais la qualité des données differe
selon les critéres d'exigences concernant la validation des données. Une des principales ressources
disponibles de séquences protéiques annotées provient du consortium UniProt (Universal Protein
Resource), créé en 2002, et sa base de données UniProtKB (UniProt Knowledgebase,

http://www.uniprot.org/uniprot).
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Cette base de données regroupe deux banques :

- La banque TrEMBL (Translated EMBL) contient des séquences protéiques dérivées
automatiquement des séquences nucléotidiques regroupées au niveau de 'EMBL (European
Molecular Biology Laboratory). Ces séquences protéiques générées automatiquement ne
bénéficient d’aucune vérification manuelle.

- La banque Swiss-Prot qui fait aujourd’hui office de banque de référence car toutes les
séquences qu’elle contient ont été vérifiées et validées manuellement a partir de données

publiées. Le nombre d’entrées disponibles est donc beaucoup plus limité.

D’autres banques sont disponibles, comme la banque NCBInr (National Center for Biotechnology
Information non redundant), qui regroupe des données de différentes banques, dont Swiss-Prot,
ainsi que des données générées automatiquement a partir des séquences nucléotidiques disponibles
dans les banques génomiques. Des redondances persistent cependant car seules les séquences

strictement identiques sont fusionnées sous un méme numéro d’accession.

Lors de la recherche dans les banques de séquences protéiques, les données expérimentales (sous
forme de listes contenant la masse des peptides précurseurs et de leurs fragments) sont comparées
aux données théoriques obtenues par digestion et fragmentation in silico des séquences protéiques
disponibles dans les banques. Cette premiére étape permet d’établir une liste de peptides identifiés.
L'inférence au niveau protéique consiste ensuite a regrouper les différents peptides pouvant étre
attribués & une méme séquence protéique.®* Cette étape cruciale se base sur la relation complexe
existant entre séquences protéiques et peptides: une séquence protéique contient plusieurs
peptides et un peptide peut étre attribué a différentes séquences protéiques. L'existence de
peptides uniques a une séquence protéique au sein d’'une banque permet d’identifier distinctement
cette protéine. A I'opposé, différentes protéines peuvent étre identifiées a partir d’'un méme

ensemble de peptides.

Pour effectuer les recherches dans ces banques, différents moteurs de recherche sont disponibles
(SEQUEST,® OMSSA®®, Mascot®” ou Andromeda®® par exemple). Au cours de mon travail de theése j’ai
principalement utilisé le logiciel Mascot et le moteur de recherche Androméda intégré au logiciel
MaxQuant.

L'algorithme du logiciel Mascot attribue un score d’ion a chaque identification qui est fonction du
risque que l'assignation faite soit liée au hasard. Plus ce score est élevé, plus la confiance dans
I'assignation de la séquence est élevée. En plus de ce score d’ion, Mascot calcule également un score

d’identité qui prend en compte la taille de I'espace de recherche.
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Compte-tenu de la quantité importante de données générées par les analyses shotgun sur des
échantillons complexes, il est nécessaire de valider les résultats fournis par les moteurs de recherche
en estimant le taux de faux-positifs (assignation par erreur d’un spectre MS/MS a une séquence
peptidique). Cette évaluation peut se faire par 'utilisation des stratégies cibles — leurres (« target -
decoy ») : la banque contenant les séquences pour la taxonomie étudiée (cible, ou target) est
concaténée avec une banque artificielle contenant les séquences inversées (leurres, ou decoy). Le
nombre d’identifications faites a partir des séquences cibles et leurres permet de déterminer le FDR

(False Discovery Rate) selon I’équation :

Nombre de decoy

FDR =2 x

(nombre de decoy + nombre de target)

Les parameétres de validation sont adaptés pour obtenir un FDR le plus souvent inférieur ou égal a
1 % au niveau des spectres assignés a un peptide ainsi qu’au niveau protéique. Différents logiciels
ont été utilisés pour effectuer cette étape de validation des résultats :Scaffold,® MaxQuant™ et

Proline.”*

2.1.3.2. Logiciels pour la quantification par extraction des courants d’ions

Ce mode de quantification nécessite I'utilisation de logiciels dédiés pour I’extraction et I'analyse des
données. lIs permettent la détection des ions et le réalignement des temps de rétention entre les
différentes analyses. La quantification au niveau protéique est obtenue a partir des intensités

peptidiques.

Au cours de ce travail de thése jai principalement utilisé le logiciel en accés libre MaxQuant” pour le
traitement des données dans le cadre des approches globales. Il dispose de son propre moteur de
recherche intégré (Andromeda). Les données sont extraites a partir des fichiers bruts (raw data). Le
résultat final permet d’obtenir des valeurs d’intensités aux niveaux peptidiques et protéiques. Pour
les analyses quantitatives sans marquage, MaxQuant applique un algorithme spécifique de
quantification appelé MaxLFQ.”” Cet algorithme permet de générer des valeurs d’intensités
protéiques normalisées a partir des intensités peptidiques obtenues dans chaque échantillon.
Lorsqu’un peptide n’a pas été identifié par MS/MS dans une analyse, la fonction « match between
runs » permet d’extraire son intensité a partir du profil chromatographique de cette analyse. Cette
fonction nécessite le réalignement des temps de rétention entre les analyses. Le peptide est extrait

du chromatogramme a partir de son temps de rétention et de son rapport m/z.
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Le logiciel MaxQuant a été initialement développé pour traiter les données provenant des
instruments Thermo Fisher Scientific. Il est maintenant aussi compatible avec les données provenant
de spectrométres de masse de différents constructeurs. Le processus d’analyse est entierement
intégré et ne permet pas de contréler certains paramétres comme, par exemple, I'intégration des

pics sur le profil chromatographique.

Le logiciel Proline’* est en cours de développement dans le cadre de I'Infrastructure Nationale de
Protéomique (ProFl) (http://www.profiproteomics.fr). Cette infrastructure regroupe les laboratoires
de Grenoble (EDyP), Toulouse (IPBS) et Strasbourg (LSMBO). Un des objectifs est la mise a disposition
d’outils bio-informatiques dédiés a I'analyse des données de protéomique. L'objectif du logiciel
Proline est de fournir une interface conviviale permettant de réaliser I'ensemble des étapes
nécessaires au traitement des données. Le développement maitrisé de ce logiciel entre les trois
laboratoires permet de répondre au mieux aux besoins des utilisateurs, de connaitre précisément les
algorithmes utilisés et de pouvoir le faire évoluer selon les besoins. Il offre la possibilité de réaliser
une quantification sans marquage par comptage du nombre de spectres ou par extraction des
courants d’ions. Une version accessible gratuitement en ligne (http://proline.profiproteomics.fr) est

disponible depuis septembre 2015.

2.2. Approches ciblées pour la validation

L'approche ciblée de type SRM (Selected Reaction Monitoring) se distingue des approches globales
par le suivi d’un nombre déterminé de protéines.”> Chaque protéine est quantifiée a partir d’un
nombre limité de peptides uniques (peptides protéotypiques). Pour chaque protéine, les peptides
protéotypiques choisis (précurseurs) sont suivis a partir des fragments générés : un couple peptide
précurseur — fragment est appelé « transition ». Plusieurs transitions peuvent étre suivies pour un
méme peptide (plus le nombre de transitions suivies pour un peptide est élevé, plus la spécificité est
élevée). Ces approches SRM permettent de suivre plusieurs peptides par protéines, et plusieurs

protéines différentes dans une méme analyse (multiplexage).

Les possibilités de multiplexage permettent actuellement de suivre en routine au laboratoire jusqu’a
30 protéines en suivant trois peptides par protéines. Chaque peptide peut étre suivi avec trois
transitions ce qui représente un total de 270 transitions suivies pour 30 protéines. Les transitions
peuvent étre suivies tout le long du gradient chromatographique ou uniquement sur une période

déterminée (méthode dite « scheduled »).

Les transitions sont détectées avec une grande sensibilité sur des instruments de type triples
quadripdles. La limite de quantification est située entre 500 amol et 1 fmol. La spécificité de cette
approche est liée a la double sélection (ion précurseurs et fragments). L'absence d’interférence est

vérifiée par le contrdle de I'intégration des pics chromatographiques.
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Par rapport aux techniques immunologiques classiques, cette approche par SRM présente comme
avantages :
- de ne pas étre dépendante de I'existence d’un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine
cible,
- de pouvoir suivre plusieurs peptides d’'une méme protéine (un anticorps monoclonal ne
reconnaissant qu’un seul épitope de la protéine),
- l'utilisation de standards internes (peptides marqués aux isotopes stables) permet d’obtenir
une quantification relative ou absolue,

- se suivre des peptides modifiés et non modifiés.

2.2.1. Procédures expérimentales

La mise en place d’une analyse SRM suit différentes étapes (figure 11) :
- choix des peptides protéotypiques a suivre pour chaque protéine d’intérét,
- sélection des transitions a suivre pour chaque peptide,

- optimisation des parameétres instrumentaux pour chaque transition (énergie de collision).
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Figure 11
Schéma récapitulatif des différentes étapes pour la mise en place d'une analyse SRM.
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2.2.1.1. Choix des peptides protéotypiques et des transitions

Un peptide protéotypique est un peptide unique a une protéine. Différents critéres doivent étre
remplis par ces peptides protéotypiques pour étre sélectionnés pour une analyse SRM :

- ne pas étre spécifiques a une isoforme de la protéine,

- étre détectables en analyse LC-MS/MS,

- ne pas contenir d’acides aminés pouvant étre modifiés (exclusion des peptides contenant des
méthionines pouvant étre modifiées par oxydation, ou des cystéines qui sont
carbamydomeéthylées lors de I'étape d’alkylation des protéines pendant la préparation de
I’échantillon),

- ne pas contenir de sites de clivage enzymatique pouvant étre manqués pendant I'étape de
digestion (la trypsine n’hydrolyse pas les liaisons peptidiques lorsque la lysine ou I'arginine
est suivie par une proline),

- ne pas étre situés dans des régions transmembranaires de la protéine (peptides hydrophobes

difficiles a détecter).

Différentes ressources sont maintenant disponibles pour aider au choix des peptides. La plateforme
NextProt, accessible en ligne (http://www.nextprot.org), a été créée en 2011.”* Cette base de
données d’annotations des protéines a pour objectif de centraliser le maximum d’informations
disponibles sur les protéines humaines. Elle integre les données générées par les analyses
transcriptomiques et protéomiques (fonction des protéines, expression tissulaire, localisation
cellulaire, variants, modifications post-traductionnelles). La qualité des informations est assurée par
une validation systématique des données. Une section « peptide viewer » permet de visualiser, pour
une protéine donnée, les peptides protéotypiques utilisés dans des analyses SRM (peptides
endogenes ou synthétiques). Le SRM Atlas, accessible depuis la plateforme NextProt, est une banque
de données regroupant, pour chaque protéine, les différents peptides utilisés dans les analyses SRM
colligées au niveau de cette banque. Ces outils apportent donc une aide considérable au choix des

peptides protéotypiques pour la mise au point d’une analyse SRM.

Le choix des transitions a suivre pour chaque peptide est également une étape importante dans la
mise au point de la procédure expérimentale. Leur choix se fait sur la qualité des spectres MS/MS
obtenus par les analyses nanoLC-MS/MS réalisées au préalable (ayant permis de sélectionner les
protéines d’intéréts) et sur la base de I'aspect du pic de chaque transition pouvant étre extrait du
profil chromatographique (intensité élevée avec des pics ayant une faible largeur a mi-hauteur). Pour
assurer une sensibilité et une spécificité élevées, au moins trois peptides protéotypiques sont
sélectionnés pour une protéine et chaque peptide est quantifié par le suivi d’au moins trois

transitions.
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Pour pouvoir suivre un grand nombre de peptides, des criteres de « fenétrage » sur le gradient
chromatographique peuvent étre utilisées afin de ne suivre les transitions d’un peptide que dans la
période d’élution chromatographique de ce peptide. Cette méthode dite « scheduled » permet

d’augmenter le nombre de peptides suivis sans compromettre la sensibilité.

2.2.1.2. Utilisation de peptides synthétiques marqués

L'utilisation de peptides marqués par des isotopes stables permet, selon leur degré de pureté,
d’obtenir une quantification relative ou absolue. Des peptides synthétiques, identiques en séquence
aux peptides protéotypiques sélectionnés, sont incorporés dans I’échantillon a analyser. Cette
incorporation est réalisée juste avant I'analyse en LC-SRM, c’est-a-dire apres les étapes d’extraction
et de digestion des protéines endogenes. Ces peptides synthétiques sont marqués par les isotopes
stables *C ou N sur les lysines et arginines en position N-Ter, ce qui engendre un décalage du
rapport m/z de 4 Da par rapport au peptide endogéne. La quantification pour chaque peptide est

obtenue par le ratio entre les formes lourdes (synthétiques) et |égeres (endogenes).

Différents types de peptides synthétiques sont disponibles et utilisés selon la méthode de dilution
des isotopes stables (SID, Stable Isotope Dilution) :”

- des peptides marqués mais non quantifiés de facon précise (PEPotec™, Thermo Fisher
Scientific). lls présentent I'avantage d’un colt moins important, mais ils ne permettent que
d’obtenir une quantification relative entre les différents échantillons,

- des peptides AQUA™ (Thermo Fisher Scientific) purifiés et parfaitement quantifiés. Le
mélange de ces peptides en quantité connue dans I’échantillon permet d’obtenir une
quantification absolue.

Il faut cependant tenir compte du biais induit par le fait que ces peptides de référence ne sont pas
soumis, comme indiqué précédemment, aux mémes étapes de préparation que I'échantillon a

analyser.

D’autres approches de quantification par méthode SRM ont également été développées :

- utilisation de standards QconCAT™ : une protéine chimérique formée par les peptides
sélectionnés est produite par expression dans des cultures d’E. Coli en milieu contenant des
arginines et lysines marquées76,

- utilisations de standards PSAQ™ (Protein Standard Absolute Quantification): la protéine
marquée utilisée comme standard est identique en terme de séquence a la protéine

endogéne ciblée.”’
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Ces standards protéiques marqués ont l'avantage d’étre intégrés des les premieres étapes du
traitement de I'échantillon, ce qui permet de limiter les biais liés aux différentes étapes de
préparation des échantillons. Ce sont cependant des techniques beaucoup plus couteuses, de mise

en ceuvre plus compliquée et qui ne sont applicables qu’a un nombre limité d’échantillons.

Dans mon travail de these j'ai utilisé une approche par SRM basée sur une quantification relative

avec utilisation de peptides standards de type PEPotec™.

2.2.2. Instrumentations

L'approche SRM repose sur |'utilisation de spectromeétres de type triple-quadripoles. Dans ce mode
d’analyse, chaque quadripdle a une fonction distincte (figure 12) :
- le premier quadripdle permet la sélection du précurseur selon son rapport m/z,
- le précurseur sélectionné est fragmenté dans le deuxieme quadripdle (fragmentation de type
CID (Collision Induced Dissociation)),
- le troisieme quadripdle permet de sélectionner un fragment donné selon son rapport m/z

pour suivre une transition déterminée.
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Figure 12
Sélection des peptides précurseurs et des transitions sur un instrument de type triple-quadripéles.

Ces analyseurs permettent de sélectionner spécifiquement les transitions a suivre au sein d’un
échantillon avec une gamme dynamique élevée. Au cours de ce travail de these j'ai utilisé I'appareil

TSQ Vantage (Thermo Scientific) couplé au systéeme chromatographique Ultimate 3000.

Le paramétrage de la méthode permet d’établir le temps de cycle (durée des cycles pendant lesquels
les transitions choisies sont acquises). Ce temps de cycle dépend donc du nombre de transitions a
suivre et de la durée pendant laquelle chaque transition est suivie. Ce temps de cycle ne doit pas étre
trop long pour permettre d’acquérir suffisamment de points (idéalement une dizaine) pour définir

précisément chaque pic sur le tracé chromatographique.

48



2.2.3. Traitement des données

L'analyse repose sur l'extraction des courants d’ions des peptides sélectionnés pour chaque
transition (peptides endogenes et standards). Les aires sous la courbe des courants d’ions de chaque
transition sont intégrées puis additionnées pour chaque peptide. Des logiciels permettent de réaliser
ces étapes de fagcon automatisée, mais il est souvent nécessaire de vérifier manuellement la bonne
intégration des pics. Dans ce travail de theése j'ai utilisé le logiciel en accés libre Skyline”® pour

I’'analyse des données de SRM.

Ce logiciel, dont l'utilisation n’est cependant pas restreinte aux approches ciblées, nécessite au
préalable la constitution d’une librairie de spectres établie a partir des peptides sélectionnés. Il offre
I’avantage de pouvoir vérifier, et corriger si besoin, I'intégration des pics. Cette vérification manuelle

est cependant fastidieuse si un grand nombre de peptides doit étre quantifié.

La quantification relative ou absolue, selon le standard interne utilisé, est obtenue par la mesure du
ratio entre I'isotope lourd synthétique et I'isotope léger présent biologiquement dans I’échantillon.

Ces ratios, calculés pour chaque échantillon, permettent la comparaison des échantillons (figure 13).
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Figure 13
Exemple de quantification relative par SRM obtenue a I'aide du logiciel Skyline. Le ratio des intensités entre le peptide lourd

et le peptide endogeéne est déterminé dans chaque échantillon. Ces ratios permettent de comparer les échantillons entre
eux. Dans cet exemple le ratio calculé entre les deux échantillons est de 2,33.
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3. CONCLUSION

Les approches protéomiques par spectrométrie de masse ont considérablement évolué ces derniéres
années. Une quantification relative sans marquage de plusieurs milliers de protéines peut étre

obtenue actuellement a partir d’échantillons complexes en quelques heures d’analyse.

Le développement des approches quantitatives ciblées permet une quantification extrémement

sensible et spécifique de protéines sélectionnées au préalable.
Ces deux types de quantification sans marquage permettent d’utiliser ces approches pour les phases

de découvertes de biomarqueurs (approche quantitative globale) et pour leur validation ultérieure

(approche quantitative ciblée).
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Partie Il

Projets de recherches
et résultats obtenus
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* Introduction

La thématique portant sur la mise en évidence et la validation de biomarqueurs dans les
hémopathies lymphoides B a été initiée au laboratoire a partir de 2004. Les différents projets sont
basés sur des approches quantitatives globales sans marquage et ont bénéficié au fil des années des
progres instrumentaux et bio-informatiques. Les premiéres approches globales ont reposé sur une
quantification sans marquage par comptage de peptides et de spectres pour évoluer vers une
guantification basée sur I'extraction des courants d’ions. Parallelement aux stratégies globales, une
méthode de quantification ciblée par SRM a été mise en place pour permettre la validation des

biomarqueurs potentiels issus des approches globales.

Les progres instrumentaux et méthodologiques ont permis en I'espace de dix ans de passer d’une
liste de 400 protéines a plus de 4000 protéines dans les projets menés au laboratoire. Ils ont
également permis d’évoluer dans le choix du matériel biologique initial. Les premiers travaux ont
porté sur I'étude de cellules clonales isolées a partir de prélevements sanguins, permettant d’avoir

un matériel biologique trés homogene.

Au cours de ma thése j'ai également pu développer une approche basée sur I'utilisation de tissus
tumoraux (préléevements ganglionnaires obtenus chez des patients porteurs d’un lymphome B diffus
a grandes cellules) qui représente un matériel complexe et hétérogene, associant les cellules
tumorales, des cellules saines résiduelles et I'ensemble du micro-environnement tumoral. Cette
évolution permet d’élargir le champ des possibilités concernant les différents types d’hémopathies

accessibles a une étude protéomique par spectrométrie de masse.
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e Chapitre 1
Identification et validation des CD148 et CD180 comme
marqueurs phénotypiques dans les syndromes
lymphoprolifératifs B

Les différents projets menés dans le laboratoire et qui ont permis d’aboutir a I'identification de ces
deux biomarqueurs ont fait I'objet des travaux de doctorat du Dr Laurent MIGUET (2006), du
Dr Guillaume BECHADE (2009) et du Dr Sarah LENNON (2014). lls ont été réalisés en collaboration
avec le Prlaurent MAUVIEUX (Laboratoire d’Hématologie des Ho6pitaux Universitaires de

Strasbourg).

1. CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET MEDICAL

La stratégie diagnostique devant un bilan d’hyperlymphocytose repose tout d’abord sur I'examen du

frottis sanguin et la réalisation d’'un immunophénotypage des lymphocytes circulants.

L'immunophénotypage est un examen fondamental dans ce contexte qui permet d’évaluer par
cytométrie en flux I'expression par les cellules tumorales d’un panel d’antigénes. Les cibles
antigéniques sont le plus souvent situées a la surface des cellules. Les antigénes de surface sont
regroupés en clusters de différenciation (CD) définis par I'existence d’un anticorps monoclonal

permettant de les cibler.

L'immunophénotypage des lymphocytes est suffisant pour poser le diagnostic de leucémie
lymphoide chronique (LLC) dans les formes typiques (score de Matutes). Le diagnostic précis des
autres syndromes lymphoprolifératifs ne peut cependant pas étre établi avec certitude sur la seule
base de cet examen en raison de |'absence de marqueur phénotypique spécifique a chaque entité. La
démarche diagnostique nécessite des examens complémentaires pour caractériser les cellules
tumorales sur la base d’un faisceau d’arguments: cytogénétique (recherche de translocations
chromosomiques récurrentes pouvant étre plus ou moins spécifiques de certaines entités), biologie

moléculaire (avec possibilité de techniques de séquencage de nouvelle génération) et histologie.
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La cytométrie en flux a donc une place centrale dans la démarche diagnostique initiale. Elle offre
I’avantage d’étre réalisable rapidement et de pouvoir analyser simultanément différents antigénes a
la surface des cellules. Elle reste néanmoins dépendante de I'existence d’anticorps monoclonaux

dirigés contre les cibles antigéniques évaluées.

Les protéines de surface situées au niveau de la membrane cytoplasmique sont des cibles privilégiées
pour la recherche de biomarqueurs. Elles sont en effet facilement accessibles pour une évaluation
par cytométrie en flux. Elles occupent également d’un point de vue fonctionnel une place centrale
dans les différents processus cellulaires (transmissions de signaux extra-cellulaires et transduction du
signal, échanges de molécules entre les différents compartiments cellulaires, sites d’activités

enzymatiques, adhésion cellulaire) et représentent donc fréquemment des cibles pharmacologiques.

L'analyse protéomique de ces protéines membranaires se heurte cependant a leur forte
hydrophobicité et leur faible abondance qui les rendent difficiles a extraire et a solubiliser. Elles sont
ainsi trés largement sous-représentées dans les banques de données protéiques alors qu’environ
25 % des séquences codantes du génome codent pour des protéines ayant au moins un domaine
transmembranaire.”” Deux axes peuvent donc étre développés pour Ianalyse des protéines
membranaires :

- obtenir une meilleure solubilisation de ces protéines membranaires lors des phases
d’extraction et de digestion par I'utilisation de solvants organiques ou de détergents tels que
le SDS,*

- enrichir I'échantillon en protéines membranaires. La stratégie choisie dans les projets
réalisés au laboratoire a été de travailler a partir d’'un sous-protéome constitué de

microparticules obtenues par stimulation des cellules tumorales.
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Les cellules saines libérent dans le milieu extracellulaire deux types de microvésicules (MV) : des

exosomes et des microparticules (MP) (Figure 14).

Figure 14
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Les différentes structures vésiculaires (d’apreés référence n° 81).

Certaines caractéristiques distinguent ces deux types de MV :

Les exosomes ont une taille comprise entre 40 et 100 nm. lls proviennent du systéme
endosomal intracellulaire et sont formés a partir de vésicules intracellulaires qui
s’accumulent dans des corps multi-vésiculaires. Une partie de ces corps multi-vésiculaires
fusionne avec la membrane cytoplasmique pour permettre la libération des exosomes. lls
permettent le transport dans la cellule ou I'expulsion hors de la cellule de différents
constituants protéiques ou d’acides nucléiques (ARNm).

Les MP prennent naissance directement au niveau de la membrane cytoplasmique qui forme
des évaginations a l'origine de ces vésicules. Ce « bourgeonnement » de la membrane
cytoplasmique nécessite une réorganisation trés localisée du cytosquelette et s"accompagne
d’une modification de la répartition des phospholipides membranaires avec exposition de
phosphatidylsérines sur le versant externe de la bicouche phospholipidique.?? Elles sont donc
constituées par des fragments de membrane cytoplasmique et contiennent du matériel
cytoplasmique provenant de la cellule d’origine. Leur taille, plus grande que celle des

exosomes, est comprise entre 100 et 1000 nm.

Les MP sont produites dans le sang par différents types cellulaires (plaquettes, lymphocytes,

polynucléaires, monocytes et les cellules endothéliales). Des modifications de ce taux de MP

circulantes ont été rapportées dans différentes pathologies : Iésions endothéliales liées au diabéte,®

hypertension artérielle pulmonaires,® pré-éclampsie,®® athérosclérose et syndromes coronariens,®

maladies auto-immunes®’ et cancers.®
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En raison de leur origine directement issue de la membrane cytoplasmique, I’hypothése initiale était

gue les MP puissent constituer un matériel biologique de départ enrichi en protéines membranaires.

2. ETAPES DE DECOUVERTE

2.1. Génération des microparticules induites et validation en tant que sous-protéome enrichi
en protéines membranaires

Les travaux initiaux ont permis de mettre au point la procédure expérimentale pour la génération et
I’analyse protéomique des MP.*
Les différentes étapes ont été :

- la génération in vitro de MP induites en grande quantité par stimulation des cellules avec de
I'actinomycine D ou de la phyto-hémagglutinine en travaillant sur des lignées cellulaires de
lymphocytes T (CEM).

- lisolement des MP dans le surnageant du milieu de culture par ultra-centrifugations
(45 minutes a 15000 g),

- l'extraction des protéines a 'aide de SDS et séparation par gels SDS-PAGE 1D (gels avec
séparation sur 20 cm et gradient de polyacrylamide 8-15 %),

- la découpe systématique des gels en bandes de 2 mm, réduction/alkylation des cystéines
puis digestion trypsique avant extraction des peptides,

- analyse nanoLC-MS/MS (CapLC (Waters) couplée a un Q-TOF Il (Waters)).

Ces travaux ont permis d’identifier 390 protéines issues de ces préparations de MP induites avec
34 % de protéines membranaires. La répartition des différentes localisations cellulaires des protéines
identifiées est représentée dans la figure 15. La répétabilité de cette procédure a également pu étre

établie avec 70 % d’identifications communes entre 3 préparations différentes de MP.
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Figure 15
Répartition des localisations cellulaires des protéines identifiées a partir de MP (d’aprés référence n° 89).

2.2. Identification du CD148

La possibilité d’utiliser les MP induites comme sous-protéome enrichi en protéines membranaires
ayant été démontrée, cette stratégie a été appliquée pour la comparaison du protéome des MP
issues des différents types de syndromes lymphoprolifératifs : lymphome a cellules du manteau,

leucémie lymphoide chronique et lymphome de la zone marginale.

Au total 150 millions de lymphocytes ont été obtenus a partir du sang périphérique et stimulées en
culture in vitro par I'actinomycine D pendant 18 heures. Aprés collecte des MP par centrifugations
différentielles, les protéines ont été extraites et solubilisées dans un tampon a base de SDS et
séparées sur gel SDS-PAGE 1D (gel de 20 cm avec gradient de polyacrylamide 8-15 %). Les mémes
étapes que précédemment ont été réalisées pour la découpe du gel, la digestion des protéines et
I'extraction des peptides. Les analyses nanoLC-MS/MS ont été réalisées sur un couplage CaplLC
(Waters) Q-TOF Il (Waters).
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Une liste de 579 protéines non redondantes a pu étre établie a partir de ces trois échantillons.

Différents filtres ont été appliqués pour aboutir a une liste de candidats biomarqueurs : protéines

associées a la membrane cytoplasmique et exprimées différentiellement selon les types

d’hémopathies avec applications sur les candidats potentiels de criteres stringents de validation

(validation manuelle des spectres et au moins cing séquences peptidiques différentes par protéine

identifiée). Une liste finale de cing protéines a ainsi pu étre établie (tableau 5 et figure 16).%°

Protéine Nombre de peptides validés

Receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta (CD148)

Chloride intracellular channel protein 1

Plexin-Al
Transgelin-2

0
0
HLA class | histocompatibility antigen, A-24 alpha chain 0
0
0

O O o v b

10

[e)RNoRe) RNe)]

Tableau 5

Nombre de peptides identifiés et validés pour les cinqg protéines de la liste finale a partir de laquelle a été identifié le CD148.
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Figure 16

lllustration des différents filtres appliqués a partir de la liste initiale de protéines identifiées pour aboutir a la sélection du

CD148 (d’apres référence n° 90).
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La derniere étape a consisté a confronter ces biomarqueurs potentiels avec leurs fonctions
biologiques et les données de la littérature. Cette étape a permis d’extraire de cette liste le CD148
(DEP-1/HPTPn) comme un biomarqueur d’intérét. Il s’agit d’un récepteur membranaire a activité
tyrosine phosphatase, caractérisé initialement en 1994.°" Le domaine extracellulaire de la protéine
est composé d’'une répétition de 8 a 10 domaines de type fibronectine lll. Le domaine intracellulaire
ne contient qu’'un domaine catalytique a activité tyrosine phosphatase. Le poids moléculaire varie
entre 220 et 250 kDa selon I’état de glycosylation. Le géne PTPRJ, localisé en 11p11.2, a une taille de
180 kb et comporte 25 exons.

Le CD148 est exprimé dans de nombreux tissus dont la majorité des épithéliums a différenciation
glandulaire.”” Au sein de la lignée hématopoiétique, I'expression la plus forte est détectée au niveau
de la lignée granuleuse, I'expression par les lymphocytes B étant intermédiaire et non modifiée apres
stimulation®. In vitro ce récepteur intervient dans le contrdle de la prolifération, de la migration et

9 | 3 fonction exacte du CD148 dans les lymphocytes B n’est pas connue,

de I'adhésion cellulaire.
mais des études immunohistochimiques suggerent qu’il pourrait étre un marqueur des lymphocytes

B mémoires.”®

L'expression du CD148 est conservée dans différents types d’adénocarcinomes (mammaire,
gastrique ou colique par exemple).”? De nombreux travaux attribuent & ce récepteur un rdle
suppresseur de tumeur dans le développement de pathologies malignes. Dans des lignées cellulaires
humaines de cancer du c6lon déficientes en CD148, la réexpression du géne entraine une diminution
de la croissance et de la migration des cellules tumorales.”” Chez ’lhomme, une perte d’hétérozygotie

du géne PTPRJ a été mise en évidence dans des cas de cancer du c6lon, du sein ou de la thyroide.*®*

2.3. Identification du CD180

Une approche similaire a celle ayant permis l'identification du CD148 a été appliquée dans un
deuxieme projet de recherche mené dans le laboratoire. Le matériel biologique de départ était
toujours constitué de MP induites générées a partir de cellules provenant de trois patients
(lymphome a cellules du manteau, lymphome lymphoplasmocytaire et lymphome de la zone

marginale).'®
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Les différences par rapport au projet précédent ont porté sur :
- l'utilisation d’un couplage nanoLC-MS/MS de type nanoACQUITY UPLC (Waters) couplée a un
spectrometre de masse de type Q-TOF Synapt G1 (Waters) plus récent,
- la réalisation de deux injections de chaque bande du gel pour augmenter le pourcentage de
couverture du protéome,
- l'utilisation de deux moteurs de recherche (Mascot et OMSSA) en ne conservant que les

protéines identifiées conjointement par les deux algorithmes.

Le nombre total de protéines ainsi identifiées était de 2016, 1476 et 1066 pour les échantillons LZM,
LLP et LCM respectivement (1977 protéines non redondantes au total). Cette liste de protéines a
ensuite été restreinte pour ne conserver que les protéines membranaires associées a un cluster de
différenciation et identifiées avec au moins deux peptides. Au final une liste de 59 protéines a pu
étre établie (annexe 1). Ces résultats ont a nouveau été confrontés aux données biologiques et de la

littérature afin de définir dans la liste de protéines les biomarqueurs potentiels les plus pertinents.

Le tableau 6 indique les résultats des comptages de peptides et de spectres obtenus pour le CD180.

LZM LLP LCM
Nombre de peptides 9 0 2
Nombre de spectres 29 0 14

Tableau 6
Nombres de peptides et de spectres obtenus pour l'identification du CD180 dans chaque type de syndrome
lymphoprolifératif.

Le CD180 (également appelé RP105 (Radio Protective 105)) est une protéine de 95 kDa. C'est un
récepteur membranaire appartenant a la famille des récepteurs de type Toll-Like (TLR, Toll-Like

101102 Cette famille de récepteurs,

Receptors), impliqué dans l'activation des lymphocytes B.
composée de dix membres chez I’'Homme (TLR1 a 10), joue un role majeur dans I'immunité innée et
acquise. Les voies de signalisation impliquant les TLR font intervenir différentes protéines

adaptatrices, dont MYD88 (Figure 17).'
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Figure 17
Voies de signalisations impliquant les récepteurs TLR (d’aprés référence n° 103).

Les lymphomes de la zone marginale, en particulier les formes spléniques, se caractérisent par une
activation de la voie NK-kB suite a l'activation des voies de signalisation du récepteur des
lymphocytes B (BCR) et des TLRs.'® Des mutations récurrentes du géne MYD88, dont la protéine
MYD88 est un adaptateur essentiel dans la voie de signalisation des TLR, ont été décrites dans les

lymphomes spléniques de la zone marginale avec une fréquence d’environ 15 %.'%

Il existait donc un rationnel biologique fort pour poursuivre les investigations concernant le CD180 et

évaluer son niveau d’expression dans les lymphomes de la zone marginale.
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3. ETAPES DE VALIDATIONS

Le CD148 et le CD180 ont été proposés comme biomarqueurs potentiels pour améliorer le diagnostic
des lymphomes a cellules du manteau et des lymphomes de la zone marginale respectivement. Les
approches protéomiques globales mises en ceuvre étaient des approches quantitatives sans
marquage par comptage du nombre de peptides et de spectres. La mise en place d’une stratégie de
validation était nécessaire puisque d’une part ces approches protéomiques ne permettent pas de
qguantifier avec précision I'expression de ces marqueurs a la surface des cellules, et, d’autre part,
elles ont été réalisées sur un trés faible nombre d’échantillons (comparaison dans les deux projets de
trois patients différents). La stratégie de découverte s’étant focalisée sur des clusters de

différenciation, une validation par cytométrie en flux a pu étre réalisée pour ces deux marqueurs.

3.1. Validation du CD148

J'ai pu réaliser lors de mon travail de master la premiére étape de validation par cytométrie en flux.
Les échantillons sélectionnés dans le cadre d’'une étude prospective provenant de la banque de
cellules congelées du laboratoire d’hématologie des Hépitaux Universitaires de Strasbourg avaient
tous bénéficié d'un phénotypage complet au diagnostic. Les cellules provenaient de prélévements
sanguins ou médullaires. Au total 63 échantillons pathologiques ont été sélectionnés se répartissant
en 20 lymphomes de la zone marginale, 21 leucémies lymphoides chroniques et 22 lymphomes a
cellules du manteau. Pour le groupe témoin, dix échantillons sanguins ont été sélectionnés de facon
aléatoire et anonyme parmi du matériel restant d’analyses biologiques. Ces échantillons ne

présentaient pas d’anomalie qualitative ou quantitative de ’'hémogramme.

Les manipulations ont été effectuées sur un cytometre de type FACScalibur (Becton Dickinson
Bioscience). L'acquisition et I'analyse des données ont été réalisées a I'aide du logiciel CellQuest
(Becton Dickinson Bioscience). Deux techniques principales ont été utilisées : des immunomarquages
directs utilisant un anticorps anti-CD148 conjugué a la phycoérythrine, et une méthode quantitative
basée sur une technique de marquages indirects (méthode Qifikit®).'®® Les deux méthodes utilisées
en cytométrie en flux (immunomarquages directs et méthode quantitative indirecte) ont été
appliqguées a 46 échantillons pathologiques. La corrélation entre ces deux méthodes est tres
satisfaisante avec une droite de régression ayant un coefficient R?> = 0,92. Ce résultat confirme que
les variations d’intensités de fluorescence obtenues par marquage direct avec I'anticorps anti-CD148
couplé a la phycoérythrine sont liées au nombre de sites antigéniques présents a la surface des
cellules et refletent donc I'expression du CD148 a la surface des cellules (Figure 18). Les résultats ont
confirmé que I'expression du CD148 est significativement plus élevée dans les lymphomes a cellules
du manteau par rapport aux leucémies lymphoides chroniques (p < 0,0001) et aux lymphomes de la

zone marginale (p < 0,001) (Figure 19).
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Figure 18 : profils d’expression du CD148 obtenus sur des Figure 19 : intensités de fluorescence du CD148 obtenues par CMF chez
lymphocytes B de sujets sains (en haut), LCM (au milieu) et~ des sujets sains ; LLC, LZM et LCM. CMF : cytométrie en flux.
LZM (en bas).

Plus récemment, le CD148 a été évalué en association au CD200, également par cytométrie en flux,
pour évaluer leurs expressions différentielles entre LLC et LCM. Le CD200 est un marqueur connu

07 | es résultats de cette étude

pour étre surexprimé dans la LLC et sous-exprimé dans les LCM.
confirment la surexpression du CD148 dans les LCM.'® Un ratio d’intensités de
fluorescence CD148 / CD200 > 4,79 permet de discriminer les LCM par rapport aux LLC avec une

spécificité de 94,5 % et une sensibilité de 100 %.
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3.2. Validation du CD180

Une stratégie similaire de validation a grande échelle par cytométrie en flux a été réalisée pour le
CD180. Elle a été réalisée conjointement entre les laboratoires d’"Hématologie des CHU de Strasbourg
et de Lyon, sur deux séries indépendantes de patients :'®
- une série strasbourgeoise de 96 patients (LLC: n = 30, LCM: n = 16, lymphome
lymphoplasmocytaire: n =15 ; LZM : n = 35),
- une série lyonnaise de 123 patients (LLC: n =80, LZM : n =25, LCM : n = 10, lymphomes de la

pulpe rouge splénique : n = 8).

L'analyse de l'intensité de fluorescence sur ces deux séries a montré de facon concordante une
surexpression du CD180 dans les lymphomes de la zone marginale (Figure 20). La série lyonnaise a pu
montrer en particulier une surexpression du CD180 dans une entité rare de syndrome
lymphoprolifératif B: le lymphome de la pulpe rouge splénique. Ce lymphome est considéré a
I’'heure actuelle comme une entité provisoire dans la classification OMS 2008. Son diagnostic reste
difficile en I'absence de marqueur discriminant et peut nécessiter dans certains cas I'ablation de la

rate pour un examen anatomo-pathologique.
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Figure 20

Expression du CD180 dans les différents types d'hémopathies dans la série strasbourgeoise (a gauche) et la série lyonnaise
(@ droite) (d’aprés référence n° 100).

MZL : lymphome de la zone marginale ; CLL : leucémie lymphoide chronique ; MCL : lymphome a cellules du manteau ; LPL :
lymphome lymphoplasmocytaire ; SDRPL : lymphome de la pulpe rouge splénique.
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En complément de la cytométrie en flux, une quantification du transcrit du CD180 a été réalisée
apres extraction des ARN. Cette analyse a porté sur 22 patients de la cohorte strasbourgeoise et cing
témoins. Des niveaux d’expression similaires du transcrit ont été retrouvés entre les lymphocytes B
pathologiques et les lymphocytes B sains. Compte tenu de ces résultats, une évaluation par
cytométrie en flux de I'expression intracellulaire du CD180 a été réalisée sur 15 échantillons de
syndromes lymphoprolifératifs et cing témoins. Il est ainsi apparu que le marquage intra-
cytoplasmique du CD180 ne differe pas entre les différentes conditions, contrairement au marquage
membranaire. Ces données de quantification du transcrit et de marquages intra-cytoplasmiques de
la protéine semblent donc indiquer que la synthése protéique du CD180 n’est pas modifiée, mais
font suggérer que les différences observées dans les lymphomes de la zone marginale soient liée a

une augmentation du processus d’adressage de la protéine a la membrane cytoplasmique.

Une validation multicentrique du CD180 par cytométrie en flux a également été réalisée au niveau
national par lintermédiaire du Groupe d’Etude Immunologique des Leucémies (GEIL). Cette
évaluation a porté sur 236 patients analysés dans cing laboratoires francais avec une standardisation
des méthodes de cytométrie. Cette évaluation multicentrique a permis de confirmer la surexpression
du CD180 dans les LZM par rapport aux autres hémopathies. Une expression plus importante du

CD180 dans les leucémies a tricholeucocytes a également été mise en évidence (Figure 21).'*®
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Figure 21

Expression du CD180 dans les différents types d'hémopathies dans I'étude réalisée par le GEIL (d’aprés référence n° 109).
MZL : lymphome de la zone marginale ; CLL : leucémie lymphoide chronique ; MCL : lymphome a cellules du manteau ; LPL :
lymphome lymphoplasmocytaire ; FL : lymphome folliculaire ; HCL : leucémie a tricholeucocytes.
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4. CONCLUSIONS

Ces deux projets ont permis d’identifier par des approches protéomiques globales deux
biomarqueurs, le CD148 et le CD180, exprimés différentiellement dans les syndromes
lymphoprolifératifs B chroniques. Ces deux biomarqueurs ont bénéficié de stratégies de validation a
grande échelle par cytométrie en flux, qui ont permis de confirmer les résultats issus des approches

protéomiques.

Les perspectives sont de combiner ces deux marqueurs avec le CD200 pour établir un score par
cytométrie en flux permettant de distinguer les principaux syndromes lymphoprolifératifs (LLC, LZM,
LCM et lymphome lymphoplasmocytaire). La figure 22 est une représentation de type « radar » qui
montre la possibilité d’individualiser ces différentes entités en associant ces 3 marqueurs ainsi que le
CD5 et le CD19.

Figure 22

Représentation "radar" des profils d'expression du CD148, CD180, CD200, CD5 et CD19 dans la LLC, le LCM, les LZM et les
lymphomes lymphoplasmocytaires (représentation obtenue avec le logiciel Kaluza Analysis 1.3).

MZL : lymphome de la zone marginale ; CLL : leucémie lymphoide chronique ; MCL : lymphome a cellules du manteau ; LPL :
lymphome lymphoplasmocytaire.

Un deuxieme projet vise a évaluer des tubes préts a I'emploi pour la cytométrie en flux contenant
une combinaison de 8 anticorps incorporant le CD180 (Projet « DuraClone 180 »). Ce projet est en
cours au niveau national par lI'intermédiaire du Groupe d’Etude Immunologique des Leucémies
(GEIL).
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La stratégie de quantification sans marquage utilisée dans ces deux projets était basée sur un
comptage du nombre de peptides et de spectres. Les listes de protéines ont ainsi été établies apres
validation des identifications dans chaque échantillon. Cependant, un biais important de cette
méthode de quantification est lié au probleme du sous-échantillonnage : une protéine peut ne pas
étre validée (et donc considérée a tort comme absente dans un échantillon) si les peptides
permettant son identification n’ont pas été suffisamment sélectionnés en MS pour étre fragmentés.
Ce probléme du sous-échantillonnage concerne tout particulierement les protéines de faible poids
moléculaire ou présentes en faible abondance. L'importance de ce biais a considérablement diminué
avec les spectrometres de masse de derniere génération et le développement des algorithmes de

guantification par extraction des courants d’ions.

5. COMMUNICATIONS DES RESULTATS

Ces travaux ont fait I'objet de :

Deux publications (annexes 2 et 3) :

1) Proteomic analysis of malignant B-cell derived microparticles reveals CD148 as a
potentially useful antigenic biomarker for mantle cell ymphoma diagnosis.
L. Miguet, G. Béchade, L. Fornecker, E. Zink, C. Felden, C. Gervais, R. Herbrecht, A. Van
Dorsselaer, L. Mauvieux, S. Sanglier-Cianferani.
J. Proteome Res. 8, 3346—-3354 (2009)

2) Cell-surface expression of the TLR homolog CD180 in circulating cells from splenic and
nodal marginal zone lymphomas.
L. Miguet, S. Lennon, L. Baseggio, A. Traverse-Glehen, F. Berger, N. Perrusson, M.P. Chenard,
A.C. Galoisy, A. Eischen, C. Mayeur-Rousse, A. Maar, L. Fornecker, R. Herbrecht, P. Felman,
A. Van Dorsselaer, C. Carapito, S. Cianferani, L. Mauvieux.
Leukemia. 2013 Aug;27(8):1748-50

Une communication orale :

1) Les microparticules: un nouvel outil pour proposer par approche protéomique de
nouveaux biomarqueurs pour le diagnostic des hémopathies lymphoides.
L. Fornecker, S. Lennon, L. Miguet, C. Carapito, A. Van Dorsselaer, L. Mauvieux, S. Cianferani.
Premiéres journées scientifiques de la fédération de médecine translationnelle de
Strasbourg (Strasbourg, 13-14 juin 2013)
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Six communications par dffiches (annexe 4) :
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Strong cell surface expression of the Toll-like receptor homolog CD180 identifies circulating
cells of marginal zone lymphoma from other B-cell malignancies.

L. Miguet, L. Baseggio, S. Lennon, P. Felman, L. Fornecker, A.C. Galoisy, C. Mayeur-Rousse,
R. Herbrecht, A. Eischen, S. Cianferani, L. Mauvieux.

54th Meeting of the American Society of Hematology (Atlanta, USA, 8-11 décembre 2012)

Expression du CD180, homologue des récepteurs Toll-like (TLR): marqueur immunologique
des cellules circulantes de lymphomes de la zone marginale.

L. Miguet, S. Lennon, L. Baseggio, A.C. Galoisy, A. Eischen, C. Mayeur-Rousse, A. Maar, L.
Fornecker, R. Herbrecht, P. Felman, A. Van Dorsselaer, C. Carapito, S. Cianferani, L. Mauvieux

33° Congreés annuel de la Société Francaise d’Hématologie (Paris, 27-29 mars 2013)

Les microparticules : un nouvel outil pour proposer par approche protéomique de
nouveaux biomarqueurs pour le diagnostic des hémopathies lymphoides.
L. Fornecker, S. Lennon, L. Miguet, C. Carapito, A. Van Dorsselaer, L. Mauvieux, S. Cianferani.

7°™ forum du Cancéropdle Grand-Est (Strasbourg, 25-26 novembre 2013)

Interest of the CD148, CD180 and CD200 combination in flow cytometry analyses for
mature B-cell neoplasms diagnosis.

L. Miguet, C. Mayeur-Rousse, S. Lennon, L. Fornecker, C. Gervais, A. Ittel, A.C. Galoisy,
A. Eischen, J.F. Lesseve, V. Latger-Cannard, R. Herbrecht, S. Cianferani, L. Mauvieux.

56th Meeting of the American Society of Hematology (San Francisco, USA, 6-
9 décembre 2014)

Intérét de I’analyse du triple marquage CD148, CD180 et CD200 par cytométrie en flux dans
le diagnostic des hémopathies lymphoides B chroniques.

L. Miguet, C. Mayeur Rousse, L. Fornecker, V. Latger-Cannard, J.F. Leseve, R. Herbrecht,
S. Cianferani, L. Mauvieux.

35° Congreés annuel de la Société Frangaise d’Hématologie (Paris, 01-03 avril 2015)

Multicentric analysis of the CD148, CD180 and CD200 combination for the diagnosis of
mature B-cell neoplasms using flox cytometry.

L. Miguet, L. Fornecker, M. Wyrwas, S. Cianferani, R. Herbrecht, J.F. Leseve, V. Latger-
Cannard, C. Mayeur-Rousse, L. Mauvieux.

57th Meeting of the American Society of Hematology (Orlando, USA, 5-8 décembre 2015)



e Chapitre 2
Développement de stratégies en protéomique ciblée pour une
meilleure caractérisation des syndromes lymphoprolifératifs

1. CONTEXTE MEDICAL ET SCIENTIFIQUE

L'identification de nouveaux biomarqueurs par des approches globales nécessite dans un deuxieme
temps une étape de validation. Cette étape repose sur deux principes :

- utiliser une technique différente,

- étre réalisée sur une cohorte indépendante de patients par rapport a la cohorte utilisée pour

la phase de découverte.

D’autres paramétres sont également a prendre en compte pour optimiser cette étape de validation :
- utiliser une technique équivalente a celle qui sera utilisée pour ce biomarqueur en pratique
quotidienne,

- une validation multicentrique permet de renforcer la validité de cette étape.

Ces différents criteres ont été appliqués pour la validation par cytométrie en flux du CD148 et du
CD180. La cytométrie en flux, technique utilisée en routine dans les laboratoires d’hématologie, est
particulierement adaptée pour la validation de biomarqueurs membranaires dans les syndromes
lymphoprolifératifs chroniques. Elle présente I'avantage d’étre applicable a haut débit avec un co(t
globalement limité. Certaines contraintes sont cependant inhérentes a cette technique : nécessité de
disposer de cellules en suspension ainsi que d’un anticorps monoclonal dirigé contre le marqueur a
évaluer. Comme toute approche basée sur une réaction antigéne-anticorps, seul un épitope de la
protéine cible est reconnu. Malgré le développement de cytometres multi-couleurs, le suivi

simultané de plusieurs marqueurs reste limité par les combinaisons de fluorochromes réalisables.

71



Dans ce contexte, le développement d’approches protéomiques quantitatives ciblées par SRM
apparait comme une alternative pour la validation de biomarqueurs. Cette approche présente
certains avantages par rapport a la cytométrie en flux :

- elle ne nécessite pas d’anticorps monoclonal,

- plusieurs épitopes peuvent étre suivis pour une méme protéine,

- les possibilités de multiplexage permettent de quantifier simultanément jusqu’a 30 protéines

en routine.

Nous avons ainsi développé une méthode LC-SRM basée sur le suivi de 6 marqueurs pour évaluer la
faisabilité d’une validation de biomarqueurs par ce type d’approche SRM. Les biomarqueurs
sélectionnées sont le CD148 et le CD180, auxquels a été rajouté le CD200 sur les données de la
littérature. Le CD45 est utilisé en tant que marqueur phénotypique pan-leucocytaire. Nous avons
également incorporé le CD5 et le CD23 qui sont deux marqueurs phénotypiques classiguement
utilisés dans le phénotypage des syndromes lymphoprolifératifs. Le tableau 7 récapitule le profil
d’expression de ces différents marqueurs dans les 3 principaux syndromes lymphoprolifératifs

chroniques évalués :

LLC +/- +/- + + + +
LCM + +/- +/- + + -
LZM +/- + +/- + - -
Tableau 7

Profils d'expression des six biomarqueurs en fonction du type de syndrome lymphoprolifératif.

2. MISE AU POINT DE LA PROCEDURE EXPERIMENTALE

Toutes les analyses SRM ont été réalisées sur un couplage LC-SRM Ultimate 3000-TSQ Vantage

(Thermo Fisher Scientific). L’analyse des données a été faite avec le logiciel Skyline.
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2.1.

Préparation des échantillons

Le mode de préparation des échantillons retenu pour ce projet est le suivant :

collecte des lymphocytes a partir du sang total par séparation sur un gradient de densité. Un
comptage du nombre de cellules isolées a été effectué a I'aide d’un automate de numération
sanguine,

extraction et solubilisation des protéines a partir du culot cellulaire dans un tampon de type
Laemmli (SDS 5 %). Dosage des protéines par méthode RC-DC,

Dépot sur gel 1D SDS-PAGE de 50 ug de protéines avec gel de concentration a 4 %. Migration

courte pour concentration dans une bande de stacking.

Les étapes de mise au point ont été effectuées a partir de sept prélevements sanguins effectués chez

des témoins sains. Un nombre de 1,5 millions de cellules permet d’extraire en moyenne 50 ug de

protéines.

2.2.

Développement de la méthode LC-SRM

2.2.1. Choix des peptides protéotypiques

Le choix des peptides protéotypiques a suivi les principes exposés précédemment :

choix de peptides uniques dans la banque humaine Swiss-Prot,

utilisation du SRM Atlas pour le choix des peptides lorsque le nombre de peptides déja
identifiés dans nos analyses nanoLC-MS/MS réalisées au cours des projets précédents était
limité (cas du CD200 et du CD5) ou absent (CD23),

utilisation des logiciels SOSUI,**® TMHMM,** PHOBIUS'** et TOP CONS'*® pour la prédiction
des domaines trans-membranaires pour éviter de choisir des peptides situés dans ces

domaines.

Cas particulier du CD200 : cette protéine présente trois isoformes avec un seul peptide partagé entre

les trois

. Les isoformes 1 et 3 possédent 2 peptides uniques alors que I'isoforme 2 n’en posséde pas.

Il ne sera donc pas possible de quantifier par SRM l'isoforme 2. Les tableaux 8 et 11 récapitulent le

nombre

de peptides identifiés pour chaque protéine. Au total 49 peptides synthétiques marqués aux

isotopes stables (PEPotec) ont été commandés.

CD200_1 | CD200_3

Nombre de
peptides 10 7 2(1) 2(1) 10 10 7
sélectionnés

Tableau 8

Nombres de peptides protéotypiques identifiés pour chaque protéine. Pour le CD200, le peptide partagé entre les deux

isoformes

est indiqué entre parentheses.
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2.2.2. Validation des peptides marqués et choix des transitions

Contrairement aux peptiques AQUA, les PEPotecs ne sont pas quantifiés au moment de leur
production. Aprés réception de ces peptides, une série d’analyses nanoLC-MS/MS est donc
nécessaire pour évaluer la concentration de chaque peptide et adapter les dilutions lorsque les
peptides sont trop concentrés. A I'issu de ces analyses, le mélange de PEPotecs peut étre réalisé. Ces
analyses nanolLC-MS/MS permettent également de vérifier la qualité des spectres pour chaque

peptide.

Dans un deuxieme temps le mélange de PEPotec est injecté sur le couplage LC-SRM pour
sélectionner les différentes transitions a suivre pour chaque peptide. Une analyse manuelle et
individuelle des pics chromatographiques des différentes transitions obtenues pour chaque peptide a

été réalisée (Figure 23).
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Figure 23

Exemple d'un peptide sélectionné (peptide 1) et d'un peptide non sélectionné (peptide 2).

Les tableaux 9 et 11 indiquent le nombre de peptides finalement validés pour chaque protéine. Au
total 38 peptides ont donc été suivis, soit 228 transitions en additionnant les formes légeres et
lourdes de chaque peptide (les séquences peptidiques et la liste de transitions suivies sont indiquées

en annexe 5).
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CD200_1 | CD200_3

Nombre de
peptides 8 4 1(1) 1(1) 10 8 5
validés

Tableau 9
Nombres de peptides protéotypiques validés pour chaque protéine.

2.2.3. Paramétrages de la méthode LC-SRM

Un gradient chromatographique d’une durée de 70 minutes (5 a 35 % d’acétonitrile) a été choisi en

raison de la complexité des échantillons.

Le suivi de chaque transition est réalisé de facon cyclique. Le nombre de transitions a suivre et le
temps alloué au suivi de chaque transition (temps de scan) définissent le temps de cycle : temps de
cycle = (nombre de transitions suivies) x (temps de scan). Deux paramétres sont a prendre en compte
pour le paramétrage de la méthode :
- Obtenir idéalement pour chaque peptide dix points de mesure répartis sur la durée du pic
chromatographique. La largeur des pics chromatographiques étant de trente secondes
environ, le temps de cycle ne doit donc pas dépasser trois secondes

- Le temps de scan ne doit pas étre < 10 ms avec I'utilisation du TSQ Vantage

Le mode scheduled permet de définir pour chaque peptide une fenétre de temps sur le gradient
chromatographique pendant laquelle les transitions correspondant a ce peptide doivent étre suivies.
Nous avons pu établir expérimentalement qu’en définissant une fenétre d’analyse de dix minutes
autour du temps de rétention de chaque peptide, environ 120 transitions étaient détectables

simultanément.

En tenant compte de ces différents parametres, pour pouvoir suivre jusqu’a 120 transitions au
maximum pendant un cycle, le temps de scan a été fixé a 20 ms. Le temps de cycle est alors de 2,4

secondes.

3. EVALUATION DE LA REPRODUCTIBILITE ET RESULTATS OBTENUS

Pour évaluer la reproductibilité de cette méthode, nous avons utilisé une préparation cellulaire
obtenue a partir d’un sujet témoin. Les protéines extraites ont été déposées sur trois gels différents
avec trois dépots par gel. Chacun de ces neuf dépobts a été injecté trois fois, soit un total de 27

analyses.
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Un gel stacking a 4 % d’acrylamide a été utilisé avec découpe de deux bandes: bande de
concentration et portion du gel située au-dessus de cette bande. Les tableaux 10 et 11 indiquent le
nombre de peptides détectés pour chaque protéine. Seuls es peptides des protéines CD5, CD45 et
CD148 ont été détectés. Ceci est lié au fait que I’échantillon analysé provenait d’'un témoin sain avec
donc une population lymphocytaire trés majoritairement composée de lymphocytes T, expliquant
I'absence de détection de peptides du CD180, du CD200 et du CD23 qui sont exprimés par les
lymphocytes B.

CD148 CD180 CD200_1 | CD200_3 CD45 CD5 CD23
Nombre de
peptides 5 0 0 0 7 4 0
détectés
Tableau 10

Nombres de peptides détectés pour chaque protéine chez un sujet sain.

Le ratio des aires totales entre les formes légeres et les formes lourdes a été calculé pour chaque
peptide sur les 27 analyses. Un CV de ces ratios a été pour chaque peptide. Aucun peptide ne
présente un CV supérieur a 20 %. La médiane de ces CV est de 12 % (figure 24). Ces résultats valident

la reproductibilité de la méthode.

Figure 24
Distribution des CV des ratios des aires totales entre les formes légéres et lourdes obtenus sur toutes les analyses pour les 16

peptides détectés.
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Peptides sélectionnés Peptides validés Peptides détectés
CD5 X X

VLDAGDPTSR
CD5 HLPETEAGR X X
CD5 LSWYDPDFQAR X
CD5 EHQPLPIQWK X X
CD5 NSHLSAYPALEGALHR X
CD5 QWEDPSQASK X
CD5 VLALLCSGFQPK X X
CD5 LVGGSSICEGTVEVR X
CD5 AQDPGEPR
CD5 QGAQWAALCDSSSAR
CD23 LPTPSAPLHS X
CD23 NEASDLLER X
CD23 SQSTQISQELEELR X
CD23 HASHTGSWIGLR X
CD23 WNDAFCDR X
CD23 SQDLELSWNLNGLQADLSSFK
CD23 SQGEDCVMMR
CD45 TLILDVPPGVEK X X
CD45 VDVYGYVVK X X
CD45 NSNVIPYDYNR X X
CD45 IEFDNEVDK X
CD45 LNPTPGSNAISDVPGER X
CD45 YVDILPYDYNR X X
CD45 DPPSEPSPLEAEFQR X X
CD45 DETVDDFWR X X
CD45 YHLEVEAGNTLVR X X
CD45 LFLAEFQSIPR X
CD148 SQSLSEVLK X
CD148 YNNVLPYDISR X X
CD148 VITEPIPVSDLR X X
CD148 TGTFIAIDR X X
CD148 YAAELAENR X X
CD148 FSGFEASHGPIK X
CD148 GLIDGAESYVSFSR X
CD148 DTEVLLVGLEPGTR X X
CD148 LIYQIENENTVDVYGIVYDLR
CD148 AVSISPTNVILTWK
CD180 VLDFQNNAIHYISR X
CD180 GNHFQDGTITK X
CD180 SLEQAINLSLNFNGNNVK X
CD180 NLSHLQTLNLSHNEPLGLQSQAFK X
CD180 ECPQLELLDLAFTR
CD180 LMNLTFLDLTR
CD180 GIYLNLAANSINIISPR
CD200 EQLYTPASLK X
CD200 TTINDYQVIR X
CD200 GELSQGVQK X
CD200 EVICQVLHLGTVTDFK
CD200 TIGGPLLTATLLGK
Tableau 11

Récapitulatif des peptides marqués (PEPotec) commandés : séquence, validation et détection chez un sujet sain.
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4. CONSTITUTION DE LA COHORTE DE PATIENTS

Cet aspect s’inscrit dans le cadre du projet MALYZOMA qui a obtenu un financement du Cancéropole
Grand-Est. Ce projet a pour objectif de valider et caractériser de nouveaux marqueurs diagnostiques
des lymphomes de la zone marginale. Il est coordonné par le Pr Laurent MAUVIEUX (Laboratoire
d’Hématologie, Hopitaux Universitaires de Strasbourg) et a pour objectif de caractériser et valider
par cytométrie en flux de nouveaux biomarqueurs sur une série prospective de patients établie entre
les CHU de Strasbourg et de Nancy. Le projet SRM développé pendant mon travail de these s’inscrit
dans ce contexte. Le premier objectif est de valider sur cette cohorte de patients la méthode SRM
développée pour la quantification du CD148, CD180 et CD200.

Les premieres analyses sur des échantillons de patients ont été réalisées a partir de cellules
congelées dans le cadre de la cohorte de patients du projet MALYZOMA. Apres décongélation, les
cellules sont lavées puis un culot cellulaire est obtenu apres centrifugation. L’extraction et la
solubilisation des protéines a partir de ce culot cellulaire en utilisant un tampon SDS sont apparues
problématique. En effet, pour les premiers échantillons testés, la solubilisation du culot était
incomplete avec persistance d’un résidu insoluble malgré de multiples étapes de vortex ou
sonication. Ce probleme d’extraction et de solubilisation des protéines n’avait pas été rencontré
pour la mise au point de la méthode effectuée a partir de cellules non congelées obtenues chez des

sujets sains.

Cette étape de préparation des échantillons étant primordiale pour une étude quantitative par SRM,
un nouveau procédé de préparation des échantillons a d étre élaboré. L'extraction des protéines
s’effectue au laboratoire d’Hématologie avant I'étape de congélation. Les cellules fraiches sont
reprises dans le tampon échantillon puis soniquées. Le mélange protéique est ensuite congelé
jusqu’a son utilisation pour I'analyse LC-SRM. Ce nouveau procédé de préparation des échantillons
est schématisé dans la figure 25. La collecte des échantillons selon cette nouvelle procédure est

actuellement en cours.
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Figure 25

Schéma de la procédure expérimentale mise en place pour la collecte des échantillons.
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e Chapitre 3
Recherche de biomarqueurs pronostiques du risque de rechute
neuro-méningée dans les lymphomes B diffus a grandes
cellules : projet PROTELL

1. CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET MEDICAL

Les rechutes neuro-méningées des LBDGC systémiques sont des complications rares concernant
environ 5 % des cas. Le pronostic est extrémement péjoratif avec une médiane de survie globale de
I'ordre de six mois.™* Ces atteintes secondaires du systéme nerveux central (SNC) dans un contexte
LBDGC systémiques sont a distinguer des lymphomes primitifs du SNC dans lesquels la maladie est

primitivement et uniguement localisée au SNC.

La physiopathologie de ces atteintes primitives ou secondaires du SNC n’est pas parfaitement
connue. Le SNC est considéré comme un «sanctuaire immunologique » dépourvu
physiologiquement de cellules lymphoides. Il est protégé du compartiment sanguin par les barriéres
hémato-encéphalique (BHE) et hémato-méningée (BHM). La prise en charge des atteintes du SNC
reste a I'heure actuelle un défi thérapeutique. Elle est rendue compliquée par I'absence de
pénétration dans le SNC des principaux médicaments de chimiothérapie actifs dans les LBDGC. Les
données de la littérature sont essentiellement basées sur des études rétrospectives, souvent de
faibles effectifs. Cette absence de données basées sur des essais prospectifs randomisés explique
I'absence de consensus a I'heure actuelle sur la prise en charge thérapeutique des localisations au
SNC des LBDGC. La prise en charge repose sur I'utilisation de certains médicaments (méthotrexate,

aracytine) qui, utilisées par voie systémique a hautes doses, traversent ces barrieres.
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Il apparait donc nécessaire de pouvoir individualiser précocement, des le diagnostic, les patients a
haut risque de rechutes neuro-méningées pour mettre en ceuvre des stratégies de prophylaxie
adaptées. Ces traitements prophylactiques reposent principalement sur des injections intra-thécales
de méthotrexate réalisées concomitamment a I'administration de chimiothérapies systémiques. Il

s’agit néanmoins d’un geste invasif nécessitant la réalisation d’'une ponction lombaire.

L’existence de certains facteurs de risque aide le clinicien a mieux individualiser ces patients a haut
risque et susceptibles de bénéficier des traitements prophylactiques. Ces facteurs de risque reflétent
la prolifération et I'extension de la maladie :
- index pronostique international élevé avec notamment une élévation du taux de LDH, un
état général altéré ou une maladie disséminée,
- l'existence d’atteintes lymphomateuses extra-ganglionnaires connues pour étre associées a
un risque plus élevé de rechutes neuro-méningées : testicules, ovaires, reins, glandes

surrénales, glandes mammaires, sphére ORL et base du crane par exemple.

Ces facteurs de risque divergent cependant selon les études. lls ne permettent pas d’individualiser de
facon optimale tous les patients a risque de rechute neuro-méningée. La mise en évidence de
nouveaux biomarqueurs pronostiques du risque de rechute au SNC dans les LBDGC reste donc un
enjeu important. C'est dans ce contexte qu’a été mis en place le protocole PROTELL en 2009 dont

I’objectif était la recherche de biomarqueurs prédictifs de rechute cérébrale dans les LBDGC.

Ce protocole a combiné différentes approches :

- recherche en protéomique de biomarqueurs dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et le
plasma. L'analyse protéomique du plasma était basée sur I'analyse des microparticules
plasmatiques circulantes,

- analyse transcriptomique réalisée sur les préléevements ganglionnaires correspondant a la

tumeur primitive.
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Deux cohortes de patients ont été réalisées :
- Cohorte 1: patients avec un diagnostic de LBDGC systémique non antérieurement traité a
haut risque de rechute neuro-méningée, défini par :
0 Score IPI >1 ou présence d’au moins 3 facteurs parmi les suivants:
= Taux de LDH supérieur a deux fois la valeur normale
= Nombre de sites extra-ganglionnaires atteints > 1
= Etat général altéré
= Présence de signes généraux (fievre, sueurs nocturnes, amaigrissement)
0 Soit présence d’une localisation extra-ganglionnaire a risque
- Cohorte 2 (groupe contréle) avec une atteinte avérée du SNC a l'inclusion :
0 Lymphomes primitifs du SNC

0 Rechute neuro-méningée documentée d’un LBDGC systémique

Ce protocole avait pour objectif d’inclure 125 patients. Tous les patients inclus devaient bénéficier
d’un prélévement sanguin (plasma, sérum) et d’un prélévement de LCR. Ces prélévements devaient
étre réalisés avant le début du traitement. Une deuxiéme série de prélevements était programmée

en fin de traitement.

Ce projet a bénéficié d’un financement INCa et a été coordonné par le Pr Catherine THIEBLEMONT
(Hopital Saint-Louis, Paris). Mon travail de these a consisté a réaliser I'analyse protéomique des MP

plasmatiques circulantes.

Ce protocole se distingue des projets précédents par :
- une recherche de biomarqueurs a visée pronostique et non plus a visée diagnostique,
- l'utilisation du plasma en tant que matériel biologique de départ. Il s’agit d’'un milieu
complexe, dépourvu de cellules et contenant plusieurs milliers de protéines avec une gamme
dynamique trés large,

- I'analyse d’un grand nombre d’échantillons provenant de différents hépitaux.

2. ETAPES PREPARATOIRES ET STRATEGIE ANALYTIQUE FINALE MISE EN PLACE
2.1. Préparation des échantillons

L'utilisation d’un milieu biologique dépourvu de cellules n’était pas compatible avec I'application
d’une stratégie équivalente a celle utilisée pour I'identification du CD148 et du CD180. Ces stratégies
étaient en effet basées sur I'utilisation de MP induites qui nécessitent une stimulation et une mise en
culture des cellules tumorales pour étre générées. Le choix s’est donc porté sur I'analyse des MP

plasmatiques circulantes (MPPC).
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Ces MPPC sont physiologiquement générées par les différentes cellules présentes dans le sang ou par
les cellules endothéliales. Elles sont trés majoritairement d’origine plaquettaire.’™® La possibilité
d’isoler dans le sang des microvésicules (exosomes) provenant de cellules tumorales a été
démontrée dans certaines tumeurs cérébrales (glioblastomes).'*® La présence dans le sang de MPPC

provenant de cellules tumorales a aussi été démontrée au cours des hémopathies.™’

L'utilisation des MPPC et le grand nombre d’échantillons a analyser ont nécessité différentes étapes

préalables pour établir la procédure expérimentale applicable au projet PROTELL.

2.1.1. Collecte des MPPC

Les MPPC ont été isolées a partir du plasma par centrifugations différentielles. Une premiere
centrifugation (18000 g pendant deux minutes) a été réalisée a partir d’1 mL de plasma pour obtenir
du plasma pauvre en plaquettes. A partir de ce plasma pauvre en plaquettes, un culot de MP est
obtenu par centrifugation a 18000 g pendant 45 min. Ce culot est ensuite lavé deux fois dans du
tampon PBS afin de réduire au maximum la contamination plasmatique. Le culot est finalement
repris dans 100 uL de PBS (Figure 26).
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Figure 26
Protocole de collecte des MP plasmatiques circulantes.

2.1.2. Extraction et séparation des protéines

Apres collecte des MPPC, les protéines ont été extraites et solubilisées a I'aide d’un tampon a base
de SDS. L’étape de séparation des protéines a été considérablement réduite grace a I'arrivée dans le
laboratoire d’un spectrometre de masse de derniere génération de type Q-TOF (Impact HD, Bruker)
couplé a un systeme chromatographique nanoAcquity UPLC (Waters). De plus, compte tenu du
nombre d’échantillons, il n’était pas envisageable de réaliser une séparation extensive des protéines
sur 90 bandes de gel 1D SDS-PAGE.
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Nous avons ainsi évalué trois types de migrations sur gel 1D SDS-PAGE. Le gradient
chromatographique a été adapté dans chaque cas pour rester compatible avec le nombre
d’échantillons a analyser :

- migration et concentration des protéines dans une bande (gel stacking) avec un gradient de
120 minutes. La bande de concentration ainsi que la partie du gel située au-dessus de cette
bande ont été découpées, soit deux bandes analysées au total,

- séparation 6 bandes avec un gradient de 90 minutes par bande,

- séparation 15 bandes avec un gradient de 60 minutes par bande.

Chaque protocole a été préparé en duplicata et deux injections ont été réalisées pour chaque

analyse.

Le nombre de protéines identifiées était compris entre 1156 et 1507 avec le gel 6 bandes, entre
647 et 715 avec le gel stacking et entre 768 et 951 avec le gel 15 bandes (Figure 27). Les meilleurs
résultats ont donc été obtenus avec une séparation en 6 bandes et un gradient de 90 minutes. Les
résultats inférieurs obtenus avec une séparation 15 bandes peuvent s’expliquer par I'utilisation d’un

gradient chromatographique plus court.
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Figure 27
Nombres de protéines identifiées selon le type de séparation réalisée. Inj : injection.

Une analyse quantitative a été réalisée par extraction des courants d’ions a I'aide du logiciel Skyline
pour évaluer la reproductibilité de la quantification. Le coefficient de variation médian des intensités
obtenues pour chaque protéine sur les douze analyses est de 6 % pour la séparation 2 bandes et de

15 % pour la séparation 6 bandes.
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Compte tenu de I'ensemble de ces résultats, une préparation de type stacking avec découpe du gel
en 2 bandes et utilisation d’un gradient chromatographique de 90 minutes a semblé étre le meilleur
compromis entre la durée des analyses, le nombre de protéines identifiées et la reproductibilité de la

quantification.

2.2. Suivi des performances du couplage nanoLC-MS/MS

La durée prévisible des analyses étant de plusieurs semaines, la mise en place d’'un suivi des
performances du couplage nanoLC-MS/MS a été nécessaire. Ce suivi des performances a été assuré
par :

- Une injection de BSA aprés chaque analyse d’un échantillon, précédée d’une séquence de
régénération de la colonne.

- La constitution d’un échantillon témoin de MPPC. Cet échantillon identique a été déposé une
fois sur chaque gel. Il a suivi 'ensemble du mode opératoire de fagon similaire aux
échantillons de patients.

- L'ajout en méme quantité, uniquement dans les échantillons témoins, d’un mélange
commercial de 11 peptides standards (iRT, Biognosis). Ces 11 peptides ont été rajoutés a la
fin du processus de préparation des échantillons, juste avant l'injection sur le couplage
nanoLC-MS/MS.

- Le suivi d’'une masse de référence (lock mass, m/z = 922,0098) ionisée en permanence dans

I'instrument au niveau de la source.

Il a ainsi été possible de suivre différents parametres :
- Suivi des parametres chromatographiques par :

0 Le suivi des temps de rétentions et des largeurs a mi-hauteur des pics
chromatographiques de deux peptides de BSA (m/z = 722,33 et m/z = 464,25). La
limite maximale tolérée pour la largeur a mi-hauteur était fixée a 0,10 min

0 Le suivi des temps de rétentions des peptides iRT

- Suivi des parameétres de spectrométrie de masse par :

0 Le suivi de l'intensité et de la résolution des spectres MS des deux peptides de BSA
(nécessité d’un nettoyage si baisse de lintensité en dessous de 10° ou de la
résolution en dessous de 30000)

0 Le suivi de l'intensité des peptides iRT
Le suivi de l'intensité de 32 peptides issus du mélange témoin et répartis sur
I’ensemble du gradient chromatographique.

0 Le suivi de la lock mass avec étalonnage de I'instrument nécessaire en cas d’erreur

sur la masse supérieur a 20 ppm
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Chaque gel comportait cing échantillons de patients et un échantillon témoin. La figure 28 résume

I'ordre dans lequel les différentes injections ont été réalisées.

Figure 28
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Séquence des différentes injections réalisées pour chaque gel.

La figure 29 résume la procédure expérimentale finalement appliquée a I'ensemble des échantillons.

Compte tenu du nombre d’échantillons, une seule injection a été réalisée par analyse.
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Schéma global de la procédure expérimentale mise en place.
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3. RESULTATS
3.1. Constitution des cohortes

147 patients ont été inclus dans le protocole dans dix services cliniques entre décembre 2009 et
mai 2012. Parmi ces patients, 19 ont été exclus en raison de données cliniques insuffisantes ou du
non-respect des critéres d’inclusions). Des MPPC ont pu étre générées et analysées pour
102/128 patients. Ces 102 échantillons ont été déposés de facon aléatoire sur 26 gels.
Quatre semaines ont été nécessaires pour la réalisation des analyses nanoLC-MS/MS (1 injection par

bande). Le tableau 12 indique la répartition des patients en fonction des cohortes.

Cohortes Patients Analyse des
inclus (n) MPPC (n)

Cohorte 1 : patients inclus au diagnostic du lymphome, sans 99 78
atteinte neurologique
1.1 : Patients a haut risque de rechute neuroméningée 48 37*
1.2 : atteinte tumorale de la base du crane 17 12
1.3 : atteinte d’organes a risque 34 29
Cohorte 2 : patients avec atteinte neurologique au moment de 29 24
I'inclusion dans le protocole
2.1 : lymphomes primitifs du systéme nerveux central 21 21
2.2 : lymphomes systémiques avec rechutes neuro- 8 3

méningées

Total 128 102

Tableau 12
Répartition des patients inclus et des patients analysés en MPPC selon les cohortes.
*dont 1 patient remplissant les critéres 1.1, 1.2 et 1.3.

L’actualisation des données cliniques a été faite en janvier 2014. Au total 15 événements (rechutes
cérébrales) ont été observés dans la cohorte 1, soit 15 % des patients. Seuls 9 de ces 15 patients

avaient des échantillons disponibles pour I'analyse des MPPC (12 % des 78 patients analysés).
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3.2. Suivi des performances du couplage nanoLC-MS/MS

Les différents parametres analysés ont permis de mettre en évidence une trées bonne stabilité du

couplage pendant toute la durée des analyses.

Le suivi des parametres chromatographiques a permis de montrer une stabilité des temps de
rétention des deux peptides de la BSA avec des coefficients de variation de 1,2 % et 0,6 % (au total
143 injections de BSA ont été réalisées). A I'exception des 15 premieres analyses pour lesquelles la
BSA était injectée directement aprés I'échantillon, sans séquence de régénération de la colonne au
préalable, les largeurs a mi-hauteur des pics chromatographiques sont toujours restées inférieures
au seuil limite. Concernant les peptides iRTs, sur les neuf peptides détectés, les CV des temps de

rétentions sont inférieurs a 1 % a I'exception du peptide le plus hydrophile (CV = 2,2 %).

Le suivi des paramétres de spectrométrie de masse par la surveillance des intensités et des
résolutions des deux peptides de la BSA a permis de constater que les seuils limites d’intensités ou
de résolutions n’ont jamais été atteints. Le suivi de I'erreur de masse sur la lock mass a permis de
déterminer quatre périodes nécessitant un étalonnage de I'instrument. Ce point est en grande partie
lié a des variations de température dans la piece en raison de [linstallation d’un nouveau
spectrometre de masse. Les CV calculés sur les intensités des neuf peptides au cours de chaque
semaine d’analyse sont trés majoritairement inférieurs a 20 %, a I'exception du peptide le plus

hydrophile et du peptide le plus hydrophobe.

Des résultats similaires ont été obtenus avec le suivi des intensités des 32 peptides sélectionnés dans
I’échantillon témoin avec des CV trés majoritairement inférieurs a 20. S’agissant du méme
échantillon déposé sur chaque gel, cela confirme la stabilité des échantillons durant toute la période

d’analyse.

3.3. Analyse des données dans le cadre du projet PROTELL

Les données ont été traitées en utilisant le logiciel MaxQuant™ (version 1.4.3.17) et son moteur de
recherche intégré (Andromeda).®® Les recherches ont été effectuées dans la banque humaine Swiss-
Prot. Les résultats ont été filtrés avec un FDR inférieur ou égal a 1% au niveau peptidique et

protéique. Une liste de 1397 protéines a été générée a partir des 102 échantillons analysés.

L'analyse statistique a été coordonnée par I'Institut de Mathématique de Toulouse (Institut National
des Sciences Appliquées (INSA) de Toulouse, CNRS — UMR 5219).
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Certains choix ont été effectués concernant la méthode de I'analyse statistique :

- Utilisation des valeurs de quantification non normalisées générées par le logiciel MaxQuant.
L’'objectif était de pouvoir choisir et maitriser cette étape de normalisation au moment de
I'analyse statistique.

- Répartition des patients en 4 groupes :

0 Cohorte 1 sans rechute cérébrale (n = 69)

0 Cohorte 1 avec rechute cérébrale (n=9)

0 Patients cohorte 2 avec lymphome cérébral primitif (n = 21)

0 Patients cohorte 2 avec rechute cérébrale d’'un lymphome systémique (n = 3)

- Prétraitement des données :

0 Conservation uniquement des protéines quantifiées dans > 50 % des échantillons
d’au moins un groupe (le groupe 2.2 (cf tableau 12) a été exclu en raison du faible
effectif) : 693 protéines sont conservées

0 Normalisation des échantillons par ajustement des médianes: les médianes de
chaque échantillon ont été ajustées a partir d’'une médiane de référence

0 Imputation des valeurs manquantes a partir de la distribution des minima de chaque

échantillon

Trois comparaisons ont été effectuées
- Comparaison 1: Cohorte 1 avec rechute cérébrale (n = 9) versus cohorte 1 sans rechute
(n=69)
- Comparaison 2 : Cohorte 2 globale (n = 24) versus cohorte 1 sans rechute (n = 69)
- Comparaison 3 : Cohorte 2.2 (n = 3) versus cohorte 1 sans rechute (n = 69)

En utilisant le test non paramétrique de Mann-Whitney (choisi en raison du faible échantillonnage lié
a la rechute dans la cohorte 1), le nombre de protéines significatives (p < 0.05) par comparaison est :
- 12 pour la comparaison 1 (tableau 13)
- 63 pour la comparaison 2 (tableau 14)

- 12 pour la comparaison 3 (tableau 15)

Cependant, aprés ajustement des probabilités par la méthode de Benjamini-Hochberg,'*® aucune

protéine ne reste significative dans ces 3 comparaisons.
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| Protéine  ________________________ _____|p | Différence

2-oxoglutarate dehydrogenase complex component E2 0,0094 2,47
Protein FAM162A 0,0233 1,31
Reelin 0,0264 -0,89
Aconitase 0,0264 3,26
CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 2 0,0297 3,31
Coronin-1B 0,0321 2,78
Serum albumin 0,0334 0,52
Ficolin-3 0,0334 0,77
Gelsolin 0,0453 0,18
Oncoprotein-induced transcript 3 protein 0,0453 -2,5

Ig heavy chain V-Ill region BRO 0,0488 0,54
Ig heavy chain V-IIl region HIL 0,0488 0,9

Tableau 13

Protéines significatives pour la comparaison 1.

| Protéine ________ ________ __ ___________p ____|Différence |

HLA class | histocompatibility antigen, Cw-12 alpha chain 0,0016 3,09
Antithrombin-Il| 0,0024 -0,35
Ig kappa chain V-l region Lay 0,0026 1,3
Transthyretin 0,0035 -0,29
Beta-Ala-His dipeptidase 0,0035 -0,95
Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic 0,0061 2,02
Zinc-alpha-2-glycoprotein 0,0064 -0,35
Elongation factor Tu, mitochondrial 0,0064 -2,56
Angiotensinogen 0,0066 -0,42
Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial 0,0069 -1,99
Biotinidase 0,0081 -0,72
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-

. . 0,0083 -0,81
oxoglutarate dehydrogenase complex, mitochondrial
Programmed cell death 6-interacting protein 0,009 0,86
Hemopexin 0,0097 -0,36
Alpha-2-antiplasmin 0,0108 -0,3
Ig kappa chain V-I region Wes 0,011 -0,55
Selenoprotein P 0,011 -0,58
Apolipoprotein A-ll 0,0113 -0,6
Serum albumin 0,0119 -0,39
Plasma serine protease inhibitor 0,0122 -0,45
NAD-dependent malic enzyme, mitochondrial 0,0138 -2,41
Prenylcysteine oxidase 1 0,0141 -1,02
NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial 0,0152 -1,28
Plastin-2 0,0159 0,62
Ribonuclease inhibitor 0,0167 2,37
Thiosulfate sulfurtransferase 0,018 -2,99
Kallistatin 0,0184 -0,22

Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 0,0188 0,56



Sushi, von Willebrand factor type A, EGF and pentraxin domain-
containing protein 1

Citrate synthase, mitochondrial

Gelsolin

Xaa-Pro aminopeptidase 1

HLA class | histocompatibility antigen, B-46 alpha chain
Retinol-binding protein 4

Kinesin-1 heavy chain

Cathelicidin antimicrobial peptide

Rho GTPase-activating protein 18

Apolipoprotein A-|

Receptor-type tyrosine-protein phosphatase C
Voltage-dependent anion-selective channel protein 2
Myosin light chain kinase, smooth muscle

Complement component C7
Alkyldihydroxyacetonephosphate synthase, peroxisomal
Apolipoprotein C-IV

Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1
Transferrin receptor protein 1

Carboxypeptidase B2

FH1/FH2 domain-containing protein 1

Putative heat shock protein HSP 90-beta 2

Aldehyde dehydrogenase family 16 member Al
Mannose-binding protein C

Ig heavy chain V-1l region NEWM

Afamin

Annexin A5

L-lactate dehydrogenase B chain

Pyruvate kinase PKM

Microtubule-associated protein RP/EB family member 2
Vitamin K-dependent protein C

Protein diaphanous homolog 1

Phosphate carrier protein, mitochondrial

Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor Il-a
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1

0,0193

0,0197
0,0197
0,0217
0,0222
0,0227
0,0249
0,026

0,026

0,0272
0,0272
0,0291
0,0298
0,0304
0,0311
0,0311
0,0325
0,0347
0,0347
0,0363
0,037

0,037

0,0378
0,0387
0,0395
0,0412
0,043

0,0439
0,0439
0,0448
0,0458
0,0467
0,0477
0,0477
0,0487

0,91

-1,05
-0,14
0,55
0,97
-0,52
-3,96
0,75
2,04
-0,36
0,59
-0,92
2,39
-0,26
-1,45
0,92
1,01
0,56
-0,32
0,72
2,4
0,95
-0,49
-0,51
-0,32
1,72
0,4
0,11
0,89
-0,37
0,85
-1,43
2,79
-0,25
1,83

Tableau 14
Protéines significatives pour la comparaison 2.
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| protéine _ _____________________________|p | Différence

FH1/FH2 domain-containing protein 1 0,0166 3,32
Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase 0,0179 -1,1

Mannose-binding protein C 0,0208 -1,28
Prenylcysteine oxidase 1 0,0208 -1,73
Plectin 0,026 3,19
Thrombospondin-1 0,03 2,13
Anoctamin-6 0,0322 3,5

Alpha-2-antiplasmin 0,0397 -0,77
PRA1 family protein 3 0,0425 2,54
Platelet glycoprotein Ib alpha chain 0,0425 2,27
MICOS complex subunit MIC60 0,0454 1,61
Ig kappa chain V-I region Wes 0,0485 -0,46

Tableau 15

Protéines significatives pour la comparaison 3.

4. CONCLUSIONS

Ce projet a montré pour la premiere fois au sein du laboratoire la possibilité de réaliser des analyses
protéomiques quantitatives sans marquage par spectrométrie de masse sur une centaine
d’échantillons. Les procédures mises en place pour le suivi des performances du couplage nanolLC-

MS/MS ont démontré la stabilité de ce couplage sur une période de quatre semaines.

L'analyse statistique et linterprétation des résultats sont néanmoins compliquées. Différentes
protéines apparaissent significatives dans les trois comparaisons effectuées, mais cette significativité
disparait apres ajustement par la méthode de Benjamini-Hochberg. La fragilité des résultats obtenus
est illustrée par la mise en évidence dans la premiére comparaison de protéines significatives comme

I"albumine ou des immunoglobulines.

Différentes aspects peuvent expliquer ces résultats et seront discutés dans la troisieme partie de ce
manuscrit :
- Choix du matériel biologique de départ
- Constitution des cohortes avec un faible nombre de rechutes cérébrales observées dans la
cohorte 1
- Difficultés rencontrées pour I'analyse statistique en raison de ces problemes d’effectifs et des

valeurs manquantes
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5. COMMUNICATION DES RESULTATS

Ces travaux ont fait partie de deux communications orales :
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1)

2)

Increase of sensitivity with the nano-ESI CaptiveSpray source associated to nanoBooster
(Bruker).
Plumel, M., Bertaccini, D., Hovasse, A., Van Dorsselaer, A. & Schaeffer-Reiss, C.

13th HUPO World Congress : The proteome quest to understand biology and disease (2014).

Evaluation of quantitative proteomics performance and robustness on a benchtop UHR-
QTOF platform.
A. Van Dorsselaer. Bruker Users Meeting (25 novembre 2014).



e Chapitre 4
Vers I'analyse d’un grand nombre d’échantillons : optimisation
des méthodes de préparation par une approche « tube-gels »

1. CONTEXTE SCIENTIFIQUE

1.1. Préparation des échantillons : principes généraux

1.1.1. Multiplicité de protocoles d’extraction des protéines et de digestion trypsique

Le développement des différentes approches protéomiques quantitatives globales ou ciblées a été
possible grace aux progres importants réalisés sur le plan instrumental. Cependant, en amont de
I’analyse LC-MS/MS, la préparation des échantillons est une étape primordiale pour la réussite de ces
approches. C'est pendant cette étape que sont extraites et solubilisées les protéines avant que soit
réalisée la digestion enzymatique sur laquelle reposent les stratégies protéomiques de type
« bottom-up ». Les deux méthodes les plus utilisées consistent a réaliser cette digestion enzymatique
en solution (digestion liquide) ou dans un gel de polyacrylamide. Quelle que soit la méthode
employée, I'objectif est d’obtenir une préparation d’échantillons reproductible pour garantir la

justesse et la reproductibilité des résultats fournis.

Les détergents assurent la lyse des membranes cellulaires et la solubilisation des protéines. Ces
détergents forment en solution des micelles dont la partie centrale permet d’établir des liaisons
hydrophobes avec les protéines. Ils permettent ainsi la dénaturation des protéines et la rupture des
interactions protéines-protéines. Différents types de détergents sont disponibles en fonction des
caractéristiques de leur extrémité hydrophile: ioniques, non-ioniques, zwitterioniques ou

chaotropiques.
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Le SDS est un détergent ionique. Sa liaison aux protéines dénature leur conformation 3D et leur
confere une charge négative expliquant son utilisation largement répandue pour les gels
d’électrophorése. Les fortes concentrations de SDS utilisées pour I'extraction et la solubilisation des
protéines ne sont cependant pas compatibles avec le maintien de I'activité enzymatique de la
trypsine et ne sont pas compatibles avec les systémes de chromatographie liquide ou les analyses MS
(suppression de signal). La migration de I'échantillon sur un gel de polyacrylamide et le lavage des
bandes découpées permettent de retirer le SDS. Les protéines contenues dans les bandes de gel

peuvent ensuite étre soumises a la digestion enzymatique.

Les agents chaotropiques permettent de dénaturer les protéines en rompant les liaisons non
covalentes. L'urée est un agent chaotrope fréquemment utilisé en amont d’une digestion trypsique
en solution. Une haute concentration en urée (8 M) est généralement utilisée pour dénaturer les
protéines extraites. La trypsine reste active jusqu’a une concentration en urée de 1 M. Une simple
dilution des extraits avant ajout de la trypsine rend donc cette stratégie compatible avec une
digestion trypsique en solution. Aprés digestion, les peptides en solution sont purifiés et concentrés

par extraction en phase solide (SPE, Solid-Phase Extraction).

La littérature contient un grand nombre de protocoles variés de digestion trypsique liquide ou dans
un gel, multiplicité qu’il est raisonnable d’expliquer par le fait qu’a chaque mélange protéique
correspond certainement un protocole adapté et idéal. L'utilisation du SDS a forte concentration
pour extraire un maximum de protéines, suivie d’une migration des protéines sur un gel de
polyacrylamide (SDS-PAGE) est incontestablement une des méthodes prédominantes et trés
largement utilisée pour les analyses protéomiques par spectrométrie de masse. En parallele de
Iutilisation du gel 1D pour réaliser un fractionnement protéique en amont de I'analyse LC-MS/MS,
I'utilisation de la pré-concentration d’extraits protéiques dans une seule bande de gel (gel stacking)

19 ’approche gel stacking permet de conserver les

s’est développée depuis plusieurs années.
avantages d’une extraction réalisée avec du SDS, sans fractionner |'extrait protéique et donc
compromettre la qualité de quantification qui suit. Néanmoins la préparation des gels stacking
nécessite du temps pour la réalisation du gel de polyacrylamide suivie de I'électrophorese. Ce temps
de préparation peut représenter un obstacle pour I'analyse d’un grand nombre d’échantillons (par
exemple, 26 gels 1D SDS-PAGE avaient été nécessaires pour I'analyse des échantillons du projet

PROTELL).
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1.1.2. Influence du protocole de préparation sur les modifications des protéines et des
peptides

Pendant la préparation des échantillons, les protéines et les peptides peuvent étre soumis a 3

principales modifications :

1)

2)

3)

Les atomes de soufre des méthionines peuvent étre oxydés pour former un sulfoxyde de
méthionine. Cette modification est un processus physiologique in vivo™® mais peut
également apparaitre in vitro et augmente avec la durée de conservation des échantillons.
Une proportion variable de méthionines peut ainsi étre oxydée d’un échantillon a un autre
(modification qualifiée de variable). Du fait de cette variabilité aléatoire inter-échantillons,
ces peptides modifiés ne sont généralement pas pris en compte pour la quantification.

Lors de la préparation des échantillons, les protéines sont dénaturées par réduction des
ponts disulfures établis entre les résidus cystéines. Cette réduction est réalisée a I'aide de
dithiothréitol (DTT) puis les résidus cystéines sont alkylés par l'iodoacétamide (IAA) pour
éviter la reconstitution de ces ponts disulfures. Cette dénaturation des protéines, en
supprimant leur conformation 3D, favorise leur migration dans un gel de polyacrylamide et
leur digestion enzymatique. L'alkylation des groupements thiols des résidus cystéines par
I'lAA provoque une carbamidométhylation de ces peptides. Cette modification concerne la
quasi-totalité des résidus cystéines dans un échantillon : elle est donc souvent considérée
comme une modification fixe pour la recherche dans les banques de données.

Une autre modification peut concerner les résidus cystéines si un gel de polyacrylamide est
utilisé. Les monomeres libres d’acrylamide réagissent avec les résidus cystéines et
provoquent l'apparition d’une modification de type propionamide. Cette modification ne
survient donc qu’en cas d’utilisation d’'un gel de polyacrylamide et peut entrer en
compétition avec la carbamidométhylation de ces mémes résidus cystéines lors de I'étape
d’alkylation réalisée dans un second temps. La proportion de modifications propionamides
diminue si les gels de polyacrylamide sont réalisés la veille de leur utilisation. Cela permet
d’assurer une polymérisation quasi-compléte de I'acrylamide, ce qui diminue la quantité de
monomeres d’acrylamides libres résiduels dans le gel susceptibles de réagir avec les résidus
cystéines. Il s’agit donc d’une modification variable puisqu’elle ne concerne pas I'ensemble

des résidus cystéines.

1.2. Méthode de préparation de type « tube-gel »

Cette technique repose sur la polymérisation d’'un gel de polyacrylamide directement dans

I’échantillon en solution. Elle est réalisée apres |'étape d’extraction et de solubilisation des protéines.
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Cette technique présente différents avantages :

- Un gain de temps considérable pour I'analyse d’'un grand nombre d’échantillons en raison de
I'absence de nécessité de couler un gel au préalable et de réaliser une migration
électrophorétique des protéines ;

- Une diminution du nombre d’étapes préparatoires et donc une diminution du risque de
perte d’échantillon ;

- La possibilité d’utiliser le SDS comme détergent pour I'extraction et la solubilisation des
protéines. Le SDS est retiré aprés polymérisation du gel par des étapes de nettoyage, de

facon équivalente a ce qui est réalisé avec un gel 1D SDS-PAGE classique.

La premiere description dans la littérature de cette préparation par tube-gel (TG) date de 2005. Elle
est apparue comme une technique particulierement adaptée pour I|'analyse des protéines
membranaires en raison de sa compatibilité avec divers détergents.’! Par la suite différentes

122-126

publications ont utilisé cette approche pour I'analyse de protéines membranaires ou des

127

radeaux lipidiques.™’ Dans le cadre de stratégies protéomiques quantitatives, les tube-gels ont été

utilisés avec des marquages iTRAQ,"** ou sans marquage par comptage de spectres.'”’

L'objectif de ce projet était de comparer ce mode de préparation tube-gel avec les approches
conventionnelles reposant sur un gel 1D SDS-PAGE (gel stacking) ou une préparation des échantillons

en solution (digestion liquide).

2. PROCEDURE EXPERIMENTALE

Une expérience permettant de comparer trois protocoles de préparation des échantillons pour une
analyse quantitative « shotgun » a été construite: un protocole de digestion liquide avec une
solubilisation des protéines a base d’urée (classiquement utilisé au laboratoire), un protocole de gel
stacking et un protocole optimisé de tube-gel. Ces trois modes de préparation ont été comparés en
utilisant un mélange protéique standard de référence. Celui-ci est constitué de 48 protéines
humaines mélangées en quantité équimolaires (Universal Proteomics Standard, UPS1, Sigma) qui ont

été ajoutées dans un lysat total de protéines de levure.

Une gamme comportant six points de concentrations différentes en protéines UPS1 a été réalisée.
Les protéines de levure constituent une matrice de fond complexe constante entre chaque point de
la gamme. Ces six points de gamme ont été ajustés pour injecter sur le couplage nanoLC-MS/MS des

guantités connues de protéines UPS1 : 500 amol, 1 fmol, 2,5 fmol, 5 fmol, 10 fmol et 25 fmol.
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Cette comparaison des trois protocoles repose sur l'utilisation d’'un mélange initial identique de
protéines. L'avantage de I'utilisation du SDS pour une meilleure extraction des protéines de levure
n'a donc pas été évalué dans cette configuration puisque cette utilisation aurait été incompatible
avec le protocole de digestion liquide subséquent. Les protéines de levure ont ainsi été extraites

dans un tampon urée (8 M) / bicarbonate d’ammonium (0,1 M).

Pour chaque point de la gamme, le méme mélange initial de protéines UPS1 et de protéines de
levure a été utilisé pour la réalisation des trois protocoles. Des triplicatas de préparations ont été

réalisés pour chaque protocole.

L'utilisation de ce mélange standard de référence commun comportant une gamme de concentration
en protéines UPS1 a permis de réaliser une comparaison qualitative et quantitative des 3 protocoles.
Les analyses quantitatives ont été réalisées par extraction des courants d’ions MS1. La figure 30
schématise I'ensemble du protocole expérimental mis en place pour ce projet. Les gels 1D SDS-PAGE

ont été préparés la veille du dépot des échantillons.
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Figure 30
Schéma de la procédure expérimentale mise en place pour la comparaison des trois protocoles.

Les analyses ont été effectuées sur un instrument de type Q-Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific).
Les différents points de gamme, préparés en triplicatas pour chaque protocole, ont été injectés de
facon aléatoire en monoplicat d’injection. Au total, 54 injections ont donc été réalisées. Les données
ont été acquises en mode DDA. Pour chaque analyse MS, les dix ions les plus intenses ont été
sélectionnés pour étre fragmentés. Le temps d’exclusion dynamique était de 60 secondes. Les
parameétres chromatographiques (nanoACQUITY UPLC, Waters) comportaient un gradient de

80 minutes de 1 a 35 % d’acétonitrile.

97



Les données de chaque protocole ont été analysées de facon indépendante avec le logiciel
MaxQuant’® et son moteur de recherche intégré (Andromeda).®® Les séquences des 48 protéines
UPS1 ont été concaténées a la banque Swiss-Prot restreinte a la taxonomie Saccharomyces cerevisiae
(7806 entrées a la date du 16 avril 2015). Une recherche en banque target - decoy a été utilisée pour
évaluer les taux de faux positifs lors de l'identification. Les intensités normalisées des protéines,

générées par le logiciel MaxQuant, ont été utilisées pour la quantification.

Le tableau 16 indique le paramétrage des modifications prises en compte pour l'identification des

peptides pour chaque protocole :

Modifications Digestions liquides Gels stacking et Tube-gels
Oxydation (M) Variable Variable
Carbamidométhylation (C) Fixe Variable

Propionamide (C) / Variable

Tableau 16

Paramétrage des modifications fixes et variables pour chaque protocole.

La quantification s’est faite dans tous les cas sur les peptides non modifiés. Les peptides comportant
des méthionines oxydées ainsi que leur équivalent non modifié ont été systématiquement exclus de
la quantification. La carbamidométhylation des résidus cystéines a été paramétrée en modification
fixe dans le cas de la digestion liquide (du fait de I'absence de gel d’acrylamide, les résidus cystéines
ne peuvent pas étre sujets a une modification propionamide et sont donc considérés comme étant
tous carbamydométhylés apres I'étape d’alkylation). Les modifications propionamide et
carbamidométhylation ont été paramétrées en modifications variables et utilisées pour la
quantification dans les deux protocoles basés sur I'utilisation d’un gel de polyacrylamide. Ce
paramétrage a permis d’évaluer la proportion de chacune de ces modifications selon le type de gel
réalisé. Les résultats ont été validés avec FDR inférieur ou égal a 1 % au niveau peptidique et

protéique en utilisant une approche target - decoy.

3. RESULTATS

3.1. Identifications protéiques et peptidiques

3.1.1. Identifications au niveau protéique

Le nombre de protéines de levure identifiées a été supérieur avec les préparations TG (en moyenne
1979 sur les 18 analyses, extrémes de 1886 a 2057) par rapport aux digestions liquides (en moyenne
1323 sur les 18 analyses, extrémes de 970 a 1440) et aux gels stacking (en moyenne 1788 sur les
18 analyses, extrémes de 1699 a 1854).
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La figure 31 indique le nombre de protéines de levure identifiées pour chaque réplicat de chaque
protocole, aux six points de gamme réalisés. Cette figure illustre également la bonne reproductibilité
des identifications du protéome de levure au sein de chaque mode de préparation, a I'exception des
points de gamme a 25fmol préparés par digestion liquide. Il n’y a pas d’explication univoque
concernant cette observation. A cette concentration élevée de protéines UPS1, la possibilité d’une
compétition entre les protéines de levure et les protéines UPS1 pour la sélection des ions a
fragmenter peut étre évoquée. Le fait d’'observer ce phénomeéne sur les trois réplicas techniques et
I'ordre d’injection aléatoire des échantillons peuvent permettre d’éliminer un artéfact lié a la

préparation des échantillons.
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Figure 31

Nombres de protéines de levure identifiées dans chaque réplicat des différents protocoles.

Au total, sur I'ensemble des 54 injections, 2761 protéines de levures non redondantes ont été
identifiées avec 55 % d’identifications communes aux 3 protocoles. Les deux protocoles basés sur un
gel ont identifié 76 % de protéines communes. La proportion de protéines identifiées uniquement

dans un des trois protocoles est la plus élevée avec la préparation TG (10 %) (Figure 32).
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Figure 32
Diagramme de Venn indiquant la proportion de protéines de levure identifiées avec chaque protocole (nombre total de

protéines = 2761).
TG : tube-gels, DL : digestions liquides.

L’analyse des caractéristiques des protéines identifiées uniguement dans 1 des 3 protocoles montre
une proportion plus importante de protéines de petite taille avec la digestion liquide. La préparation
TG permet quant a elle d’obtenir une proportion plus importante de protéines de grandes tailles
(Figure 33). L'interprétation de ces résultats est cependant limitée par I'absence d’utilisation de SDS

pour I'extraction et la solubilisation des protéines dans les deux protocoles a base de gel.
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Figure 33
Pourcentage de protéines de levure identifiées spécifiquement dans chaque protocole en fonction de la taille de la séquence.
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La distribution des localisations cellulaires des protéines de levure identifiées a été évaluée sur
I'ensemble des 18 analyses réalisées pour chaque protocole a I'aide des annotations GO (Gene

128 | a grande majorité des protéines identifiées sont d’origine cytoplasmique ou nucléaire.

Ontology).
La distribution est globalement similaire entre les 3 modes de préparation (Figure 34), cependant un
nombre un peu plus important de protéines membranaires ou du réticulum endoplasmique est
observé avec les préparations TG. Cette tendance est un peu plus prononcée en analysant la
distribution cellulaire des protéines spécifiguement identifiées dans chacun des 3 protocoles

(Figure 35).

Il faut cependant a nouveau tenir compte dans I'interprétation des résultats de I'absence d’utilisation
de SDS pour I'extraction initiale des protéines : I'utilisation de SDS pour I'extraction des protéines
aurait pu permettre d’obtenir une proportion plus importante de protéines membranaires (protéines

hydrophobes) avec les protocoles a base de gel.
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Figure 34

Distribution des localisations cellulaires pour I'ensemble des protéines de levure identifiées dans chaque protocole.
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Figure 35

Distribution des localisations cellulaires des protéines de levure identifiées spécifiquement dans chaque protocole.

Presque toutes les protéines UPS1 ont été identifiées dans chaque protocole aux trois points de
gamme les plus élevés (25, 10 et 5 fmol). L'ensemble des 48 protéines UPS1 n’a cependant été
identifié que dans les protocoles TG et stacking au point de gamme 25 fmol. En dessous de 5 fmol, le
nombre de protéines UPS1 identifiées diminue progressivement jusqu’a 12, 12 et 15 pour la

digestion liquide, les gels stacking et les TG respectivement. (Figure 36).
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Figure 36
Nombre de protéines UPS1 identifiées dans chaque analyse réalisée.
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Le nombre plus élevé de protéines UPS1 identifiées avec le protocole TG, en particulier aux points
bas de la gamme, peut s’expliquer par la réduction du nombre d’étapes dans la préparation des

échantillons. Cette réduction du nombre d’étapes diminue le risque de perte d’échantillon.

3.1.2. Identifications au niveau peptidique

Le nombre de peptides de levure identifiés dans les 18 analyses de chaque protocole était beaucoup
moins important avec les digestions liquides (12528) par rapport aux préparations a base de gel
(environ 20000 peptides). Seuls 21 % de tous les peptides identifiés sont communs aux trois

protocoles. Les deux protocoles a base de gel ont 50 % de peptides identifiés en commun (Figure 37).
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Figure 37
Diagramme de Venn indiquant le pourcentage de peptides de levure identifiés pour chaque protocole.

La répartition des modifications observées au niveau des peptides est représentée sur la figure 38.
Un nombre plus important de résidus cystéines avec une modification propionamide a été observé
dans les TG par rapport aux gels stacking (306 versus 119 respectivement). La proportion de peptides
contenant un résidu cystéine avec une modification propionamide est de 5 % dans les gels stacking
et 12 % dans les TG. Cette proportion plus importante dans les TG s’explique par le processus de
polymérisation de I'acrylamide qui a lieu directement au contact de I’échantillon. Les monomeéres
d’acrylamide sont donc directement au contact des peptides. Toutefois, cette proportion de peptides
avec un résidu cystéine porteur d’'une modification propionamide reste modérée et n’a pas

constituée un obstacle pour leur quantification.
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Une proportion plus importante de méthionines oxydées est également présente dans les TG par
rapport aux gels stacking (27 % versus 17 % respectivement). Cette proportion plus importante de
méthionines peut étre expliquée par le contact direct entre les peptides et le persulfate

d’ammonium, un agent oxydant fort utilisé pour la réaction de polymérisation (Figure 38).
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Figure 38
Fréquences des différentes modifications pour I'ensemble des modifiés.

3.2. Analyses quantitatives

L'utilisation d’'une gamme de concentration de protéines UPS1 a permis de comparer ces
trois protocoles pour évaluer leur linéarité de quantification, leur reproductibilité et leur capacité a

détecter des protéines variantes (UPS1) au sein d’'une matrice complexe.

Trois comparaisons de points de la gamme ont été réalisées, mimant des situations variées de ratios
et d’abondances :

- Comparaison A: 25 fmol contre 2,5 fmol; cette comparaison permet d’évaluer la
quantification sur des protéines ayant de grandes variations de concentrations entre deux
échantillons (ratio de concentration = 10)

- Comparaison B: 25 fmol contre 5 fmol; cette comparaison permet d’évaluer Ia
guantification sur des protéines ayant des variations de concentrations intermédiaires (ratio
de concentration = 5)

- Comparaison C: 10 fmol contre 5 fmol; cette comparaison permet d’évaluer Ia
guantification sur des protéines ayant de faibles variations de concentrations (ratio de

concentration = 2)
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Les points de gamme a 1 fmol et 500 amol n'ont pas été utilisés pour établir ces comparaisons en

raison du nombre plus faible de protéines UPS1 identifiées a ces concentrations.

3.2.1. Linéarité de quantification
3.2.1.1. Linéarité de quantification au niveau peptidique

La linéarité de quantification des peptides UPS1 a été évaluée par le calcul du coefficient de
corrélation (R%) entre lintensité des peptides et la quantité de protéines UPS1 présente dans
I’échantillon. Ce coefficient R®> a été calculé pour tous les peptides ayant au moins deux valeurs
d’intensités sur les trois réplicats dans au moins trois points de gamme. La figure 39 montre un
exemple de coefficient R* obtenu pour un peptide UPS1 (LSVEALNSLTGEFK) avec le protocole TG.
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Figure 39
Exemple de coefficient R obtenu pour le peptide LSVEALNSLTGEFK dans le protocole TG.

Le coefficient R® est = 0,9 pour 79 % des peptides avec la préparation TG contre 69 % et 64 % pour
les gels stacking et les digestions liquides respectivement (figure 40). Une meilleure linéarité de

quantification au niveau peptidique a donc été obtenue avec la préparation tube-gels.
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Figure 40
Distribution des coefficients de corrélation pour chaque protocole.

3.2.1.2. Linéarité de quantification au niveau protéique

La linéarité de quantification des protéines UPS1 a été évaluée par le calcul des ratios de
concentrations obtenus dans chaque comparaison. Les protéines n’ayant pas au moins deux valeurs
d’intensité normalisée pour chaque point de gamme n’ont pas été prises en compte pour ce calcul.
Ce ratio de concentration a été calculé a partir du rapport des moyennes des intensités LFQ pour
chaque point de gamme. Un exemple de calcul est donné dans le tableau 17 pour la protéine UBE2C

avec le protocole TG (comparaison A : ratio de concentration théorique = 10)

Point de gamme 25 fmol Point de gamme 2,5 fmol

Réplicat1 Réplicat 2 Réplicat 3 | Réplicatl Réplicat2 Réplicat3

Intensités LFQ 75,7 100,9 97,4 4,0 12,4 9,9
(x10)
Moyennes des

intensités (x107) 91,3 8,8

Ratio de
concentration 91,3/8,8=10,4
calculé

Tableau 17
Exemple de calcul du ratio de concentration pour la protéine UBE2C dans le protocole TG pour la comparaison A (ratio de
concentration théorique=10).
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Les distributions des ratios de concentrations calculés pour les protéines UPS1 sont représentées

dans la figure 41 pour chaque comparaison en fonction des trois protocoles. Pour la comparaison A

(25 versus 2,5 fmol, ratio théorique = 10), la distribution des ratios calculés est davantage centrée

autour de la valeur théorique pour le protocole TG. Pour les comparaisons B (25 versus 5 fmol, ratio

théorique = 5) et C (10 versus 5 fmol, ratio théorique = 2), les ratios calculés sont distribués de fagon

équivalente et satisfaisante pour les trois protocoles.
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Distribution des ratios de concentration calculés pour les protéines UPS1 pour chaque comparaison.

Les valeurs médianes des ratios calculés sont reprises dans le tableau 18. Pour la comparaison A, la

médiane des ratios calculés est la plus proche de la valeur théorique pour la préparation TG par

rapport a la digestion liquide et au gel stacking (ratio médian = 10,4, 11,2 et 13,9 respectivement).

Comparaison A

(ratio théorique = 10)

Comparaison B
(ratio théorique = 5)

Comparaison C
(ratio théorique = 2)

Tube-gels 10,3 5,3 2,0
Gels stacking 13,9 5,6 2,1
Digestions liquides 11,2 5,2 2,0

Tableau 18

Meédianes des ratios de concentrations calculés pour les protéines UPS1.
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3.2.2. Evaluation de la reproductibilité

La reproductibilité de chaque protocole a été évaluée par le calcul du coefficient de variation (CV)

des intensités normalisées des protéines.

Le CV de chaque protéine de levure a été calculé sur les valeurs d’intensités normalisées a partir des
18 analyses réalisées pour chaque protocole. Seules les protéines quantifiées dans au moins une
analyse de chaque point de la gamme ont été considérées (soit 1780, 1612 et 1098 protéines pour
les préparations tube-gels, gels stacking et digestions liquides respectivement). Les médianes des CV

sont respectivement de 7 %, 9 % et 10 %.

Concernant les protéines UPS1, les CV ont été calculés pour chaque point de la gamme sur les valeurs
d’intensités normalisées de chaque réplicat (Figure 42). Des CV médians inférieurs a 10 % ont été
obtenus aux points 25, 10 et 5 fmol pour les trois protocoles. Les valeurs les plus faibles ont
cependant toujours été obtenues avec les préparations tube-gels. Aux points 2,5 fmol et 1 fmol, les
CV médians sont compris entre 10 % et 20 % pour les trois protocoles. Au point de gamme le plus bas
(0,5 fmol), le CV médian obtenu avec la préparation TG était largement inférieur a celui obtenu avec

les gels stacking ou les digestions liquides (22 %, 53 % et 48 % respectivement).
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Figure 42
Meédianes des CV calculés pour les protéines UPS1 entre les réplicats pour chaque point de gamme. Les chiffres situés au-

dessus de chaque barre indiquent le nombre de protéines UPS1 pour lesquelles un CV a été calculé.
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La reproductibilité a également été évaluée par le nombre de protéines UPS1 identifiées avec au
moins 2 peptides uniques et des CV < 20 % entre les répliquats techniques. La préparation tube-gels
a permis d’identifier avec ces critéres stringents un nombre plus élevé de protéines aux points de
gamme 25, 10 et 5 fmol. De meilleurs résultats sont obtenus avec la digestion liquide au point de
gamme 2,5 fmol. Au point de gamme le plus bas (0,5 fmol), seuls les tube-gels ont permis d’identifier

plus de dix protéines (Figure 43).
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Figure 43
Nombre de protéines UPS1 identifiées avec au moins un peptide unique et un CV inférieur a 20 % entre les réplicats.

3.2.3. Détection des protéines variantes

Afin d’évaluer la capacité a pouvoir détecter des protéines d’abondances significativement
différentes entre deux conditions, un test classique de Welch a été appliqué pour les trois
comparaisons sélectionnées. Ce test devrait permettre d’évaluer la capacité a identifier 'ensemble
des protéines UPS1 variantes connues pour les comparaisons choisies (estimation de la sensibilité) et
a estimer les protéines variantes « fausses » de la matrice de levure (spécificité et taux de fausse
découverte). Le test pour chacune des trois comparaisons sur les valeurs d’intensités normalisées.
Seules les protéines quantifiées dans au moins deux réplicats sur trois ont été prises en compte. Les
valeurs d’intensités normalisées ont été transformées en log(2) et les tests ont été réalisés a I'aide du

logiciel Perseus.

109



La différence d’expression d’une protéine entre les deux conditions d’'une comparaison est exprimée
par la différence entre les moyennes des intensités de chaque condition transformées en log(2). Une
protéine est considérée comme significative si p < 0,05 avec une différence > 1 ou < 1. Une différence

> 1 correspond a un ratio de concentration > 2 entre les deux conditions.

Ces résultats ont été représentés sous forme de « volcano plots » pour les trois comparaisons pour
chaque protocole : gels stacking (figure 44), tube-gels (figure 45) et digestions liquides (figure 46).
Chaque protéine est représentée en selon de sa différence d’expression entre les deux conditions
comparées et de la valeur p obtenue par le test de Welch. Les protéines UPS1 apparaissent bien
distinctes des protéines de levure avec les trois protocoles. Un chevauchement plus important des

ratios de concentration obtenus pour les trois comparaisons est observé pour les digestions liquides.
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Figure 44
Représentation de type « volcano plot » obtenue avec les gels stacking.

RC : ratio de concentration théorique.
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RC : ratio de concentration théorique.
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Représentation de type « volcano plot » obtenue avec les digestions liquides.
RC : ratio de concentration théorique.
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Pour déterminer la sensibilité et la proportion de faux positifs pour chaque protocole, nous avons
considéré les protéines comme pouvant étre des événements :
- vrais positifs (VP): protéines UPS1 déterminées comme variantes avec les critéres
précédents (p < 0,05 avec une différence > 1)
- faux négatifs: protéines UPS1 déterminées comme non variantes avec les critéres
précédents (p < 0,05 avec une différence > 1)
- faux positifs (FP) : protéines de levure déterminées comme variantes avec les critéres

précédents (p < 0,05 avec une différence 21 ou < 1)

La sensibilité et la proportion de faux positifs peuvent ainsi étre définies de la fagon suivante :
- sensibilité: VP / (VP + FN). Dans notre cas, la somme VP + FN est égale a 48 car elle
correspond au nombre de protéines UPS1 attendues
- Taux de faux positifs : FP / (VP + FP)

Le tableau 19 indique les résultats obtenus pour chaque protocole.

Sensibilité (%) Proportion de faux positifs (%)

Comparaison | Comparaison | Comparaison | Comparaison | Comparaison | Comparaison

A B C C
Tube-gels 96 96 54 2 0 0
Stacking 92 94 56 2 2 0
Digestions 90 83 40 30 27 0
liquides
Tableau 19

Sensibilité et proportion de faux positifs obtenues avec chaque comparaison pour les différents protocoles.

Pour les comparaisons A et B, le protocole TG a permis d’identifier comme variantes les protéines
UPS1 avec une sensibilité supérieure aux gels stacking et aux digestions liquides. Pour ces deux
comparaisons, la proportion de faux positifs obtenue avec les TG est inférieure ou égale a celle
obtenue avec les gels stacking. La digestion liquide donne les moins bons résultats en terme de

sensibilité et de proportion de faux positifs dans les deux comparaisons A et B.

Les sensibilités obtenues avec la comparaison C sont inférieures a celles obtenues avec les deux
autres comparaisons. Ce point s’explique par ['utilisation d’un ratio seuil de concentration
strictement supérieur a deux pour définir une protéine comme variante. Or ce ratio correspond a
celui évalué par la comparaison C (10 versus 5 fmol). Les protéines ayant un ratio de concentration
calculé strictement inférieur a deux dans la comparaison C n’ont donc pas été considérées comme

variantes pour le calcul de la sensibilité.
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Le protocole TG donne donc des résultats au moins équivalents en termes de sensibilité et de
proportion de faux positifs par rapport aux gels stacking. En terme de sensibilité, les moins bons

résultats ont été obtenus avec la digestion liquide.

4. CONCLUSIONS

Ce projet était basé sur la réalisation d’un mélange protéique parfaitement calibré comportant une
gamme de concentration de protéines UPS1 dans un lysat protéique total de levure constituant une
matrice complexe invariante. Cette stratégie a permis de comparer sur un plan qualitatif
(identifications peptidiques et protéiques) et quantitatif (capacités a détecter des protéines
variantes) une préparation d’échantillons de type tube-gel par rapport a une préparation 1D SDS-

PAGE avec gel stacking ou par rapport a une digestion liquide.

Les résultats démontrent la possibilité d’utiliser ce protocole tube-gel pour l'identification de
protéines au sein d’une matrice complexe et la réalisation d’analyses protéomiques différentielles.
Ce mode de préparation a pour principaux avantages d’étre compatible avec I'utilisation de SDS pour
I’extraction et la solubilisation des protéines, et de réduire considérablement le temps de

préparation par rapport aux gels d’acrylamide classiques et a la digestion liquide.
Ce mode de préparation tube-gel permet d’envisager plus facilement I'analyse d’un grand nombre

d’échantillons compte tenu du gain de temps significatif obtenu lors de la préparation des

échantillons.

5. COMMUNICATION DES RESULTATS

Un article soumis a la revue Journal of Proteome Research :

Tube-gel digestion: a fast and reproducible sample preparation protocol for label-free quantitative
proteomics of complex biological samples.
L. Muller*, LM. Fornecker*, A. van Dorsselaer, S. Cianferani, C. Carapito.

* equally contributed to this work

Une communication par dffiche (annexe 6) :

Evaluation de la préparation d’échantillons « tube-gel » pour I’analyse quantitative d’échantillons
complexes. L. Muller, LM Fornecker, C. Carapito, S. Cianferani.

Congres de Spectrométrie de Masse et d’Analyse Protéomique (SMAP) (Ajaccio, 15-18 septembre
2015)
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e Chapitre 5
Recherche de biomarqueurs prédictifs de la réponse au
traitement dans les lymphomes B diffus a grandes cellules

1. CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET MEDICAL

Comme nous l'avons vu dans la premiére partie, les lymphomes B diffus a grandes cellules
représentent I'entité la plus fréquente parmi les lymphomes non-hodgkiniens. L’hétérogénéité de
cette maladie sur le plan biologique est illustrée par les profils d’expressions géniques qui
permettent de distinguer deux principaux sous-types moléculaires : les formes ABC et GC.** Malgré
I"amélioration de la survie des patients depuis I'introduction des anticorps monoclonaux anti-CD20,
le sous-type ABC reste associé a un pronostic défavorable.'”® Ce sous-type ABC est prédominant chez
les patients réfractaires ou en rechute.” La prise en charge de ces patients reste, a I’heure actuelle,
un défi thérapeutique majeur. De méme, une meilleure compréhension des mécanismes impliqués

dans la chimiorésistance est nécessaire.

Une étude protéomique publiée en 2011 a comparé par 2D-DIGE (two-dimensional differential in-gel
electrophoresis) des lignées cellulaires de LBDGC résistantes ou sensibles a une chimiothérapie de
type CHOP. Une liste de dix protéines différentielles a pu étre établie. Parmi cette liste, les protéines
Akt, 14.3.3 et vimentine étaient surexprimées dans les cellules chimio-résistantes. Les auteurs ont pu
montrer qu’une inhibition de la synthese de la protéine 14.3.3 par siRNA ou qu’une inhibition d’Akt
permettait de restaurer la sensibilité des cellules au traitement. Linhibition de la synthése de
vimentine par siRNA était quant a elle associée a une diminution de la capacité des cellules a envahir

une matrice de collagéne.**

Une autre étude protéomique publiée en 2013 a utilisé une approche similaire.”** Des cultures
cellulaires ont été réalisées a partir de tissus ganglionnaires prélevés au diagnostic chez 14 patients.
Les cellules ont été exposées in vitro pendant 48 heures aux agents de chimiothérapie contenus dans
le protocole CHOP (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone). Deux groupes ont
été constitués selon la viabilité cellulaire aprés exposition a la chimiothérapie : un groupe avec une
faible sensibilité a la chimiothérapie (n = 7) et un groupe avec une forte sensibilité (n = 7). Apres
extraction des protéines, un fractionnement par gel 2D a été réalisé permettant de mettre en

évidence 19 spots différentiels qui ont ensuite été analysés par MALDI TOF/TOF.
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A partir des 19 protéines identifiées, une analyse par Western blot sur dix échantillons a confirmé
une surexpression des protéines EZR et PLEK et une sous-expression des protéines GSTP1 et HSPB1
dans le groupe avec une sensibilité élevée par rapport au groupe avec une faible sensibilité au
traitement. Ces résultats ont également été confirmés dans la méme étude par des techniques

immunohistochimiques sur 98 prélévements.

Ces deux études publiées étaient basées sur des cultures cellulaires exposées in vitro aux agents de
chimiothérapie avec une approche protéomique basée sur la réalisation de gels 2D. Notre projet se
démarque par:

- l'utilisation du tissu tumoral (prélevement ganglionnaire réalisé chez les patients) comme
matériel biologique de départ, sans étape in vitro de culture cellulaire,

- une approche de type «shotgun» utilisant des spectrometres de masse de derniere
génération. Ce type d’approche permet donc d’appliquer une stratégie protéomique
quantitative globale sans marquage et d’augmenter significativement la couverture du
protéome étudié,

- une cohorte de patients traités en premiere ligne de fagcon homogéne par immuno-
chimiothérapie (association du rituximab a la chimiothérapie pour tous les patients). Les
données cliniques de ces patients sont connues ce qui a permis de déterminer deux groupes
de patients : un groupe de patients « réfractaires » et un groupe de patients « sensibles ».
Les patients du groupe « réfractaire » étaient soit réfractaires primaires au traitement de
premiere ligne (absence de réponse), ou ont rechuté précocement apres avoir obtenu une
réponse compléete initiale (durée de réponse inférieure a 12 mois). Tous les patients du
groupe « sensible » ont obtenu une réponse compléte au traitement de premiére ligne et

n’ont pas rechuté.

2. PROCEDURE EXPERIMENTALE

2.1. Constitution des cohortes

La sélection des prélevements a été faite a partir d’'une liste de patients pour lesquels un
prélevement ganglionnaire congelé était disponible au Centre de Ressources Biologiques (CRB) des
Hopitaux Universitaires de Strasbourg. Les patients ont été sélectionnés sur la base des critéres
suivants :

- diagnostic d’'un lymphome B diffus a grandes cellules selon la classification OMS 2008,

- prélevement ganglionnaire congelé disponible,

- traitement de premiere ligne de type R-CHOP et données cliniques disponibles,

- patients informés de I'étude et n’ayant pas exprimé d’opposition a ['utilisation des

prélevements.
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Deux groupes de six patients ont ainsi été constitués. Leurs caractéristiques sont résumées dans le
tableau 20.

Chimiosensibles Rechute / Réfractaires
(n=6) (n=6)

Age médian (au diagnostic) 37 (18-72) 49 (34-79)
Sexe

Homme 3 4

Femme 3 2
aalPI (au diagnostic)

0-1 2 0

2-3 4 6
Stade d’Ann Arbor (au diagnostic)

I-11 2 0

-1V 4 6
LDH augmentées (au diagnostic) 4 6
Nombre de sites extra-ganglionnaires > 1 1 4
Nombre médian de lignes de traitement 1 4 (3-5)
Réponse au traitement de 1 ligne

Rémission complete 6 2

Echec (réfractaires primaires) 4
Déces 0 4
Tableau 20

Caractéristiques des deux groupes de patients.

Les prélevements ganglionnaires utilisés pour I'analyse protéomique étaient ceux ayant permis de
poser le diagnostic de la maladie pour dix patients. Ces prélevements ont donc été réalisés avant le
début du traitement. Pour deux patients du groupe réfractaire, ces prélevements initiaux n’étaient
pas disponibles (absence de tissu congelé). Pour ces deux patients, les prélevements ganglionnaires
congelés utilisés pour I'analyse protéomique provenaient de nouvelles biopsies réalisées
ultérieurement, apres le début du traitement, pour confirmer I'absence de réponse ou la rechute

précoce de la maladie.

2.2. Extraction des protéines

Tous les préléevements ont été conservés a -80°c jusqu’a leur utilisation. Le matériel biologique étant
constitué d’un fragment de tissu, nous avons réalisé une extraction par broyage mécanique a I'aide
d’un potter dans un tampon de type Laemmli. Deux extractions successives ont été réalisées sur de la
glace pour chaque prélévement (premiére extraction avec 100 pL de tampon et deuxiéme extraction
avec 85 uL de tampon). Aprés sonication pendant cing minutes, un dosage DC™ (Bio Rad),
compatible avec la présence de SDS, a été réalisé en duplicata aprés dilution de I'échantillon au
1/10°.
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La quantité de tissu utilisée était en moyenne de 9,4 mg (minimum : 1,5 mg ; maximum : 12,3 mg). La
quantité de protéines obtenue apres extraction était en moyenne de 166 pg par mg de ganglion
(minimum : 120 pg; maximum : 371 pg). Ce procédé a donc permis d’extraire et de solubiliser une
guantité largement suffisante de protéines pour la réalisation des analyses protéomiques, y compris

a partir de quantités de tissu tres faible (au minimum 1,5 mg de tissu ganglionnaire).

Pour chaque échantillon, 20 pug de protéines ont été déposés sur gel 1D SDS-PAGE. Les protéines ont
été concentrées dans une seule bande de stacking. La bande de stacking et la portion de gel située
au-dessus ont été découpées. Les protéines ont été réduites et alkylées avant digestion trypsique.
Aprés extraction, les peptides provenant de la portion de gel située au-dessus de la bande de

stacking ont été ajoutés a ceux extraits de la bande de stacking.

2.3. Analyses nanoLC-MS/MS et traitement des données

Les analyses ont été réalisées sur un couplage nanoLC-QTOF (nanoAcquity (Waters), Impact Il

(Bruker)). Un gradient chromatographique de 120 minutes a été utilisé (5 a 35 % d’acétonitrile).

Par rapport a I'lmpact HD utilisé dans le projet PROTELL, I'lmpact Il offre principalement un gain de
résolution (R = 45000). Les améliorations techniques ont porté sur la cellule de collision, le réflectron

et le détecteur.’®

Cet instrument a été mis en place dans le laboratoire en juillet 2015.

Le traitement des données a été réalisé a I'aide du logiciel MaxQuant. Les recherches ont été faites
dans la banque humaine Swiss-Prot incluant les isoformes correspondant aux variants d’épissage
annotés (42129 entrées a la date du 16 novembre 2015) avec le moteur de recherche Andromeda.®®
Les données ont été validées avec un FDR inférieur ou égal a 1 % au niveau peptidique et protéique
en utilisant une stratégie target-decoy. La carbamidométhylation a été paramétrée en modification
fixe. L'oxydation des méthionines et I'acétylation N-terminale des protéines ont été paramétrées en
modifications variables. La quantification a été faite sur les peptides non modifiés sans utiliser de

réplicat d’injection. Le logiciel Perseus a été utilisé pour I'analyse des résultats.
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La figure 47 schématise la procédure expérimentale mise en place.
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Figure 47
Récapitulatif global de la procédure expérimentale mise en place.

3. RESULTATS

Au total, 4251 protéines non redondantes ont pu étre identifiées a partir des douze analyses. Le

nombre de protéines identifiées par échantillon varie de 2445 a 2976.

Les comparaisons deux a deux des différents échantillons montrent un coefficient de corrélation de
Pearson moyen a 0,92 pour les 132 comparaisons possibles. Ceci traduit une quantification
reproductible et un protéome globalement similaire entre les échantillons. La figure 48 montre un

exemple de corrélation obtenue entre deux échantillons (r = 0,93).
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Figure 48
Comparaison des intensités normalisées des protéines entre deux échantillons (coefficient de Pearson r=0.93).

Les valeurs d’intensités sont transformées en log(2).
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La gamme dynamique couverte est proche de cing ordres de grandeur avec 82 % des protéines ayant

une intensité comprise entre deux ordres de grandeur (10° et 10’) (Figure 49).
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Figure 49
Représentation de la gamme dynamique pour I'ensemble des protéines quantifiées. Le rang des protéines a été attribué par
ordre décroissant de leur intensité (rang 1 attribué a la protéine la plus intense).

La comparaison des deux groupes de patients a été faite en utilisant les valeurs normalisées

d’intensité générées par le logiciel MaxQuant pour chaque protéine.

Parmi les 4251 protéines identifiées, 4221 l'ont été avec au moins un peptide unique. Parmi
ces 4221 protéines, seules 47 n‘ont pu étre quantifiées dans aucun des douze échantillons. Sur
les 4174 protéines restantes, 288 ont été quantifiées uniquement dans le groupe « sensible » (dont
seules neuf dans au moins quatre échantillons sur les six de ce groupe) et 822 protéines uniquement
dans le groupe « réfractaire » (dont seules 11 dans au moins quatre échantillons sur les six de ce
groupe). Parmi les 3064 protéines quantifiées dans au moins un échantillon de chaque groupe, 2216
I'ont été dans au moins quatre échantillons sur les six de chaque groupe. Une analyse statistique
avec un test de Welch a été faite sur ces 2216 protéines pour déterminer celles ayant une expression
significativement différente entre les deux groupes. Le test de Welch a été réalisé a partir des valeurs
normalisées d’intensité apres transformation en (log2). Ce test a été significatif (p < 0,05)
pour 187 protéines : 106 surexprimées dans le groupe « réfractaire » et 81 surexprimées dans le

groupe « sensible » (Figure 50).
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Figure 50
Filtres appliqués pour établir la liste de protéines d'intérét.

3.1. Protéines uniquement quantifiées dans au moins quatre échantillons du groupe
« sensible »

L'interprétation des résultats est faite en considérant ces neuf protéines comme étant présentes

dans le groupe « sensible » et absentes dans le groupe « réfractaire » (tableau 21).

Nombre total Intensité
Protéine de peptides normalisée
uniques moyenne (x10°)

UAP56-interacting factor FYTTD1 3 7,48
Oxyg‘en-depe‘ndent coproporphyrmogen— CPOX 6 7,02

Il oxidase, mitochondrial

Paired box protein Pax-5 PAX5 3 6,00
B-lymphocyte antigen CD19 CD19 5 6,03
TBC1 domain family member 22A TBC1D22A 3 5,21
CUGBP Elav-like family member 1 CELF1 2 5,44
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 Z UBE2Z 2 5,28
LIM and cysteine-rich domains protein 1 LMCD1 4 9,06
Protein NDRG3 NDRG3 3 5,39

Tableau 21
Liste des neuf protéines quantifiées dans au moins quatre échantillons sur six du groupe "sensible" et non quantifiées dans le
groupe "réfractaire".
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La protéine UAP56-interacting factor (UIF) est la seule parmi ces neuf a avoir été quantifiée dans

I’'ensemble des échantillons du groupe « sensible ». Cette protéine est codée par le géne FYTTDI et
joue un role d’adaptateur dans I'export des ARN messagers du noyau vers le cytoplasme. Ce
processus d’export est notamment médié par la protéine NXF1 et nécessite le recrutement au niveau
des ARNm de I'adaptateur canonique REF/ALY. Ce recrutement est réalisé par 'intermédiaire de la
protéine UAP56."* La protéine UIF se co-localise quant a elle sur les mémes ARNm que I'adaptateur
canonique REF/ALY." D’autres protéines intervenant dans cette voie d’export des ARNm ont pu &tre
identifiées et quantifiéesdans les deux groupes de patients, mais sans différence
significative d’expression :

- NXF1 a pu étre quantifiée dans cing échantillons (deux échantillons du groupe « réfractaire »

et trois échantillons du groupe « sensible »),

- UAP56 et REF/ALY ont été quantifiées dans les douze échantillons.

La protéine PAX5 est un facteur de transcription qui joue un réle majeur dans la lymphopoiése. Il

permet d’orienter les cellules vers la lignée lymphoide B tout en réprimant I'expression des genes

136

impliqués dans la différenciation lymphoide T.”> Son réle dans le développement des hémopathies

lymphoides B est encore mal connu. Des anomalies du géne PAX5 (délétions ou translocations) sont

17138 Des travaux récents réalisés

fréquemment décrites dans les leucémies aigués lymphoblastiques.
sur des lignées cellulaires de lymphomes a cellules du manteau ont montré que l'inhibition de
I'expression du gene PAX5 était associée a un phénotype plus agressif avec augmentation de la
prolifération cellulaire et des capacités d’infiltration des cellules tumorales. Cette inhibition du géne
PAX5 est également associée a une résistance au traitement plus importante ainsi qu’au

développement de formes agressives de type blastoides."

Le CD19 appartient a la superfamille des immunoglobulines. Cette protéine est un marqueur des

lymphocytes B. Elle participe a leur activation par la voie du BCR.**

141

Son expression est notamment
régulée par PAX5.'' Cette protéine est une cible thérapeutique'” avec, en particulier, le
développement d’anticorps bi-spécifiques anti-CD19 / anti-CD3 (BiTE, Bi-specifique T-cell Engager).
Dans cette classe thérapeutique d’anticorps monoclonaux, le blinatumomab a récemment obtenu
une autorisation de mise sur le marché pour le traitement des leucémies aigués lymphoblastiques.'**
Un essai de phase Il récemment publié a évalué cet anticorps dans le traitement des LBDGC

%% Dans cet essai il n’y a pas de

réfractaires : un taux de réponse global de 43 % a pu étre obtenu.
donnée disponible concernant le niveau d’expression du CD19. Ce niveau d’expression pourrait

éventuellement permettre de mieux identifier les patients éligibles a ce type de traitement.
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3.2. Protéines uniquement quantifiées dans au moins quatre échantillons du groupe
« réfractaire »

L'interprétation des résultats est faite en considérant les onze protéines comme étant présentes

dans le groupe « réfractaire » et absentes dans le groupe « sensible » (tableau 22).

Intensité

Protéine eptides uniaues normalisée
pep 9 moyenne (x10°)

Nombre total de

stromal interaction molecule 1 (STIM1) STIM1 4 10,8
DENN domain-containing protein 1C DENNDI1C 2 3.70
Guanlrle nucleotide-binding protein GNB4 3 13,3
subunit beta-4

Very long-chain acyl-CoA synthetase SLC27A2 5 7,53
Endor.1uclease domain-containing 1 ENDOD1 3 7,65
protein

Integrin alpha-5 ITGA5 5 5,94
Lysosomal acid phosphatase ACP2 4 6,33
Tyrosine-protein kinase ZAP-70 ZAP70 5 6,81
Reticulocalbin-2 RCN2 3 11,1
Tripartite motif-containing protein 47 TRIM47 2 6,39
COMM domain-containing protein 3 COMMD3 3 8,54
Tableau 22

Liste des onze protéines quantifiées dans au moins quatre échantillons sur six du groupe "réfractaire” et non quantifiées
dans le groupe "sensible".

La protéine stromal interaction molecule 1 (STIM1) est la seule a avoir été quantifiée dans les six

échantillons. Elle est codée par le géne STIM1. Les protéines STIM 1 et 2 jouent un réle important
dans le controle de I’'homéostasie intracellulaire du calcium et dans la régulation des signaux
calciques. Elles sont localisées au niveau du réticulum endoplasmique et interagissent notamment

145198 Des travaux récents d’une équipe frangaise ont montré que le

avec les canaux calciques Orail.
rituximab pouvait entrainer une co-localisation au niveau de la membrane cytoplasmique du CD20,
du CD95, des canaux calciques Orail et de la protéine STIM1. Le signal calcique ainsi généré pourrait
inhiber I'apoptose induite par le CD20. L'inhibition de ces canaux calciques pourrait donc représenter

une piste potentielle pour restaurer I'action pro-apoptotique du rituximab.'*’
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Les protéines de la famille COMMD (Copper Metabolism gene MURR1 Domain-containing) sont des

protéines ubiquitaires intervenant dans la régulation de la voie NF-kB. L’activation de la voie NF-kB
est est décrite dans de nombreux types de lymphomes,**® en particulier le sous-type ABC des
LBDGC." Parmi les protéines de la famille COMMD, COMMD1 est la mieux connue. Elle participe a
I'inhibition de la voie NF-kB par l'ubiquitination de RELA et sa dégradation au niveau du

130 | es mécanismes impliguant COMMD3 sont quant a eux moins bien connus. Son

protéasome.
expression tissulaire la plus importante se trouve dans le thymus et COMMD3 peut s’associer a
COMMD1."" Contrairement & COMMD3, la protéine COMMD1 a été quantifiée dans les deux
groupes de patients, mais uniguement dans deux échantillons du groupe « réfractaire » et trois du
groupe « sensible ». Ces résultats suggerent que la protéine COMMD3 pourrait donc un réle

spécifique dans la régulation de la voie NF-kB dans les LBDGC chimio-résistants.

La protéine ZAP70 (Zeta-Chain Associated Protein kinase 70 kDa) est une protéine cytoplasmique a
152

activité tyrosine kinase qui intervient dans la voie de signalisation du récepteur des lymphocytes T.
Son expression aberrante dans les hémopathies lymphoides B est connue, tout particulierement
dans la leucémie lymphoide Chronique au cours de laquelle son expression est associée a un
pronostic plus péjoratif.’>* Beaucoup moins de données sont disponibles concernant I'expression de

ZAP70 dans les LBDGC, mais elle pourrait étre plus importante dans le sous-type ABC.™*

3.3. Protéines quantifiées dans les deux groupes de patients

Parmi les 2216 protéines retenues pour |'analyse statistique, 187 ont un test significatif (p < 0,05).
Une représentation de type « heatmap » basée sur ces 187 protéines permet de ségréguer sans
ambiguité les patients de chaque groupe. Cette liste de protéines permet donc d’établir une

signature protéique distinguant les deux groupes de patients (Figure 51).
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Greapi « sensibla a Ciroupe = réfraciame »
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Figure 51

Représentation de type "heatmap" obtenue a partir des 187 protéines ayant un test de Welch significatif (p < 0,05) pour la
comparaison des deux groupes.

3.3.1. Protéines surexprimées dans le groupe « réfractaire »

La liste compléte de ces protéines figure en annexe 7. Certaines d’entre elles, ayant les différences
d’expressions les plus importantes entre les deux groupes et un rationnel biologique potentiel, sont

détaillées dans les paragraphes suivants.
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3.3.1.1. Fibrinogene

Le fibrinogene est constitué par I'assemblage de trois protéines (FGA, FGB et FGG). Ces trois
protéines sont surexprimées dans le groupe de patients « réfractaire » et ont été identifiées avec un
nombre total de 30, 32 et 23 peptides uniques respectivement. Chacune de ces trois protéines a été
quantifiée dans les douze échantillons. La figure 52 indique la distribution des intensités normalisées

pour chacune d’entre elles, en fonction du groupe de patients.
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Figure 52
Distribution des intensités normalisées pour les trois protéines FGA, FGB et FGG.
R : réfractaire, S : sensible

Ces résultats sont en faveur d’une abondance de fibrinogéne plus importante dans le tissu
ganglionnaire des formes réfractaires de LBDGC. Peu de données existent sur un réle éventuel du
fibrinogéne dans la lymphomagénese. Néanmoins, des travaux in vitro ont montré que le fibrinogene
pourrait stimuler la prolifération des cellules centroblastiques dans les follicules lymphoides par
I'intermédiaire des cellules dendritiques folliculaires situées dans la zone sombre des centres

germinatifs.>

Le fibrinogéne est également une protéine abondante dans le plasma. Pour évaluer la part d'une
éventuelle contamination plasmatique, nous avons comparé les taux plasmatiques de fibrinogéne
entre les deux groupes de patients. Les taux rapportés correspondent aux dosages réalisés au
moment du prélévement ganglionnaire. Le taux plasmatique médian de fibrinogene est supérieur
dans le groupe « sensible » par rapport au groupe « réfractaire » (4,7 g/L et 3,8 g/L respectivement)
(figure 53). Ce résultat ne permet cependant pas d’exclure formellement une contamination des
fragments de tissu ganglionnaire dans les six échantillons du groupe « réfractaire » plus importante

par le plasma.
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Figure 53
Distribution des taux plasmatiques de fibrinogene (R : réfractaire, S : sensible).

3.3.1.2. P-Rex1 (Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchanger
1 protein)

Cette protéine a été identifiée avec 15 peptides uniques au total. Elle participe a I'activation des
voies PI3K/AKT et MEK/ERK par l'intermédiaire de la protéine Rac. Son rdle potentiel dans la
lymphomagénese est inconnu, mais, dans le cancer du sein, elle pourrait participer a promouvoir la
prolifération des cellules tumorales.”® Dans le cancer de la prostate, P-Rexl est associée & une
résistance aux traitements anti-VEGF ou anti-VEGFR.™’ La distribution des intensités normalisées est

indiquée dans la figure 54 pour chacun des deux groupes de patients.

P-Rexl
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Figure 54
Distribution des intensités normalisées pour la protéine P-Rex1 (R : réfractaire, S : sensible).
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3.3.1.3. PLOD3 (Procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3)

La protéine PLOD3 a été identifiée avec 11 peptides uniques. Elle participe a I'organisation du réseau
des fibres de collagene. Des travaux publiés en 2006 sur le cancer du sein ont montré que le géne
PLOD3 faisait partie d’une signature transcriptionnelle associée a une résistance aux anthracyclines
et au cyclophosphamide.””® Ces deux produits de chimiothérapies sont largement utilisés pour le
traitement des lymphomes et font partie du protocole de chimiothérapie R-CHOP utilisé pour le
traitement de premiere ligne des LBDGC. La figure 55 indique la distribution des valeurs d’intensités

normalisées dans les deux groupes de patients.
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Figure 55
Distribution des intensités normalisées pour la protéine PLOD3.
R : réfractaire, S : sensible

3.3.1.4. Tensin-3

Cette protéine a été identifiée avec 13 peptides uniques. Des travaux réalisés sur des lignées de
cancer du poumon, du sein ou de mélanome ont montré qu’elle pouvait étre phosphorylée par
I'intermédiaire de la voie Src. Elle contribue au développement tumoral et au pouvoir métastatique

159

des cellules tumorales.™ Il n'y a par contre pas de données disponibles dans la littérature

concernant son rdle potentiel dans la lymphomagéneése.
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La figure 56 indique la distribution des valeurs d’intensités normalisées dans les deux groupes de

patients.
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Figure 56
Distribution des intensités normalisées pour la protéine Tensin-3.
R : réfractaire, S : sensible

3.3.2. Protéines surexprimées dans le groupe « sensible »

La liste complete est donnée en annexe 7. Les exemples de certaines protéines ayant les différences

d’expression les plus importantes sont détaillés ci-dessous.

3.3.21. CD20

Le CD20 a été identifié avec 11 peptides uniques. Cette protéine membranaire a une importance
majeure dans le contexte des hémopathies lymphoides B. Elle constitue la cible des anticorps
monoclonaux anti-CD20 dont le chef de file est le rituximab. L’association de ces anticorps
monoclonaux aux polychimiothérapies conventionnelles a représenté un progrés thérapeutique
majeur avec un bénéfice en survie globale obtenu notamment chez les patients traités pour un
LBDGC. Les douze patients de cette série ont tous bénéficié d’un traitement par rituximab en

premiere ligne.
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La protéine CD20 a pu étre quantifiée dans les six échantillons du groupe « sensible » et quatre du
groupe « réfractaire ». Parmi les deux échantillons du groupe « réfractaire » pour lesquels la protéine
n’a pas pu étre quantifiée, un cas I'exprimait également faiblement en immunohistochimie (10 % des
cellules) et I'autre cas correspondait a un sous-type de LBDGC « riche en cellules T » avec des cellules

tumorales en proportion minoritaire.

Afin d’évaluer un éventuel biais lié a une mauvaise solubilisation des protéines membranaires,
I’expression du CD45 (identifié sans différence significative entre les deux groupes avec 38 peptides
uniques) a été comparée a celle du CD20. Le CD45 est une protéine membranaire a activité tyrosine
phosphatase exprimée par toutes les cellules leucocytaires. La figure 57 indique les distributions des

valeurs d’intensités normalisées obtenues dans chaque groupe de patients pour ces deux protéines.
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Figure 57
Distribution des intenstés normalisées pour les protéines CD20 et CD45.
R : réfractaire, S : sensible

Dans la littérature, deux travaux ont évalué I'expression du CD20 dans les LBDGC par cytométrie en
flux. De facon similaire aux résultats obtenus dans notre étude, une expression faible ou absente du

CD20 était corrélée & un pronostic plus péjoratifs.'*****
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3.3.2.2.  SYK (Spleen tyrosine kinase)

La protéine SYK a été identifiée avec un total de 24 peptides uniques. Cette protéine, ayant une
activité tyrosine kinase, a un role majeur dans les premiéres étapes de la voie de signalisation du

récepteur des lymphocytes B.'*

D’autres protéines sont également impliquées dans les premiéres
étapes de cette voie de signalisation, telles que la tyrosine kinase de Bruton (BTK), LYN ou la
PI3 kinase. Hormis SYK, il n’a pas été observé de différences significatives entre les deux groupes

pour I'expression de BTK, LYN ou la sous-unité catalytique de PI3K delta.

Cette protéine constitue de plus une cible thérapeutique pour des inhibiteurs de tyrosine kinases.'®

Des inhibiteurs de SYK sont en cours de développement et d’évaluation dans les hémopathies

164,165

lymphoides B (fostamatinib, entospletinib). La figure 58 indique les distributions des intensités

normalisées pour ces différentes protéines impliquées dans la voie de signalisation du BCR.
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Figure 58

Distribution des intensités normalisées pour les protéines SYK, LYN, BTK et PI3K. La sous-unité catalytique de I'isoforme delta
de la PI3K est représentée.

R : réfractaire, S : sensible

3.3.2.3.  LIMA1 (LIM domain and actin-binding protein 1)

Cette protéine a été identifiée avec 18 peptides uniques. Elle est également connue sous le nom
EPLIN (Epithelial Protein Lost In Neoplasm) et posséde une fonction de suppresseur de tumeurs.'*®

Son expression est dérégulée dans différents types de cancers.'®®
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Son réle potentiel dans la lymphomagéneése des LBDGC est inconnu. Cependant, dans les lymphomes
du MALT, un clivage de LIMAL1 a lieu en présence de la translocation t(11;18)(q21;921) qui implique
les génes API2 et MALT1."° Cette translocation induisant un clivage de LIMA1 est récurrente dans les
lymphomes du MALT de I'estomac. Ces lymphomes se développent majoritairement en présence de
la bactérie Helicobacter pylori au niveau de la muqueuse gastrique. Une guérison du lymphome est
possible par un traitement antibiotique éradicateur d’H. pylori. Cependant, la présence de cette

translocation t(11;14) est associée a une résistance du lymphome a ce traitement éradicateur.

La distribution des intensités normalisées obtenues pour les deux groupes de patients est indiquée

dans la figure 59.

LIntsA

Tod BiliE

LALL -+

A TEd

[ = BERT T

(i enait-he LF

LI

Bt 40

e i oL e x5

Figure 59
Distribution des intensités normalisées pour la protéine LIMA1L.

R : réfractaire, S : sensible

4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce projet a permis d’identifier et quantifier plus de 4000 protéines par une approche quantitative
globale sans marquage a partir de tissus ganglionnaires. La constitution de deux cohortes distinctes
de patients sur la base de leur chimiosensibilité a permis de mettre en évidence une liste de
protéines exprimées différentiellement entre ces deux groupes de patients. Certaines de ces
protéines pourraient permettre de mieux comprendre les processus impliqués dans la
chimiorésistance ou de mieux définir des sous-groupes de patients pouvant bénéficier de

traitements ciblés.
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Les perspectives de ce travail sont:

- Etablir une nouvelle cohorte de patients chimiosensibles et chimioréfractaires pour
confirmer ces résultats sur une deuxiéme série indépendante de patients.

- Valider les biomarqueurs potentiels par des approches différentes : immunohistochimie ou
protéomique quantitative ciblée

- Corréler ces résultats de protéomique quantitative avec une analyse quantitative du

transcriptome par RNAseq sur des échantillons identiques.

Ces perspectives ont fait I'objet d’'une réponse, en cours d’évaluation, a un appel a projet du
Cancéropéle Grand-Est, en collaboration avec le Laboratoire d’Immuno-Rhumatologie Moléculaire
du Pr S. BAHRAM (INSERM UMRS_1109, Université de Strasbourg) pour I'analyse du transcriptome
par RNAseq. Il a pour objectif d’évaluer la faisabilité d’une approche multidisciplinaire et
complémentaire par analyses protéomique et transcriptomique reposant sur l'utilisation d’un
matériel biologique identique pour ces deux approches. Cette utilisation d’'un matériel biologique
commun permettra de réaliser une analyse intégrée et multidimensionnelle des données de

protéomique et de RNAseq.”**"?

Une autre perspective pour poursuivre I'étude protéomique des LBDGC est de mettre en place une
méthode d’extraction des protéines a partir de lames histologiques. En effet, si le matériel tumoral
utilisé dans ce projet provenait de tissu ganglionnaire congelé, cette étape de congélation n’est pas
réalisée pour tous les patients (souvent en raison d’'un manque de matériel apres réalisation des
analyses nécessaires pour poser le diagnostic). Des travaux publiés dans la littérature indiquent qu’il
est cependant possible d’extraire des protéines et de réaliser des analyses protéomiques par
spectrométrie de masse a partir de lames tissulaires inclues en paraffine comportant des protéines

173-175

fixées. L'utilisation de ce type de méthode d’extraction pourrait permettre d’accroitre

considérablement le nombre d’échantillons disponibles.
Enfin, I'approche globale développée dans ce projet pourra étre étendue a I'analyse d’autres types

de lymphomes non-hodgkiniens ou hodgkiniens et ouvre ainsi encore plus de perspectives pour

I"analyse protéomique des lymphomes.
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Partie Il

Discussion et synthese
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1. PROBLEMATIQUE GENERALE DES BIOMARQUEURS

Les applications concretes des biomarqueurs dans le domaine médical sont multiples. Il est possible
schématiquement de distinguer 1) les biomarqueurs utilisés pour le dépistage ou le diagnostic des
maladies, 2) ceux servant a établir un pronostic, ou 3) ceux utilisés a visée prédictive de la réponse a
un traitement. En paralléle de ces applications cliniques, les biomarqueurs sont également trés

largement utilisés dans le cadre de la recherche académique ou de I'industrie pharmaceutique.

Ces différents aspects relatifs a I'utilisation des biomarqueurs s’appliquent tout particulierement au
domaine de la cancérologie. Il existe en effet dans ce domaine un besoin majeur d’améliorer le
diagnostic et le traitement des pathologies cancéreuses. Bien que de nombreux biomarqueurs
encore utilisés aujourd’hui aient été découverts il y a plusieurs années voire décennies, les progres
technologiques récents ont permis de mettre en évidence un nombre important de nouveaux
biomarqueurs potentiels. La figure 60 illustre ce phénomeéne en indiquant le nombre de publications
indexées dans PubMed avec les deux mots clés « biomarkers » et « neoplasms » parues chaque
année entre 2000 et 2014 (recherche effectuée avec les termes MeSH, Medical Subject Headings). Le
nombre d’articles publiés chagque année a presque triplé pour atteindre au final plus de
167000 articles sur cette période.

FIHIH
1800
16000

14000
12000

1IHICH]
BN
GO0
AN
FIHIN
i} - BN SN NN BER RN W N .. =

E L e e
Auwtde dw pdilessia

i

Mombre d'articles pulbl

Figure 60
Nombre de publications indexées dans PubMed avec les deux mots clés « biomarkers » et « neoplasms » parues chaque
année entre 2000 et 2014.
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Certains exemples illustrent des succes liés a la découverte de biomarqueurs en lien direct avec la
stratégie thérapeutique de certains cancers : le cetuximab est un anticorps monoclonal chimérique
dirigé contre le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR, Epidermal Growth factor
receptor) indiqué dans le traitement du cancer colorectal métastatique. Cependant seuls les patients
ne présentant pas de mutation du géne KRAS sont susceptibles de répondre a ce traitement. La
recherche de cette mutation est donc nécessaire avant l'instauration du traitement. De fagon
similaire, le gefitinib est un inhibiteur de la tyrosine-kinase de I'EGFR, indiqué dans le traitement du
cancer bronchique non a petites cellules. Il n'apporte cependant de bénéfice en survie sans

progression que chez les patients ayant une mutation activatrice de I'EGFR.

Néanmoins, alors qu’un nombre croissant de biomarqueurs est proposé dans la littérature, tres peu
finissent par réellement trouver une place en pratique clinique. Dans le domaine des hémopathies
lymphoides, I'exemple de la leucémie lymphoide chronique illustre ce paradoxe. La classification de
Binet a été publiée en 1981 & partir de deux séries comportant 99 et 196 patients.'® Depuis cette
publication, quelques dates rendent compte des progrés exponentiels réalisés en biologie
moléculaire :

- 1977 : Frederick Sanger décrit une nouvelle méthode de séquencage de ’ADN'"®

- 1983-1985 : mise au point de la technique de PCR (Polymerase Chain Reaction)’”*"®

- 2000-2001 : Le séquencage du génome humain dans le cadre du projet HGP (Human Genome
Project) a été achevé en 2000 et les premiers résultats publiés en 20017°18°

- 2007 : Le premier séquencage du génome d’un seul individu est publié (génome de James
Watson qui a découvert dans les années 1950 la structure double-brin en hélice de
I;ADN)181,182

- Depuis la fin des années 2000, les techniques de séquencage de nouvelle génération (NGS)
ont encore augmenté la vitesse d’acquisition des données et ouvert la voie a de nouvelles

perspectives sur un plan biologique.'®

La base de données GOLD (Genome Online
Database)'®* répertorie les différents projets de séquencage de génomes réalisés. La figure
61 montre 'augmentation rapide du nombre de projets ces derniéeres années. Plus de 7000

génomes sont annotés de fagcon compléte a ce jour.
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Figure 61

Nombre de projets de séquengage de génomes annotés de fagon compléte ou partielle (permanent drafts) par année
recensés sur la base de données GOLD (d’apreés référence n° 184).

Appliqués au domaine de la LLC, tous ces progres ont permis de mieux caractériser la maladie aux
niveaux génétique et moléculaire a partir des années 1990. Des sous-groupes de patients a haut
risque ont été clairement identifiés. Pour autant, malgré toutes ces avancées, les recommandations
d’instauration d’un traitement dans la LLC en 2016 restent basées sur la classification de Binet :

- patients de stade A avec des critéres de maladie active,

- patients de stade B avec un syndrome tumoral,

- patients de stade C.

Le seul facteur pronostique dont la recherche est « obligatoire » avant d’instaurer un traitement est
la recherche de la délétion 17p par FISH et la recherche de mutations du gene TP53 en biologie

moléculaire. Ces patients bénéficient en effet de stratégies thérapeutiques différentes.
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Il existe d’autres exemples de biomarqueurs encore largement utilisés aujourd’hui et qui ont été

découverts bien avant I’ére des technologies « omiques » :

1980 : dosage du CA125 dans le cancer de I'ovaire'® et du PSA (Prostatic Specifique Antigen)

dans le cancer de la prostate,****’

188

dans les années 1960, découverte de I'alpha foeto-protéine (AFP)™*° et de I'antigéne carcino-

embryonnaire (ACE),***

il est méme possible de remonter jusqu’a 1848 avec la découverte du dosage de la glycémie
ou la découverte par Henry Bence Jones d’une protéine correspondant a une chaine légere
d’'immunoglobuline. Le dosage de cette protéine de Bence Jones dans les urines est toujours

largement utilisé actuellement pour le suivi des patients atteints de myélome.

Les raisons sont multiples pour expliquer cet écart important entre la pratique clinique quotidienne

et les travaux considérables réalisés sur un plan fondamental pour identifier de nouveaux

biomarqueurs. Ces raisons se trouvent dans chacune des deux grandes phases du développement

d’un biomarqueur : phase de découverte et phase de validation.

Plusieurs sources d’erreurs sont possibles au moment de la phase de découverte, empéchant la

validation ultérieure du biomarqueur :

140

Etape pré-analytique : la question biologique de départ doit étre clairement établie. De

méme, la sélection des échantillons et du matériel biologique doivent étre rigoureux et
permettre de répondre a la question posée. Le nombre d’échantillons utilisés doit étre
suffisant pour mettre en évidence une différence entre deux conditions. Une attention
particuliére est nécessaire sur les conditions de prélevement et de stockage des échantillons.
Toute modification d’un biomarqueur apparaissant in vitro altére sa capacité a refléter son
état in vivo.

Etape analytique : la technique employée et ses limites doivent étre parfaitement maitrisées.

Il est fondamental a cette étape de pouvoir assurer la qualité des résultats générés par la
mise en place de controles qualités. Une analyse protéomique, par exemple, ne se limite pas
a fournir une liste de protéines.

Etape post-analytique : I'analyse et l'interprétation des résultats fournis est une étape

crucial. Son importance est croissante avec les progrés technologiques actuels qui générent
des quantités importantes de données (big data). La maitrise des logiciels bio-informatiques
et des tests statistiques permettant le traitement des données, en particulier avec les
approches « omiques », est nécessaire. La pertinence biologique des résultats doit étre
vérifiée. La seule positivité d’un test statistique est insuffisante pour proposer un

biomarqueur potentiel.



Deux exemples peuvent illustrer ce qui précéde: I'acide lysophosphatidique a été proposé en 1998

190

comme biomarqueur plasmatique des cancers de 'ovaire.”" Ce biomarqueur n’a pas été validé en

raison notamment d’une sécrétion possible dans le plasma par différents types cellulaires, dont les

191

plaquettes activées par le prélevement sanguin ou la centrifugation du plasma.”" Le deuxiéme

exemple est celui de la protéine EPCA-2 (Early Prostate Antigen-2) proposé en 2007 comme

192

biomarqueur du cancer de la prostate avec des performances supérieures au dosage du PSA.”“ Par la

suite des erreurs analytiques dans I'utilisation des méthodes de dosage ont été mises en évidence et

reconnues par les auteurs.'” L’article initial a été rétracté en 2012."*

Dans d’autres situations, certains biomarqueurs franchissent avec succes les étapes de découverte
puis de validation, mais ne sont pas pour autant utilisés en pratique clinique. Plusieurs raisons
peuvent a nouveau étre évoquées :

- Absence de bénéfice apporté par les nouveaux biomarqueurs par rapport a ceux déja
existants. Selon le type de biomarqueur, le bénéfice en question peut étre au niveau
diagnostic (les performances d’'un nouveau biomarqueur ne permettent pas d’améliorer le
diagnostic par rapport a ceux déja utilisés) mais également au niveau du bénéfice en survie
des patients (I'utilisation d’un nouveau biomarqueur n’apporte au final aucun bénéfice en
terme de survie pour les patients).

- Manque de sensibilité ou de spécificité pour une application pratique. Ce point est
notamment fondamental si un biomarqueur est développé pour le dépistage d’'une maladie.
Dans ces situations, ces deux parametres doivent étre élevés pour permettre de réellement
détecter les personnes malades (sensibilité) et d’écarter avec suffisamment de certitude une
maladie si le test est négatif (spécificité). La marge d’erreur tolérée en pratique clinique est
faible pour limiter le risque de décision médicale inadaptée.

- Difficultés a transposer en pratique la technique nécessaire a I'évaluation du biomarqueur.
Une technique lourde et couteuse sera un obstacle pour une utilisation a grande échelle d’un
biomarqueur. Il s’agit sans doute la d’un des obstacles les plus importants ayant souvent été
le facteur limitant pour le transfert des candidats identifiés par des approches protéomiques
par spectrométrie de masse. Le colit et I'expertise nécessaire pour l'utilisation de ces

instruments sont des obstacles a leur implantation large dans les hopitaux.

Un exemple de la littérature est celui de B7-H4 proposé en 2006 comme biomarqueur du cancer de
I'ovaire. Apres mise en évidence d’une hyper-expression du gene dans les cancers de I'ovaire et du

sein, une méthode ELISA a été développée pour mesurer I'expression de la protéine dans plus de

195

2500 prélevements (sérum, ascite, tissus).”~ Une validation indépendante n’a cependant pas montré

de bénéfice de ce biomarqueur par rapport a I'utilisation du CA125.*%
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L'exemple de la LLC permet également d’illustrer ces situations. Le statut mutationnel du géne IGHV
a montré son impact pronostique dans différentes études. Cependant, I'absence de conséquence sur
le plan thérapeutique a ce jour explique que cette recherche ne soit pas nécessaire en pratique
clinique. A I'opposé, toujours dans la LLC, la recherche d’une délétion 17p et/ou d’une mutation du
géne TP53 est devenue indispensable car les patients porteurs de ces anomalies bénéficient a

présent de thérapies ciblées (inhibiteurs de la voie du BCR).

2. RECHERCHE DE BIOMARQUEURS PAR ANALYSE PROTEOMIQUE : SUCCES ET DIFFICULTES
RENCONTREES DANS LES DIFFERENTS PROJETS

Les différents projets menés au laboratoire depuis 2004 ont progressivement bénéficié des progrés
technologiques et bio-informatiques. Le nombre de protéines identifiées a été globalement multiplié

par dix en I'espace d’une dizaine d’années (Figure 62).
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Figure 62

Impact des progres technologiques récents sur les différentes étapes des procédures expérimentales utilisées dans le
laboratoire entre 2004 et 2016.
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La recherche par analyse protéomique de nouveau biomarqueurs se heurte cependant aux obstacles

décrits précédemment.

L'utilisation du CD148 en tant que biomarqueur diagnostique pour les lymphomes a cellules du
manteau rencontre plus de difficultés a trouver sa place en pratique clinique que celle du CD180
pour le diagnostic des lymphomes de la zone marginale. Malgré sa validation par cytométrie en flux,
le bénéfice apporté par le CD148 par rapport aux biomarqueurs déja disponibles (cytologie,
histologie, cytogénétique avec présence d’une t(11;14), hyper-expression de la cycline D1 en biologie
moléculaire ou immunohistochimie) est marginal. Ses performances en termes de sensibilité (78 %)

et de spécificité (91 %) ne lui permettent pas de remplacer les biomarqueurs déja établis.

Le projet Protell n’a quant a lui pas permis d’identifier a ce jour de biomarqueur pronostique du
risque de rechute cérébrale dans les lymphomes B diffus a grandes cellules a partir des MP
plasmatiques circulantes. L’analyse du projet a posteriori permet de mettre en évidence les
difficultés rencontrées aux différentes étapes :

- Etape pré-analytique : le choix d’utiliser les MP plasmatiques circulantes a été fait dans la

suite des projets CD148 et CD180. Ces derniers étaient cependant basés sur 'utilisation de
MP induites a partir de cellules tumorales. Or, la composition des MPPC n’est pas
équivalente a celle des MP induites. Les MPPC sont en effet trés majoritairement d’origine
plaguettaire et sont extrémement sensibles aux conditions de prélevement et de stockage
des échantillons. En raison de ces modifications survenant in vitro, les variations mesurées
expérimentalement risquent de ne pas refléter les variations survenues in vivo. Cet aspect
nécessite une grande rigueur au moment de la collecte et de la conservation des
échantillons. Malgré le fait que des consignes précises étaient cependant fixées dans le cadre
du projet Protell, cet aspect ne peut pas étre exclu.

- Etape analytique : une fois le culot de MPPC obtenu, des étapes de lavages sont réalisées

pour diminuer la contamination plasmatique. Malgré ces lavages, une contamination
plasmatique résiduelle est toujours présente et son importance peut varier aléatoirement
d’un échantillon a un autre.

- Etapes post-analytiques : I'analyse statistique est rendue difficile par le nombre limité de

patients de la cohorte 1 analysés en MPPC ayant eu une rechute cérébrale. L’hypothése
initiale utilisée pour le calcul des effectifs était basée sur un taux de rechute cérébrale estimé
a 25 % dans cette population ciblée de patients a haut risque. Or, ce pourcentage s’est avéré
inférieur avec, de plus, une collecte de plasma qui n’a pas pu étre réalisée pour tous les

patients ayant présenté une rechute cérébrale.
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Cependant le projet Protell se distingue par le nombre important d’échantillons analysés dans le
cadre d’'une étude protéomique. Les différents criteres de qualité mis en place ont permis de
démontrer la stabilité du couplage nanoLC-MS/MS sur une période d’analyse de quatre semaines. La
mise en place de tels criteres qualité est indispensable pour des analyses s’étalant sur une période de

temps aussi grande.

Pour la réalisation du projet Malyzoma, des difficultés ont également été rencontrées au niveau pré-
analytique. L’extraction et la solubilisation des protéines a partir d’un culot cellulaire congelé ont été
compliquées par la persistance de résidus non solubles. Or, une extraction et une solubilisation
optimales des protéines sont nécessaires pour obtenir des résultats de quantification fiables et
reproductibles. Un nouveau mode opératoire a été mis en place pour effectuer ces étapes a partir de
cellules non congelées. Cette extraction « en temps réel » entraine cependant un surcroit de travail
au niveau du laboratoire d’hématologie olU les échantillons sont préparés, ce qui ralentit la

constitution d’une cohorte d’échantillons utiles.

Les différents enseignements tirés de ces différents projets ont été appliqués pour la recherche de
biomarqueurs prédictifs de la réponse au traitement dans les LBDGC :

- utilisation du tissu tumoral a partir duquel le diagnostic a été posé. Ce choix permet
également d’envisager aprés la phase de découverte une validation des biomarqueurs
potentiels par des techniques d'immunohistochimie sur le méme type de tissu tumoral,

- constitution de deux cohortes avec des effectifs identiques et pour lesquelles toutes les
données cliniques et biologiques sont disponibles,

- choix des patients adapté a la question médicale posée: le seul critére utilisé pour la
sélection des patients a été la réponse obtenue au traitement de premiére ligne,

- sélection d’'un nombre suffisant d’échantillons pour permettre la réalisation des tests

statistiques.

La mise en place de cette démarche expérimentale pour la phase de découverte a permis de mettre
en évidence différents biomarqueurs potentiels associés a la chimiorésistance dans les LBDGC. Ces
résultats doivent a présent étre confirmés et validés sur des cohortes indépendantes de patients par
des techniques d’immunohistochimie, de séquencage du transciptome ou de protéomique

guantitative ciblée.
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3. PERSPECTIVES : PROTEOGENOMIQUE ET ONCO-PROTEOGENOMIQUE

Les différentes approches « omiques» a haut débit génerent actuellement des quantités
considérables d’informations. Le domaine de la protéogénomique se situe a l'interface de ces

différentes approches (figure 63)."’

L'intégration des connaissances acquises par chacune d’elles
représente actuellement un enjeu majeur pour permettre :
- de corriger ou compléter les annotations de genes dans les banques de séquences
nucléotidiques,
- de constituer dans le domaine de la cancérologie des banques de séquences protéiques
spécifiques a partir de I'ensemble des anomalies génétiques des tumeurs acquises par les

techniques de séquencgage de nouvelle génération (onco-protéogénomique).
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Figure 63
Interactions entre les différentes approches « omiques » (protéogénomique) (d’aprés référence n° 195).

La qualité et I'exhaustivité des banques de séquences protéiques utilisées pour interpréter les
données MS/MS sont des éléments cruciaux pour les approches protéomiques, en particulier de type
« bottom-up » puisque reposant sur l'identification des protéines a partir des séquences répertoriées
dans les banques. Ces banques de données protéiques découlent directement des banques de
séquences nucléotidiques. L’annotation des génes dans ces banques génomiques repose sur des
prédictions de séquences codantes générées par des logiciels bio-informatiques. Des erreurs
d’annotations dans les séquences nucléotidiques ont donc un impact majeur sur les banques

protéiques qui en découlent.
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Plusieurs types d’erreurs sont possibles au moment de cette étape d’annotation des genes :

- risque de sur-prédiction (cas d’une protéine figurant dans les banques mais qui n’est pas
exprimée) ou de sous-prédiction (cas d’une protéine exprimée mais non prédite par le
processus d’annotation de génes),

- erreurs sur les séquences N-terminales ou C-terminales des protéines par erreur de
prédiction des codons d’initiation ou des codons stop,

- erreurs de prédiction des décalages de cadres de lecture,

- erreurs de prédiction des épissages alternatifs.

Les progrés technologiques et bio-informatiques récents ainsi que la diversité des approches utilisées
en spectrométrie de masse ont permis d’accroitre considérablement la profondeur de couverture du

protéome d’un organisme ou d’un tissu.'®

Ces données expérimentales acquises a partir des
analyses protéomiques permettent a présent de valider les séquences codantes prédites
(identification certaine d’une protéine par analyse protéomique), d’identifier de nouvelles séquences
codantes ou de corriger certaines annotations de genes a partir de la séquence protéique réelle (en
utilisant des banques de séquences génomiques traduites dans les six cadres de lecture ou du

séquencgage de novo).

Parallelement, le développement extrémement rapide des techniques de séquencage de nouvelle
génération'® (séquencages du génomes, de I’exome ou du transcriptome) a largement contribué ces
dernieres années a mieux comprendre la complexité et I'hétérogénéité des pathologies cancéreuses
au niveau génétique : mutations ponctuelles, fusions de génes, insertions/délétions de bases ou
présence de sites d’épissages aberrants. Toutes ces informations acquises a partir du séquencgage des
tumeurs ne sont cependant pas encore transposées dans les banques de séquences protéiques de
référence utilisées par les moteurs de recherche en protéomique. Cet aspect constitue un obstacle
majeur pour l'identification de biomarqueurs protéiques spécifiques aux tumeurs. Le développement
de lI'onco-protéogénomique a ainsi pour objectif de constituer des banques de données protéiques
propres a chaque tumeur intégrant I'ensemble des informations fournies par les techniques de

séquengage a haut débit.”®
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* Conclusion générale

La recherche de biomarqueurs reste un domaine d’investigation important dans le domaine de Ila
cancérologie. Leur champ d’application est vaste, concernant aussi bien |'évaluation du risque de
développer un cancer, le dépistage de la maladie, le diagnostic, I'évaluation du pronostic ou la
réponse au traitement. L'analyse protéomique par spectrométrie de masse a bénéficié de progres
technologiques considérables ces dernieres années, permettant d’obtenir des informations de plus
en plus précises sur le protéome humain et d’en quantifier les variations. Malgré de nombreuses
tentatives jusqu’a présent infructueuses dans la recherche en protéomique de biomarqueurs validés
en pratique clinique, les progres récents nécessitent et justifient la poursuite active des recherches

dans ce domaine.

Centrés sur la thématique des hémopathies lymphoides B, les travaux menés dans le laboratoire ont
permis d’identifier le CD148 et plus particulierement le CD180 comme biomarqueurs diagnostiques
dans ces pathologies. Mon travail de these, qui s’est inscrit dans la continuité de ces travaux, a
pleinement bénéficié de I'ensemble des progres technologiques et du développement de nouvelles
approches quantitatives en analyse protéomique :

1) La mise au point d’'une procédure expérimentale en protéomique quantitative ciblée
permettra |'utilisation de ce type d’approche pour la validation de nouveaux biomarqueurs
en s'affranchissant des contraintes imposées par les techniques immunologiques
conventionnelles (nécessité de disposer d’un anticorps monoclonal qui ne cible gqu’un
épitope déterminé de la protéine).

2) Le projet PROTELL a démontré la possibilité d’appliquer des approches quantitatives globales
sur un tres grand nombre d’échantillons. La mise en place de critéres pour le suivi de la
qualité des analyses a permis de confirmer la stabilité d’un couplage nanoLC-MS/MS sur une
période d’analyse de quatre semaines.

3) Le mode de préparation « tube-gel » facilite I'analyse de grandes séries d’échantillons en
offrant un gain de temps important par rapport a la réalisation de gels classiques 1D SDS-
PAGE. Cette méthode de préparation, compatible avec I'utilisation de détergents forts tels
que le SDS (nécessaire pour obtenir extraction et une solubilisation efficaces des protéines),
est particulierement adapté pour des approches protéomiques quantitatives de type

« shotgun ».

147



Malgré tout de nombreuses difficultés persistent : dans la cadre des projets développés dans mon
travail de these, la validation de I'approche protéomique quantitative ciblée par SRM dans le cadre
du projet Malyzoma se heurte au probleme de la collecte des échantillons dont la préparation
impose des critéres contraignant pour étre appliquée a grande échelle. L’analyse et I'interprétation
des résultats du projet Protell sont compliquées du fait de multiples difficultés rencontrées aux
niveaux pré-analytique, analytique et post-analytique (effectifs des cohortes, matériel biologique

choisi pour I'analyse protéomique et choix de la méthode statistique a appliquer notamment).

Pour bénéficier pleinement des progres technologiques récents, la recherche de biomarqueurs par
analyse protéomique doit impérativement prendre en compte certains paramétres :

1) définition précise de la problématique scientifique et médicale,

2) choix d’un matériel biologique adapté a cette problématique, ainsi qu’a la validation des

potentiels biomarqueurs et a leur utilisation en pratique clinique,

3) sélection rigoureuse des patients pour la collecte des échantillons biologiques,

4) maitrise des outils bio-informatiques et des analyses statistiques,

5) confrontation et interprétation des résultats en fonction du rationnel biologique reliant les

potentiels biomarqueurs a la question scientifique initiale.

Au cours de mon doctorat, j'ai eu pour objectif de mettre en application ces principes par la mise en
place d’un projet pour la recherche de biomarqueurs associés a la chimiorésistance des lymphomes B
diffus a grandes cellules. Différentes cibles potentielles ont pu étre mises en évidence. Elles ouvrent
des perspectives pour mieux comprendre la physiopathologie de ces maladies (notamment les
interactions entre la cellule tumorale et son micro-environnement), les mécanismes moléculaires
impliqués dans la chimiorésistance ainsi que I'importance de certaines cibles thérapeutiques. Tous
ces résultats devront néanmoins faire I'objet d’une vérification et d’une validation rigoureuses. Le
choix du tissu ganglionnaire comme matériel biologique initial permet d’envisager la validation de
certaines protéines par des techniques immunohistochimiques qui sont parfaitement adaptées a une
utilisation ultérieure en pratique clinique. L'extraction d’ADN et d’ARN a partir de ces mémes tissus
permet également d’envisager de corréler les résultats fournis par les approches de protéomique et

de séquencage de nouvelle génération (séquencage d’exome et du transcriptome).
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Un dernier enjeu majeur est directement lié a la quantité considérable d’informations générées
actuellement par les nouvelles approches « omiques ». Leur partage au sein de la communauté
scientifique doit permettre d’accroitre significativement la quantité et la qualité des données
constituant les différentes banques génomiques et protéiques. La protéogénomique émerge
actuellement grace a la corrélation de ces données génomiques, transcriptomiques et protéomiques.
Elle permettra de faire évoluer I'analyse protéomique grice a la constitution de banques de
séquences protéiques « personnalisées » reflétant les profondes anomalies génétiques a I'origine des
pathologies cancéreuses et permettant d’identifier des biomarqueurs protéiques spécifiques au tissu

tumoral.

Une collaboration étroite entre les cliniciens et les équipes de recherche reste sans doute, au final,

un des points les plus importants pour relever ces défis et mener a bien ces projets.
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* Procédures expérimentales

1. COLLECTE DES MICROPARTICULES PLASMATIQUES CIRCULANTES ET EXTRACTION DES
PROTEINES (PROJET PROTELL)

Centrifugation du plasma a 18 000 g pendant 2 min pour obtenir du plasma pauvre en plaquettes
(PPP).

Centrifugation du PPP a 18 000 g pendant 45 min pour obtenir le culot de microparticules (MP).
Lavage du culot de MP avec du PBS, centrifugation a 18 000 g pendant 45 min (2 lavages).

Repris du culot de MP dans 15 pL de tampon de Laemmli (10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA, 5 % B-
mercaptoéthanol, 5 % SDS, 10 % glycérol et 0,1 % bleu de bromophénol).

Stockage a - 20 °C avant dépdt sur gel 1D SDS-PAGE.

2. EXTRACTION DES PROTEINES A PARTIR D’UN CULOT CELLULAIRE (ANALYSES SRM)

Reprise du culot de cellules dans un tampon Laemmli sans bleu ni glycérol (10 mM Tris pH 8, 1 mM
EDTA, 5 % B-mercaptoéthanol, 5 % SDS).

Sonication a 'aiguille sur glace (3 cycles de 10 secondes a 20 W).

Précipitation des protéines a I'acétone glaciale (ajout de 6 volumes d’acétone glacial avec incubation
pendant une nuit a -20 °C).

Stockage a -80 °C avant dép6t sur gel.

3. PROJET TUBE-GELS
3.1. Préparation des tube-gels

Pour 20 pL d’échantillon contenant 20 ug de protéines dans un tampon Urée 8 M / NH,HCO; 0,1 M,
ajout de:

- 20 puL de SDS 10 % (5 % final)

- 32,2ulLdeau

- 25 uL d’acrylamide / bis-acrylamide a 30 %

- 0,25 pL de Temed

- 2,5uLd’APS 10 %
Lavages (3 fois) dans de I'eau.

Fixation avec une solution éthanol /acide phosphorique (50/3, v/v).
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3.2. Protocole de digestion liquide

20 pg de protéines de levure sont reprises dans un volume final de 200 puL de tampon urée
8 M / bicarbonate d’ammonium (NH,HCO3) 0,1 M.
Réduction des protéines avec 3,5 pL de dithiothréitol (DTT) 700 mM (12 mM final) pendant
30 minutes a 37°c sous agitation.
Alkylation des protéines avec 12 uL IAA 700 mM (40 mM final) pendant 1h a température ambiante
dans 'obscurité.
Dilution avec 1500 pL de tampon NH4,HCOs;a 0,1 M (Urée 1 M final).
Digestion par ajout de 6,25 pL de trypsine a 0,04 pug/uL pendant une nuit a 37 °C avec agitation. Arrét
de la digestion par acidification avec 10 pL d’acide formique.
Concentration et lavage de I’échantillon par Sep-Pak (phases C18, 1 cc 50 mg, Waters) :

- Conditionnement : 500 puL méthanol (2 fois), 500 pL acétonitrile (ACN) (2 fois) et 500 pL acide

formique (HCOOH) 0,1 % (2 fois)

- Chargement des échantillons

- Lavage : 750 uL HCOOH 0,1 % (3 fois)

- Elution : 200 pL ACN/HCOOH (60/0,1 v/v)

3.3. Réduction, alkylation et digestion des protéines en gels

Décoloration des bandes pour les gels stacking avec un mélange ACN/NH4HCO3 25 mM (75/25 v/v).
Déshydratation des bandes avec 50 puL ACN.

Réduction des protéines avec 50 uL de DTT a 10 mM 30 min a 60 °C et 30 min a température
ambiante.

Alkylation des protéines avec 50 uL IAA a 55 mM 20 min a température ambiante dans I'obscurité.
Lavage (3 fois) des bouts de gels avec un mélange NH4HCO3 25 mM/ACN (50/50 v/v).

Déshydratation des bandes de gels avec 50 uL d’ACN.

Digestion des protéines par de la trypsine a 12,5 ng/uL, avec un rapport 1/100 (enzyme/protéine),
pendant la nuit a 37 °C dans un tampon NH4HCO3 0,1 M.

4. EXTRACTION DES PROTEINES A PARTIR DE FRAGMENTS DE TISSU GANGLIONNAIRE

Broyage mécanique des fragments de tissus au potter, sur glace, dans un tampon de type Laemmli
(10 mM Tris pH8, 1 mM EDTA, 5% SDS): liere extraction avec 100 pL de tampon puis 2eme
extraction avec 85 pL de tampon jusqu’a dissolution compléte des tissus.

Sonication sur glace pendant 5 minutes.

Dosage DC (Bio-Rad) des protéines extraites.
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5. CouPLAGE ULTIMATE 3000 — TSQ VANTAGE (PROJET SRM)

Le mélange peptidique est chargé pendant 3 min a 50 pL/min sur une précolonne d’enrichissement
Agilent Zorbax 300SB-C18 (40 nL, 5 um) et séparé sur une colonne analytique Agilent Zorbax 300SB-
C18 (150 x 0,3 mm, 3,5 um) a 5 pL/min. Le solvant A contient 98 % d’eau, 2 % d’acétonitrile et 0,1 %
d’acide formique. Le solvant B contient 98 % d’acétonitrile, 2 % d’eau et 0,1 % d’acide formique. Le
gradient comporte trois pentes : 8 a 15 % de B de 3 a 15 min, puis 15 a 22 % B de 15 a 65 min et de
22 2 40 % de B de 60 a 90 min. Le temps de cycle est de 2,4 s. 273 transitions sont suivies en mode
scheduled. La tension appliquée sur le capillaire est de 3000V et la température de la source de
300 °C. La résolution sur Q1 est de 0,7 Da. L'acquisition des données est réalisée avec le logiciel
Xcalibur 2.1 (Thermo Fisher Scientific).

6. CoupPLAGE NANOACQUITY — IMPACT HD (PROJET PROTELL)

Le systeme de chromatographie nanoAcquity est couplé a un spectrométre de masse hybride
quadripdle — temps de vol (Q-TOF). La précolonne est une phase inverse C18 de dimension
180 um x 20 mm nanoAcquity™ UPLC™ de porosité 5 um (Waters). La colonne analytique est une
phase inverse C18 de dimension 75 pm x 250 mm nanoAcquity™ UPLC™, de porosité 1,7 pm
(Waters). Le gradient est réalisé par un mélange de deux solvants A et B. Le solvant A est une
solution a 0,1 % en acide formique dans de I'eau et le solvant B est une solution a 0,1 % en acide
formique dans de I'acétonitrile. Le gradient va de 1 a 33% de B en 90 min. Le débit est fixé a
0,450 pL/min.

La source CaptiveSpray nanoBooster™ (Bruker) est utilisée. L'étalonnage interne est réalisé grace a
un systeme de lock mass. Celui-ci consiste en une infusion continue d’un composé de référence de
masse m/z =922,09. La tension du capillaire de I'électrospray est de 1,3 kV. La température de la
source est de 150 °C. Le temps de cycle est de 3 s. Un scan MS dure 0,5 s. Le nombre et la durée des
scans MS/MS sont établis suivant I'intensité des peptides en MS. L’appareil fonctionne a 4 Hz si
I'intensité est de 3000 cps et a 25 Hz si I'intensité est de 25 000 cps. Les ions monochargés sont
exclus de la sélection. L'exclusion dynamique est de 1 min. L’acquisition est réalisée a I'aide du

logiciel HyStar v.3.2.

7. CouPLAGE NANOACQUITY — IMPACT Il (PROJET D’ ANALYSE DE GANGLIONS DE LBDGC)

Le systéeme de chromatographie nanoAcquity est identique a celui du point 6. Le gradient va de 5 a
35 % de B en 120 min. Le débit est fixé a 0,450 pL/min.
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La source CaptiveSpray nanoBooster™ (Bruker) est utilisée. L'étalonnage interne est réalisé grace a
un systeme de lock mass. Celui-ci consiste en une infusion continue d’'un composé de référence de
masse m/z =922,09. La tension du capillaire de I'électrospray est de 1,3 kV. La température de la
source est de 180 °C. Le temps de cycle est de 3 s. Un scan MS dure 0,5 s. Les ions monochargés sont
exclus de la sélection. L’exclusion dynamique est de 1 min (sauf si un précurseur est revu avec une
intensité trois fois supérieure pendant la période d’exclusion). L’acquisition est réalisée a I'aide du

logiciel HyStar v.3.2.

8. COUPLAGE NANOACQUITY — Q EXACTIVE PLUS (PROJET TUBE-GELS)

Le systeme de chromatographie nanoAcquity est identique a celui du point 7. Le gradient va de 1 a
35 % de B en 79 min. Le débit est fixé a 0,450 pL/min.

La tension du capillaire de I'électrospray est de 1,8 kV. La température de la source est de 250 °C. Les
données sont acquises en mode DDA avec une bascule automatique entre le mode MS (50 ms/scan
sur une gamme de masse de 300 a 1800 m/z et une résolution a 70000) et le mode MS/MS
(100 ms/scan sur une gamme de masse de 200 a 2000 m/z et une résolution a 17500). Les 10 ions les
plus intenses sont sélectionnés pour la MS/MS (seuil d’intensité & 2x10°). Les ions monochargés sont
exclus de la sélection. L'exclusion dynamique est de 1 min. L’acquisition est réalisée a I'aide du

logiciel Xcalibur v.3.0.63 (Thermo Fisher Scientific).
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Annexe 1

Liste des 59 protéines parmi lesquelles a été identifié le CD180.
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Couverture de
séquence (%)

Nombre total de Nombre de spectres
peptides MS/MS

Masse
cD moléculaire | LPL MCL MZL LPL MCL MZL MZL
(Da)
2 9 7 67

CD98 67978 4,29
CD233 101778 10 2 80 2 17,0 3,29
CD79A 25021 3 31 31,0
CD79B 26031 5 98 31,0
CD72 40203 5 14 25,9
CD22 95329 12 13 25 56 13,1 20,4
CD19 61112 5 7 18 62 15,5 19,6
CD20 33061 6 7 9 40 84 215 22,2 290 29,3
CD277 57660 1 3 2 15 2,53 14,8
CD222 274355 4 13 7 22 1,77 7,19
CD196 42478 1 1 2 16 3,21 3,21
CD197 42857 1 1 13 7 2,91 2,91
CD180 74165 2 9 6 29 4,54 30,3
CD44 81520 7 4 8 37 22 110 9,43 6,87 10,6
CD48 27665 2 5 10 67 9,47 24,7
CDs81 25792 4 4 4 6 15 21 28,4 284 28,4
CD82 29608 2 2 6 8 2 108 9,36 9,36 28,1
CD9 25399 2 1 3 4 4 13 15,4 4,39 20,6
CD99 18830 1 1 3 4 7,57 7,57
CD55 41382 6 18 13,1
CD35 223642 1 19 28 4 49 103 0,589 12,2 18,0
CD21 112897 4 3 13 3 5,13 3,87
CD184 39729 2 4 8,52
CD39 57948 2 8 3 30 4,71 20,2
CD74 33498 1 1 1 4 2 5 4,73 4,73 4,73
CD49B 129280 13 37 16,9
CD49D 114884 12 40 16,2
CDA49F 126618 13 27 17,0
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CD41
CD11A
CD11B

CD29

CD18
CD161

CD54
CD102

CD50
CD225
CD321

CD37
CD85J

CD32

CD107A

CD31

CD36
CD42C
CD42A
CD232
CD361
CD62P

CD45
CD148
CD352
CD298

CD6

CD1C

CD4
CD5
CD71

113359
128754
127161
88397
84764
87040
57807
30636
59521
13947
32565
31687
70802
34026
44865
82518
53036
21701
19028
175727
48650
90815
147238
145924
37328
31496
71782
37636
51093
54559
84856
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12
23
28
16
31
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335
16
26
71
20

203

87

16
28

12
92
37
14

2
19
525
57
1
8
5

24

20
157
139
70
10 106

11
93

19

10 132

41

182 1735

202
2
4 16
19
9
2
75
20

40,6
12,0
12,2
19,5
11,6
58,2
7,52
9,09
15,7
12,8
19,4
19,2

9,68
8,63
30,1
21,2
15,5
27,1

5,80
7,83
35,4
19,0
2,41
5,02
6,29

2,84
16,6

8,06

5,64

19,2

3,84
7,99

29,8

5,02

15,1
26,4
32,6
23,6
53,2
1,90
9,59
9,09
19,0

29,2
4,62
8,71
3,84
34,7
3,60

8,74
5,80

45,2
33,8
6,93
12,5
12,0
5,41
2,84
29,9
16,2
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Annexe 2

Publication dans la revue Journal of Proteome Research

Proteomic analysis of malignant B-cell derived microparticles reveals CD148 as a potentially useful
antigenic biomarker for mantle cell lymphoma diagnosis.

L. Miguet, G. Béchade, L. Fornecker, E. Zink, C. Felden, C. Gervais, R. Herbrecht, A. Van Dorsselaer,

L. Mauvieux, S. Sanglier-Cianferani.

J. Proteome Res. 8, 3346—3354 (2009)
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Proteomic Analysis of Malignant B-Cell Derived Microparticles
Reveals CD148 as a Potentially Useful Antigenic Biomarker for

Mantle Cell Lymphoma Diagnosis
Laurent Miguet,"#$* Guillaume Béchade,"” Luc Fornecker,”$ Estelle Zink,"® Claire Felden,*
Carine Gervais,® Raoul Herbrecht,S Alain van Dorsselaer,*! Laurent Mauvieux,”® and
Sarah Sanglier-Cianferani*'

Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-Organique, IPHC-DSA, UDS, CNRS, UMR7178, ECPM 25 rue
Becquerel, 67087 Strasbourg, France, Laboratoire d’Hématologie cellulaire EA 3948, Institut d’Hématologie,
Strasbourg, France, and Pdle d’Onco-Hématologie - Hopitaux Universitaires de Strasbourg, France

Received December 22, 2008

The diagnosis of mature B-cell neoplasms (MBCN) remains difficult in a number of cases, especially
leukemic phases of non-Hodgkin lymphoma, for which discriminating criteria or biomarker are often
lacking. To identify new surface biomarkers, we developed an original proteomic approach based on
mass spectrometry analysis of plasma membrane microparticles derived from chronic B-cell lymphop-
roliferations of single patients: chronic lymphocytic leukemia (CLL), small cell lymphoma (SLL) and
mantle cell lymphoma (MCL). A straightforward selection process for proteomic-based candidate
biomarker identification was further constructed in order to propose potentially useful and relevant
biomarkers. Comparison of the lists of the proteins identified in each pathology combined to highly
stringent MS validation criteria for protein identification allowed to propose CD148, a membrane receptor
with phosphatase activity, as a discriminating biomarker candidate. Flow cytometry analyses, performed
on 158 patients and 30 controls, showed that an anti-CD148 antibody stained significantly higher MCL
than CLL and SLL circulating cells (p < 0.0001), which validates CD148 overexpression in MCL. Our
results indicate that a medium or high CD148 expression level may exclude the diagnosis of CLL and
high CD148 expression levels (CD148 MFI equal or superior to 2 times the value obtained with CLL/
SLL) allows MCL diagnosis to be suspected with 91% specificity (versus CLL and SLL) and 78%
sensitivity. This study is one of the first where proteomic strategies allowed to identify a potentially
useful biomarker.

Keywords: mass spectrometry e proteomics e plasma membrane microparticles e chronic B-cell
malignancies e CD148 « mantle cell lymphoma e biomarker

Introduction

Mature B-cell neoplasms (MBCN) include several entities
delimited within the WHO classification.! Facing a B-cell
hyperlymphocytosis, morphological examination is the first
step for diagnosis, which allows to distinguish well-defined
entities such as chronic lymphocytic leukemia (CLL), small cell
lymphoma (SLL) from hairy cell leukemia or splenic lymphoma
with villous lymphocytes. However, due to their marked
heterogeneity, many cases remain cytologically ambiguous or
unclassified in overlapping entities. Immunophenotype clas-
sification is of great help for MBCN diagnosis® and investigation

* Corresponding authors: Alain van Dorsselaer and Sarah Sanglier-
Cianferani, Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-Organique, IPHC-
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of minimal residual disease,® but remains nondiscriminating
for some leukemic phases of non-Hodgkin lymphoma (NHL).

Cytogenetic abnormalities can be specific for some MBCN
or define prognosis factors, mainly for CLL. New prognosis
biomarkers, including CD38, Zap70 expression or mutation
status of immunoglobulin heavy locus” are extensively studied
in this pathology, but are limited to CLL. However other
lymphoma still raise routinely complicated diagnostic prob-
lems, for instance, marginal zone lymphoma, lymphoplasma-
cytic lymphoma, and mantle cell lymphoma (MCL).>~® MCL,
the most aggressive form of MBCN, can be particularly difficult
to diagnose with a very variable cytology and ambiguous
phenotypes. Moreover, if the translocation t(11;14) leading to
a cyclin D1 hyperexpression is a hallmark of the disease, it is
not MCL specific and is observed in other MBCN.%?

Despite the ongoing diagnostic advances, the management
of NHL patients remains complex, with overlapping diseases
and markedly disparate presentations and clinical outcomes.
For all these reasons, there is a need for new biomarkers that

10.1021/pr801102¢c CCC: $40.75  © 2009 American Chemical Society



CD148 in Mantle Cell Lymphoma

could allow a more precise diagnostic/classification, and that
could also represent therapeutic targets. The most valuable
biomarkers would be surface antigens. So far, the search for
new biomarkers has mostly been driven by the availability of
monoclonal antibodies.’® Development of proteomics and
mass spectrometry techniques has allowed the identification
and characterization of hundreds of proteins constituting in a
single sample.'' !¢ These proteomic techniques would there-
fore be of great interest for proliferative lymphoid cell antigen
discovery. As surface biomarkers would be the most appropri-
ate, plasma membrane proteomics is attractive. However,
isolation of plasma membrane proteins is difficult because of
a laborious, often imperfect purification. Moreover, the classical
two-dimensional gel analysis approach was shown to be
inappropriate for separation of hydrophobic proteins.'”!® To
circumvent these drawbacks, we previously developed an
original method to optimize the analysis of membrane proteins,
using secreted plasma membrane microparticles (MPs) and 1D-
gel separation.'® MPs are physiologically secreted in various
situations and can be induced by actinomycin D or phytohe-
maglutinin. This specific methodology allowed the identifica-
tion of several hundred proteins in the lymphocytic CEM cell
line, even if samples were available in relatively small amounts.
These proteins included numerous plasma membrane or
plasma membrane associated proteins, CD antigens, annexins
and signal transduction associated proteins.'%2°

These preliminary results prompted us to look for surface
antigens as potential new biomarkers differentially expressed
in various MBCN. In the present work, MPs from hyperlym-
phocytic patients suffering from CLL, SLL and MCL were
generated and their protein contents were investigated with
the previously developed proteomic approach.

A straightforward selection process based on membrane
localization of the biomarker and highly stringent MS validation
criteria for protein identifications®* was developed in order to
propose potentially useful candidate biomarkers. Finally, a
limited set of “realistic” candidate biomarkers for MCL was
delivered and further submitted to quantitative immunological
validation. Among them, we focus in the present study on
CD148, a protein differentially identified in MCL by the
productive but time-consuming proteomic approach. A dif-
ferential expression of this protein was confirmed in a limited
series of well-documented patients by flow cytometry analyses,
suggesting that this two-step strategy is adapted and can be
extended to different hematological malignancies.

Experimental Section

Patients. Fresh cells were isolated from blood samples from
patients with chronic lymphocytic leukemia and small cell
lymphoma (CLL n = 93, SLL, n = 24), mantle cell lymphomas
(MCL, n = 41) and normal controls (n = 30). Initially, patients
were included in a study approved by local ethic committee
(CCPPRB Alsace, #0279, “Programme de recherche hospitalier
des Hopitaux Universitaires de Strasbourg” #2674). All patients
were studied using morphology, immunophenotype and cy-
togenetics in the clinical hematology laboratory of Hautepierre
Hospital (Strasbourg, France). Cytological data were reviewed
by at least two different biologists, as well as cytogenetics and
molecular data. Diagnosis were assigned following World
Health Organization (WHO) classification.! All CLL and SLL
samples were cytologically univocal, with a Matutes score equal
or superior to 4. The diagnosis of MCL was based on cell
morphology, immunophenotype as well as the demonstration
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of cyclin D1 expression and/or t(11;14) translocation, following
WHO recommendations.! No follicular lymphoma nor pro-
lymphocytic leukemia were included in this group. Thirty
samples used for normal controls were randomly and anony-
mously selected within remaining blood samples after routine
analyses for nonhematological disease.

Isolation of Membrane MPs from MBCN. An average of 200
x 106 cells were isolated from 3 mL of peripheral blood samples
of well-documented hyperlymphocytic patients: one CLL, one
SLL and one MCL. Ficoll isolated cells were treated with
Actinomycin D (0.5 ug/mL, Sigma) for 18 h in serum-free
X-VIVO 15 medium (Cambrex, East Rutherford, NJ). A super-
natant was obtained by centrifugation at 750g for 15 min and
then at 1500g for 5 min to remove cells and large fragments,
respectively. The latter supernatant was recentrifuged for 45
min at 15 000g. The pelleted MPs were resuspended in 15 mL
of Hanks buffered saline solution (HBSS) and centrifuged again
for 45 min at 15 000g. The pellet was recovered in 1 mL of HBSS
and stored at —80 °C until proteomic analysis.

Proteomic Studies. 1. 1D-SDS-PAGE. Crude MPs pellet
were resuspended in 80 4L of SDS-PAGE buffer, before being
loaded onto a 8—15% acrylamide SDS-PAGE gel (20 x 20 cm).
After 5 h of migration at 30 mA, the gel was stained with R250
coomassie blue (Sigma). Each electrophoretic lane was cut
systematically at 2 mm intervals and the gel bands were
transferred into a 96 well plate.

2. In-Gel Digestion. In-gel digestion was performed with an
automated protein digestion system, a MassPrep Station
(Waters, Manchester, U.K.). The gel plugs were washed twice
with 50 uL of 25 mM ammonium hydrogen carbonate
(NH,HCO3) and 50 uL of acetonitrile. The cysteine residues
were reduced by addition of 50 4L of 10 mM dithiothreitol at
57 °C and alkylated by addition of 50 uL of 55 mM iodoaceta-
mide. After dehydration with acetonitrile, the proteins were
cleaved in-gel with a 12.5 ng/uL solution of modified porcine
trypsin (Promega, Madison, WI) in 25 mM NH,HCOj3 (~30 uL).
The digestion was performed overnight at room temperature.
Tryptic peptides were extracted twice: the first time with 60%
acetonitrile in 5% formic acid for 1 h, and the second time with
a 100% acetonitrile solution until the gel pieces were dehy-
drated. The collected extracts were pooled to a final volume of
60 uL. Excess of acetonitrile was evaporated at 37 °C before
analysis.

3. NanoLC-MS/MS Analysis. Nanocapillary liquid chroma-
tography-tandem mass spectrometry (nanoLC-MS/MS) analy-
ses were performed using a CapLC system (Waters, Manchester,
U.K), coupled to a hybrid Electrospray Quadrupole Time-Of-
Flight mass spectrometer (Q-TOF II, Waters, Manchester, U.K.).
A total of 6.4 uL of each sample was loaded onto a precolumn,
before chromatographic separation on a C;3 column (LC
packings Cis, 75 um id., 150 mm length). Separation was
performed at 200 nL/min flow rate using a 35 min gradient
from 5 to 45% B (eluent A, 0.1% (v/v) formic acid in water and
eluent B, 0.1% (v/v) formic acid in acetonitrile). The ESI
capillary voltage was set to 3500 V and cone voltage to 35 V.
Mass calibration of the TOF was achieved using phosphoric
acid (H3PO,) on the m/z50—2000 range.?* The MS survey scan
was acquired on the range m/z 300—1500 with a scan time of
1 s and an interscan time of 0.1 s. Automatic switching between
MS and MS/MS modes was used. The 3 most intense ions
(intensity threshold of 10 counts) were selected on each MS
spectrum for further isolation and CID fragmentation. Frag-
mentation was performed using argon as collision gas and with
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a collision energy profile optimized for various mass ranges of
precursor ions. The scan range for MS/MS acquisition was from
m/z 50 to 2000 with a scan time of 1 s and an interscan time
of 0.1 s.

Data acquisition was piloted by MassLynx software V4.0 SP1.
Mass data collected during a nanoLC-MS/MS analysis were
automatically processed and converted into a .pkl using Mass-
Lynx software V4.0 SP1. Normal background subtraction type
was used for both MS and MS/MS with 5% threshold, a
polynomial correction of order 5 and deisotoping. Peak list files
were submitted to Mascot search engine (Matrix Science,
London, U.K) installed in its 2.2.0 version on a local server.
Searches were performed against a composite target-decoy
database including both forward (target) and reversed (decoy)
Swiss-Prot protein sequences of Human (9 July 2008, 39 862
total entries). Target-decoy database was generated using in-
house Perl-CGI scripts. Searches were performed with a toler-
ance on mass measurement of 0.25 Da for both precursor and
fragment ions. Carbamidomethylation of cysteine residues,
oxidation of methionine residues and acetylation of protein
N-term residues were searched as variable modifications. Up
to one missed cleavage was allowed.

Scaffold V2.00.03 (Proteome Science, Portland, OR) was used
for identification validation and false positive rate estimation
for protein identification. For this, specific Mascot score cutoffs
were empirically determined for each sample analysis to
maximize the number of proteins identified, keeping the false
positive rate <1% (number of decoy database assignments
divided by the total number of protein identifications in the
target-decoy data set). For each sample, peptides were filtered
out according to the cutoff set for proteins hits with 2 or more
peptides (Mascot Ion Score - Mascot Identity Score > —20, —32,
and —33 for CLL, SSL and MCL samples, respectively). In case
of single peptide hit, a different and more stringent criterion
was used (Mascot Ion Score - Mascot Identity Score > —6, +9
and +3 for CLL, SSL and MCL samples, respectively). Further
data manipulations were performed with Microsoft Excel to
finally obtain a catalogue of proteins for each sample with an
estimated false positive rate for protein identification below
1%. Subcellular localization and classification of the proteins
was assigned using the information extractor Gofetcher (Mis-
sissippi Computational Biology Consortium, Hattiesburg, MS,
http://mcbc.usm.edu/gofetcher) searching the GO EBI data-
base (http://ebi.ac.uk, Cambridge, U.K.).

Flow Cytometry Immunophenotypic Studies. All studies
were performed using a FACScalibur flow cytometer (Becton
Dickinson Bioscience, Franklin Lakes, NJ). Calibrite (Becton
Dickinson Bioscience) beads were used to monitor the instru-
ment settings for both the intensity and color compensation.
Acquisition and analysis were performed using CellQuest
software program (Becton Dickinson Bioscience).

1. Quantitative Indirect Immunofluorescence CD148 Anti-
gen Binding Assay. Quantitative analysis of indirect immunof-
luorescence staining was performed by using the QIFIKIT
purchased from DakoCytomation. QIFIKIT allows expression
of fluorescence intensity in antibody-binding capacity (ABC)
which represents the number of primary monoclonal antibody
per cell. Briefly, 5 x 10° cells were incubated for 30 min at 4 °C
with CD148 nonconjugated primary mouse monoclonal anti-
body (clone 143—41, purchased from R&D Systems). After
washing two times with phosphate buffer saline (PBS)/20% fetal
calf serum (FCS), cells and beads (setup and calibration beads)
were incubated for 45 min at 4 °C with FITC-conjugated anti-
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mouse secondary antibody provided with the QIFIKIT. After
washing 3 times with PBS/20% FCS, cells and beads were
resuspended into 500 L of PBS. The lymphocyte populations
were gated using side and forward scatter dot plots. Calibration
beads were used for the construction of calibration curve (MFI
versus ABC). For cell sample, ABC was determined by inter-
polation of its MFI on the calibration curve. Results were
expressed into specific antibody-binding capacity (SABC),
which was obtained after subtracting background antibody
equivalent (BAE) due to background fluorescence (SABC = ABC
— BAE).

Indirect quantitative assay was compared to the direct
immunofluorescence staining that was realized as follows.

2. Direct Immunofluorescence Staining. Whole blood was
stained with the following four-color combination of mono-
clonal antibodies CD45/CD19/CD3/CD148 directly conjugated
with peridin chlorophyll protein (PerCP), allophycocyanin
(APC), fluorescein isothiocyanate (FITC) and phycoerythrin
(PE), respectively. Appropriate directly conjugated isotypic
antibodies were used as nonspecific immunostaining controls
in all experiments. CD45 (clone 2D1), CD19 (clone SJ25C1), CD3
(clone SK7) and APC-conjugated isotypic control (clone X40)
were purchased from Becton Dickinson Bioscience, FITC-
conjugated isotypic control (clone 679.1Mc7) from Beckman
Coulter, CD148 (clone 143—41) from Santa Cruz Biotechnology
and R&D Systems and PE-conjugated isotypic control from
Monosan. A total of 5 x 10° cells were used per test and the
appropriate saturating amounts of labeled monoclonal anti-
bodies were added. Cell suspensions were incubated for 30 min
at room temperature and were subsequently lysed. After
washing with PBS, the obtained leukocytes were resuspended
in PBS. The lymphocyte area was gated in a CD45 versus side
scatter dot plot and 5000 CD19+ cells were acquired for each
sample. The values of mean fluorescence intensity (MFI) were
obtained after subtracting the autofluorescence values.

As a high correlation (* > 0.992) between quantitative
indirect SABC measurements and direct fluorescence MFI was
observed, direct MFI was used for CD148 expression analysis
using flow cytometry.

Results

Proteomic-Based Approach to Propose Potentially Relevant
MCL Candidate Biomarkers. The previously published strategy
for MP proteomic analysis'®?° was applied to three different
lymphocytic malignancies: one CLL, one SLL and one MCL
patient for which diagnosis was assessed as described in the
Experimental Section. Briefly, for each pathology, MP proteins
were first separated on a 1D-SDS-PAGE gel followed by
systematic band cutting and nanoLC-MS/MS analysis.

A straightforward selection process for proteomic-based
biomarker identification was further developed in order to
propose potentially useful and relevant protein candidates
(Figure 1). The first step of our biomarker identification
workflow consists of the generation of lists of proteins detected
in each sample (i.e., for each pathology) with classical MS
validation criteria (see Experimental Section). With these
criteria, between 300 and 400 unique proteins were identified
in each pathology (296 for MCL, 371 for CLL and 373 for SLL),
leading to 579 nonredundant protein identifications when
combining results obtained for the three pathologies. Among
the 579 unique proteins identified with classical MS validation
criteria, roughly 30% were common to all pathologies (300 were
detected in at least two of the three types of malignancies).
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Figure 1. Description of the proteomic based strategy for the
proposition of CD148 as a potentially useful candidate biomarker.

To reduce the number of proteins to those candidates that
might be potentially useful, we first used a selection criterion
based on the biological features of potential candidate proteins.
We focused on plasma membrane proteins presenting extra-
cellular domains which would be most appropriate for further
flow cytometry analysis. This first selection step enabled to
reduce the initial set of proteins to 67 for MCL, 69 for CLL and
89 for SLL (see Supporting Information S1 and S2). The next
filter applied to search for relevant MCL biomarkers consisted
of selecting proteins either uniquely identified in MCL or in
MCL and another pathology (either CLL or SLL): all membrane
proteins concomitantly present in the three pathologies were
thus eliminated. This second step in the biomarker selection
process allowed us to reduce the number of protein candidates
from 67 to 33 for MCL (see Supporting Information S3). To
provide the final limited set of “realistic” candidate biomarkers
to be further validated in immunological studies, we applied
highly stringent MS validation criteria in order to focus on
proteins identified with a very high level of confidence in MCL,
that is, with a large number of peptide sequences (more than
5 peptides) and high sequence coverage (see Supporting
Information S3, proteins in bold boxes). Indeed, it has been
shown that the amount of peptides used for the identification

research articles

of a protein is directly linked to the concentration of this
protein in the sample.?*?* Among the 33 surface plasma
membrane proteins, most of them, including CD20 (P11836),
CD37 (P11049) or CD82 (P27701), were differentially identified
but with less than 5 peptide sequences and did thus not fulfill
our stringent requirements. This final selection step evidenced
5 candidate proteins (see Supporting Information S3, proteins
in bold boxes). Among those, HLA (P05534) was not selected
due to its lack of biological relevance. Chloride channel CLIC1
(000299), which serves in signal transduction and chloride
transport, was not retained because of its nondifferential
expression in SLL versus MCL (5 peptides in SLL versus 6 in
MCL). As cytoskeleton remodelling partly induces MP genera-
tion, Transgelin-2 (P37802) and Plexin-Al (Q9UIW2), two
proteins involved in the latter process, were also not considered
as first-line candidate biomarkers. Thus, CD148 (Q12913), a
plasma membrane protein receptor with tyrosine phosphatase
activity, was identified as the best “realistic” candidate bio-
marker that fulfills the stringent MS validation criteria men-
tioned above. Indeed, this protein was unambiguously identi-
fied in the MCL sample in 3 consecutive 1D gel bands with 10
different peptides (Figure 2 and Supporting Information S4),
while in SLL only 4 unique peptides were observed (no CD148
tryptic peptide was detected in the CLL sample). The strong
confidence in CD148 identification and its differential detection
in MCL versus SLL/CLL suggest that CD148 is more expressed
in MCL compared to SLL and CLL lymphoma samples.

Validation of CD148 in 158 Patients and 30 Controls. We
decided to look at CD148 expression in controls and patients
with circulating pathologic B-cells of CLL, SLL and MCL by flow
cytometry (see Experimental Section). Representative experi-
ments are shown in Figure 3. CD148 MFI of 30 control cells
was very homogeneous (mean = 168, SD = 31, Table 1 and
Figure 4). In a total of 93 CLL (mean = 189, SD = 78) and 24
SLL cases (mean = 209, SD = 92), MFI was considered not
significantly different from controls using nonparametric tests
(controls versus CLL, p = 0.59; controls versus SLL, p = 0.07;
and CLL versus SLL p = 0.20 Mann—Whitney Test). In these
three groups (CLL, SLL and controls), it can thus be considered
that CD148 is expressed at comparable levels. The results were
strikingly different for the MCL group (n = 41), in which CD148
MFI was 613 (SD = 329) which is significantly different from
both CLL and SLL groups (p < 0.0001, Mann—Whitney Test),
and from controls (p < 0.0001, Mann—Whitney Test) (Figure
4). These results clearly support the differential expression of
CD148, as suggested from the proteomic study. CD148 expres-
sion appeared to be highly elevated in MCL while not different
from controls in CLL or SLL. Moreover, the realization of a
Receiver Operator Characteristic test (ROC curve) between MCL
and CLL/SLL shows that with a CD148 MFI equal or superior
to 2 times the mean value obtained with CLL/SLL, MCL
diagnosis can be suspected with 91% of specificity (versus CLL
and SLL) and a sensitivity of 78% (Figure 5 and Supporting
Information S5). This observation can be a rationale for its use
for MCL diagnosis.

Discussion

In this work, we describe the selection of CD148 as a
potential candidate biomarker for clinical use proposed from
a proteomic approach, and a preliminary validation of its
expression in different B-cell lymphoproliferations using clas-
sical immunological tools.
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Figure 2. Identification of CD148 by mass spectrometry. Plasma membrane MPs are generated from pure cell populations. Proteins are
extracted and fractionated using 1D SDS-PAGE electrophoresis. Gels bands are systematically cut into 2 mm pieces, followed by trypsin
digestion and nanoLC-MS/MS analysis. In bold are shown the 10 different peptides sequenced by MS/MS during mass spectrometry
analyses and used for CD148 identification. The fragmentation spectrum of the underlined peptide (measured monoisotopic mass of
1497.8 Da) is presented in the right panel of the figure. The fragmentation spectrum shows predominantly y and b ions (as indicated
on the spectrum) allowing the determination of the DTEVLLVGLEPGTR amino acid sequence, permitting a clear identification of the

CD148.

In the race for disease-specific clinically useful biomarker
discovery, the use of proteomics has huge potential, although,
to date, there are only a limited number of successful exploita-
tions of proteomic experiments.?® Recently, Lescuyer et al. have
addressed this point of heated debate in a review paper.?® These
authors explain that several reasons can account for the relative
failure of proteomic approaches to deliver new potential
biomarkers. These include: no optimal definition of the clinical
question, complexity of the different biological fluids chosen,
inadequate proteomic strategies developed and underestima-
tion of the necessity to validate proteomic-proposed biomar-
kers. However, a careful design of the proteomic experiment
in the discovery phase can lead to successful identification of
biomarkers for clinical purposes. Another crucial point is the
fact that the proteomic-based discovery phase needs always
to be followed by a separate clinical validation phase involving
quantitative methodologies, often by immunological methods
(mostly ELISA assays). Altogether, these points can explain the
relative low yield of successful proteomic studies in the
biomarker discovery field.

The study presented here relies on a well-defined question:
how can we discover helpful biomarkers in MBCN, and in our
case MCL, that could be easily detected using routine analysis
in hospital, that is, membrane antigens by flow cytometry? To
achieve this goal it was decided to work on MPs, which were
shown to be an interesting starting material, affording the

3350 Journal of Proteome Research ¢ Vol. 8, No. 7, 2009

combination of low sample consumption and enabling the
identification of hundreds of plasma surface membrane
proteins.'®?° At the proteomic level, the classical approach used
for biomarker discovery is to compare protein/peptide profiles
of normal versus diseased subjects.?”?% This approach was not
applicable in our case, as sufficient amounts of MPs cannot
be easily generated from healthy subjects (about 200 x 10°
B-cells required). However, it can be applied to a wide range
of lymphoma showing an accumulation of lymphocytes in the
peripheral blood. Even if the limitation of our approach is to
have enough circulating MPs in the concerned malignancy,
other studies have already shown platelet MPs'! and small
vesicles?®® proteomic analyses in various biological fluids.>®
Moreover, which population would be explored: memory
B-cells, naive B-cells? Also MBCN diagnosis issue is not to
distinguish ill versus healthy patients but to precisely classify
MBCN subtypes (CLL versus SLL versus MCL for instance). We
therefore based our work on a differential proteomic study
between CLL, SLL and MCL pathologies.

A proteomic experiment based on 1D-gel separation of
proteins, nanoLC-MS/MS analyses of tryptic peptides com-
bined with highly stringent MS validation criteria for protein
identifications was subsequently designed. Although absolute
quantification is not possible with this approach, comparison
of MPs subproteomes originating from different pathologies
indicate significant differences in protein expression levels.?'*?
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Figure 3. Anti-CD148 staining of three different representative samples: (A) mantle cell lymphoma (MCL), (B) chronic lymphocytic
leukemia (CLL), and (C) control samples, showing a high CD148 expression in MCL samples. Left panel: CD19/CD148 dot blot (anti-
CD19 allophycocyanin conjugated (CD19 APC) in X-axis, CD148 phycoerythrin conjugated in Y-axis). Right panel: Anti-CD148

phycoerythrin staining histogram.

Table 1. Anti-CD148 Staining Results and Cyclin D1
Expression of Chronic Lymphocytic Leukemias (CLL), Small
Cell Lymphomas (SLL), Mantle Cell Lymphomas (MCL), and
Control Groups

controls CLL SLL MCL
n 30 93 24 41
Cyclin D 1 Negative Negative Negative Positive
CD148 MFI
Mean 168 189 209 613
Min 104 80 74 70
Max 233 498 350 1584
SD 31 78 93 329

Cell surface CD148 quantification, which was achieved in our
case by immunological methods, is thus necessary. The pro-

teomic selection process we developed, based on high numbers
of peptides and high protein sequence coverages, allowed to
focus not only on proteins differentially identified with a high
confidence, but also proteins showing significant differences
in their expression level.?*3? Even if the choice of CD148 can
appear to be arbitrary as there are no quantitative criteria in
the selection process, our proteomic data show that CD148 is
identified with 10 different peptides in MCL, 4 in SLL and none
in CLL, which strongly suggests that CD148 is overexpressed
in MCL compared to the two other lymphomas. CD148 seemed
thus to be the best protein candidate to be proposed for clinical
validation. The presented strategy shows the ability of pro-
teomics to propose strong protein candidates to be further
confirmed as potential biomarkers. The quantification, the
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Figure 5. ROC Curve of MCL versus CLL/SLL group. A high CD148

(2-fold mean expression of normal B-cells) strongly indicates
MCL diagnosis with 91% of specificity and a sensitivity of 78%.

biological and statistical relevance of CD148 as potential MCL
biomarker, are then given by flow cytometry analyses on a
larger set of patients.

CD148 is a plasma membrane receptor with phosphatase
activity (type 3) also named DEP-1, PTPR]J or HPTPeta. This
protein is composed of an extracellular domain containing 8
fibronectin type II-like domains, a transmembrane region and
a single intracellular phosphatase domain. It was identified in
human F-36 erythroleukemic®* and HeLa cell lines, in which
its expression was enhanced with increasing cell density. It
is expressed in various tissues, and particularly in hematopoi-
etic cells. In peripheral blood cells, granulocytes display the
highest intensity of anti-CD148 staining using flow cytometry,
while lymphocytes are more weakly stained, CD19+ cells being
slightly more stained than T cells.*® The unique study published
to date about CD148 expression in MBCN?’ described its
expression in almost all the different types of the pathologies
studied. On the contrary, our flow cytometry experiments
revealed that CD148 is overexpressed in the large majority of
MCL cases compared to CLL or SLL. Discrepancies between
these results can be explained by several reasons: (i) Dong et
al. use immunochemistry, a considerably less sensitive and
nonquantitative technique compared to flow cytometry, and
probably not helpful in the context of B-cell malignancies
diagnosis described here; (ii) only flow cytometry techniques
are able to discriminate variations of CD148 in the range of
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what was detected in the present study. Thus systematic CD148
flow cytometry detection in MBCN could be very helpful in
order to better diagnose MCL that harbor frequently misleading
morphologic and immonuphenotypic presentations. As a con-
sequence, “gold standard” karyotype or cyclin D1 exploration,
that are not systematically realized, may then be performed
more rapidly when a high CD148 expression is detected by flow
cytometry analysis. On the contrary, 30% of MCL patients
display a CD148 below 380 counts. In these cases, CD148 does
not help for MCL diagnosis. Other biomarkers are still needed
and the current diagnosis relies on available biological tools.
From our results, a high CD148 expression (superior to 2-fold
the mean of normal B-cells) may be strongly in favor of MCL
diagnosis with 91% of specificity (versus CLL and SLL) and a
sensitivity of 78%. Interestingly, in the present study, for two
cases where the diagnosis of MCL lymphoma was not evoked
using conventional criteria (that do not include karyotype or
cyclin D1), a high anti-CD148 staining led to CCND1 expression
analysis. Both cases were positive and the diagnosis was
reconsidered into MCL.

We have no clear explanation for the high level of
expression of CD148 in MCL. In vitro activation of T cells
induces an increase in CD148 expression, indicating a
potential role in signal transduction on lymphocytes con-
firmed by other studies.*®*® However, for the moment, no
CD148 ligand has been clearly identified even if a potential
ligand may be present in the extracellular matrix.>® Replace-
ment of CD148 phosphatase domain with GFP was not viable
in mice due to vascular abnormalities, thus, preventing any
analysis in mature B-lymphocytes.*® Mice with constitutively
deleted transmembrane domain of CD148 were also gener-
ated.® In this model, no obvious defect in B-cell develop-
ment was observed in bone marrow, but a partial block in
peripheral B-cell development was detected. In CD45 (a
crucial plasma membrane protein with phosphatase activity
expressed in hematopoietic cells) and CD148 double KO
mice,®® a severe block in early B-cell development and
impaired B-cell antigen receptor (BCR) mediated signaling
in relation with impaired tyrosine phosphorylation was
observed. Very recently, it was also shown that CD148 may
interact with and dephosphorylate p85 and modulate the
magnitude of PI3K activity.*! It is thus likely that CD148
participates in the regulation of signaling in B-cells.

In conclusion, the strategy described in this paper is one
of the few successful proteomic studies that have led to the
identification of a potentially useful biomarker. Indeed,
CD148 may be a useful first-line biomarker for the diagnosis
of MBCN using flow cytometry: (i) medium or high CD148
expression (defined by CD148 MFI > MFI of normal B-cells
+ 2 SD) may exclude the diagnosis for CLL or SLL samples;
(ii) a high CD148 (2-fold mean expression of normal B-cells)
may strongly indicate MCL diagnosis with 91% specificity
and 78% sensitivity. As MCL assessment can still be ambigu-
ous in several cases, an earlier, more precise and accurate
diagnosis, using a combination of criteria (such as cyclinD1
activation and CD148 MFI, for example), would imply more
aggressive chemo- or immuno-therapies. Further studies are
now required to assess the clinical and prognosis strengths
of this biomarker. In addition, the approach outlined here
may be useful for the identification of potential biomarkers
for other pathologies.

Abbreviations: MPs, microparticles; CLL, chronic lympho-
cytic leukemia; MCL, mantle cell lymphoma; SLL, small B-cell



CD148 in Mantle Cell Lymphoma

lymphoma; CCND1, cyclin D1; NHL, non-Hodgkin lymphoma;
MBCN, Mature B-cell neoplasms; MFI, mean fluorescence
intensity; nanoLC-MS/MS, nanocapillary liquid chromatogra-
phy-tandem mass spectrometry.
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Cell-surface expression of the TLR homolog CD180 in circulating
cells from splenic and nodal marginal zone lymphomas

Leukemia (2013) 27, 1748-1750; doi:10.1038/leu.2013.3

Marginal zone B-cell lymphomas (MZL) are classically characterized by
an indolent proliferation of CD5 —, CD23 —, CD43 —, CCND1 — and
CD10 — B cells that strongly express CD19, CD20, CD22, IgM and IgD,
even if CD5+ cases have been characterized." The World Health
Organization (WHO)? classifies marginal B-cell lymphomas into splenic
marginal zone lymphoma (SMZL), nodal MZL and extranodal MZL of
mucosa-associated lymphoid tissue (MALT).2 Among the lymphomas
developed from the spleen, the splenic diffuse red pulp lymphoma
with villous lymphocytes (SDRPLs) has been described as provisional
entity close to but distinct from SMZL.>*

For small to intermediate-sized circulating abnormal lympho-
cytes, MZL diagnosis can be of great difficulty, particularly because
there is no immunological-positive marker to distinguish MZL
from atypical chronic lymphocytic leukemia (CLL), mantle cell
lymphoma (MCL) and lymphoplasmacytic lymphoma (LPL). More-
over, if translocations involving MALT1 (t(11;18), t(14;18)), BCL10
(t(1;14)) or FOXP1 (t(3;14)) are primarily associated with MALT, and
del7q is frequent in SMZL, these cytogenetic markers are not
always present. Therefore, there is no specific immunologic
marker for splenic or nodal MZL.

To improve the diagnosis of chronic B-cell lymphoproliferative
disease (B-LPD) with circulating cells, we have previously
developed an innovative mass spectrometry-based proteomic
workflow on plasma membrane microparticles derived from
B-LPD* and proposed CD148 as a potential marker for MCL
diagnosis panel.® Using again the proteomic toolbox, a differential
proteomic analysis was applied here to compare the membrane
proteomes originating from MPs derived from the following three
different B-LPD: LPL, MCL and MZL.

A list of 388 unique membrane proteins was obtained including
59 CD annotated cell-surface proteins (Supplementary Table).
Within this list of characterized cell-surface proteins, we focused
on CD180, also called Radio-Protective 105 (RP105) or lymphocyte
antigen 64, which was considered overexpressed in the MZL
sample by our semi-quantitative mass spectrometry analysis
(peptide and spectral counting). CD180 is a leucine-rich repeat
type 1 membrane protein belonging to the Toll-like receptor (TLR)

family, with significant extracellular homology to the lipopolysac-
charide receptor. Its expression is restricted to antigen presenting
cells, such as B cells, monocytes, macrophages and dendritic cells,
and anti-CD180 antibodies activate the majority of human and
mouse B cells in vitro”® The literature describes opposite
functions for CD180; however, it has been shown that CD180
ligation induces significant B-cell proliferation and Ig production,
in both humans and mice.”®

CD180 expression in B-CLL has been previously described to be
different from that in normal CD19 + blood cells.? In this paper,
we evaluated CD180 expression using flow cytometry in two
independent series of B-LPD patients from two French
hematology departments, including 60 cases of MZL that were
centrally reviewed.

Ninety-six blood samples from patients referred for investiga-
tion or follow-up of B-LPD in the Oncology and Hematology
Department of the Strasbourg University Hospital were tested: 30
patients with CLL, 16 patients with MCL, 15 patients with LPL and
35 patients with MZL (25 splenic, 10 nodal without splenomegaly),
in addition to 25 controls. Blood cells samples were collected after
signed informed consent was obtained (Comité de protection des
personnes EST-IV, # AC-2008-438) in accordance with the
Declaration of Helsinki, and the Ethic Committee of the Faculty
of Medicine of Strasbourg approved the study in 2011. Over 93%
of the patients were included in the study at the time of diagnosis,
and all patients presented a low count of circulating residual
normal B cells. All cases of MCL displayed a t(11;14) and/or cyclin
D1 hyperexpression. All cases of CLL had a Matutes score of 4 or 5.
Only cases of MZL without plasma differentiation were selected in
this study. Nine patients with SMZL displayed circulating villous
lymphocytes.

As previously described, normal B cells displayed strong
staining for CD180. CD27 + and CD27 — cells were equally
stained and only a small percentage of CD180— B cells were
observed in the controls (mean 5.3%, range 0.4-14%, data not
shown). In agreement with previous studies’ malignant B cells of
CLL displayed weaker expression of CD180 (P<0.0001 Mann-
Whitney U-test) (Figure 1b).

We observed that CD180 staining was also weak in MCL
(P<0.001) and LPL (P<0.001) B cells (Figures 1a and b). CD180
mean fluorescence intensities (MFls) of CLL, MCL and LPL B cells
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did not differ significantly (P> 0.05, one-way analysis of variance
(ANOVA)) and were all significantly lower than the controls
(P<0.001, one-way ANOVA and Figure 1b).

By contrast, as hypothesized from the mass spectrometry
studies, circulating MZL cells had a high CD180 MFI, which was not
different from the controls (P> 0.05) but was significantly higher
than the CLL, MCL and LPL B cells (P<0.001, non-parametric one-
way ANOVA). CD180 staining appeared more heterogeneous in
the MZL cells than the control B cells (mean 5865, s.d.=5643 vs
mean 5671, s.d. = 1708). Within the MZL group, CD180 staining of
the SMZL and the nodal MZL were not different from the controls
(P=0.094 and 0.162, respectively, Figure 1d), and the SMZL
displayed a higher MFI than nodal MZL (4941 vs 8708, P=0,0327
Mann-Whitney U-test).

Similar results were obtained using a second anti-CD180 clone
that was used to stain approximately one-third of the patients and
control cells (clone MHR73-11, eBiosciences, San Diego, CA, USA;
data not shown).

In the same way, the CD180 expression was performed in an
independent series of 123 consecutive and prospective peripheral
blood samples from patients with B-LPD diagnosed in the
Hematology Department of Lyon-Sud University Hospital, according
to 2008 WHO recommendations and after integration of all data
(cytology, histology, flow cytometry immunophenotyping, conven-
tional and molecular cytogenetics). These cases were classified as CLL
(n=280), MZL (n = 25), MCL (n=10) and SDRPL (n = 8).

The MZL cases presented a strong CD180 expression
(median =537), whereas the MCL and CLL cases showed a very
dim or negative CD180 expression (median = 126 and median =171,
respectively) (Table 1, Figures 1a and c). CD180 expression was
statistically higher in the eight cases of SDRPL (median = 2 356) than
in MZL (median = 537) (Table 1, Figure 1c). The difference of CD180
MFI values between Strasbourg and Lyon could be explained by lack
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of standardization between both cytometers. In both centers CLL and
MCL B cells displayed a low CD180 staining, always weaker than in
those of MZL, whatever their mutational status.

To confirm the flow cytometric protein expression data, total
RNA was extracted from highly purified B cells. CD180 RQ-PCR was
performed on CD19+ and CD19 — fractions of separated blood
lymphocytes of 10 CLL, 6 MZL and 6 MCL patient samples, and 5
normal control individuals. As expected, the CD180 transcript was

Table 1. Median of CD180 expression in chronic B-cell
lymphoproliferative diseases

MFI RFI

Strasbourg series

CLL (n=30) 906 (111-3226) +794.4 8429 (2.8-35.5)+ 7.6
MCL (n=16) 1028 (128-4124) + 1084 8.610 (2.18-28.32) + 8.8
LPL (n=15) 1247 (316-3475)£905,5 7.188 (3.764-31.03) £ 10.1
MZL (n=30) 5865 (608-19221) £5374  60.79 (7.753-220.7) + 61.24
Lyon series

CLL (n=80) 171 (44-352) £ 117 34 (1.0-9.1) £ 2.2
MCL (n=10) 126 (78-286) + 80 24 (1.5-3.5)£0.7
MZL (n =25) 537 (295-1197) £ 303 8.3 (4.2-18.7) £ 4.9
SDRPL (n=28) 2 356 (1 145-5 920) =1 509 35.9 (16.7-103.9) £ 27.2

Abbreviations: CLL, chronic lymphocytic leukemia; LPL, lymphoplasmacytic
lymphoma; MCL, mantle cell lymphoma; MFI, mean fluorescence intensity;
MZL, marginal zone lymphoma; RFl, relative fluorescence intensity (over
negative controls); SMZL, splenic MZL; SDRPL, splenic diffuse red pulp
B-cell lymphoma with villous lymphocytes. Median, (range) and s.d. of
CD180 expression. CD180 immunolabelling was performed with the
phycoerythrin-conjugated RP105 (clone G28.8, BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA) and CD19 (clone 5J25C1, Per-CP, BD Biosciences) using
standard procedures. An IgG1 isotype control was also tested for each
patient, and the whole blood samples were analyzed within 24 h.
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Figure 1. Fluorescence intensity of CD180 in normal and malignant B cells. (a) Representative histograms of CD180 staining of malignant
lymphocytes. Right panel: Strasbourg series; left panel: Lyon series. (b—c) Fluorescence intensity of CD180 in malignant B cells. The results were
calculated by the FACSDiva software (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and are expressed as the MFI. The box plot represents the
median, 25/75 percentiles and extreme values. *P <0.001; ns, nonsignificant. (b) Strasbourg series, (c) Lyon series. (d) MFI of splenic and nodal
MZL of the Strasbourg series.
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detected in normal B cells. It was very weakly detected in the
CD19 — lymphocyte fraction, which primarily contains T cells that
do not express CD180 at their surface. The CD180 transcript was
also detected in all B-LPD tested, and was expressed at variable
but comparable levels to the CD19+ lymphocytes of normal
controls. Accordingly, CD180 expression was also observed in 56
samples of normal CD19+ B cells and B-CLP using microarray
analyses (public NCI GEO dataset GSE6691'°).

To test whether variant transcripts may explain the lower expression
of CD180 at the cell surface, RT-PCR products covering the entire
transcript were sequenced in four CLL and three MZL-purified CD19 +
cells. According to whole genome sequencing studies of B-LPD,'""'? no
somatic mutations to the coding sequence that was published
previously (Genbank NM_005582.2) were observed. Only the rs169714
polymorphism (667A>G, lle223Val) was detected in both CLL and
MZL samples (data not shown). These results suggest that the lower
expression of CD180 in CLL is not associated with the presence of an
abnormal transcript.

To test the intracytoplasmic localization of the CD180 protein in
B-LPD, FITC- and a PE-conjugated anti-CD180 antibodies were used
alternatively for membrane and intracellular staining in CLL (n=15),
MCL (n=5), MZL (n=5) and control blood samples (n=5). The
two combinations revealed comparable intracytoplasmic staining
of CD180 in all samples tested, which was not observed in control T
cells, whereas the surface staining remained unchanged (data not
shown). These findings suggest that the CD180 transcript and
protein are present in normal and malignant B cells at similar
levels. The area under the curve and receiver operating
characteristic curve analysis were used to verify the accuracy of
CD180 expression in MZL vs the other B-LPD (Supplementary
Figure 1). It appeared that the CD180 MFI or RFI could positively
discriminate MZL from CLL, LPL and MCL with more than 86%
sensitivity and specificity. These results were obtained in two
independent sets of patients, tested in two different laboratories.

To the best of our knowledge, no other available positive marker
can be used for this type of characterization. Also, a high CD180
staining may be in favor of a splenic origin of the lymphoma, as
SMZL and SDRPL display particularly high levels of CD180
expression. These results require however further confirmation in
a larger cooperative study to assess its diagnostic potential.

In conclusion, this study shows the differential expression of
CD180 in circulating cells of B-LPD, with high expression restricted
to MZL and SDRPL B cells.
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Strong Cell Surface Expression of the Toll-Like Rec
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Distinction of MZL from other mature B-cell lymphomas is
hampered by the lack of specific cellular markers. Proteomic
analyses on plasma membrane microparticles! derived from
malignant cells identified the Toll-like receptor homolog
CD180, as a candidate marker of MZL.

CD180 expression was analyzed in 96 patients and 25
controls by flow cytometry including marginal zone
lymphomas, chronic lymphocytic leukemia, cell lymphoma,
and lymphoplasmacytic lymphoma. CD180 was observed to
be under-expressed at the cell surface in all B-cell
malignancy subtypes except MZL B cells. These results
were confirmed in an independent series of 123 patients.

Furthermore, ligation of this receptor, induced a greater
increase of CD86 expression at the cell surface of MZL B,
suggesting an activation of the NF-«kB pathway.

These results strongly suggest that CD180 may be the first
positive immunological marker for MZL.
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Figurel
Fluorescence intensity of CD180 in normal and malignant B-cells and
Representative histograms of CD180 staining of malignant lymphocytes from both
series

eptor Homolog CD180 Identifies Circulating Cells of

Lymphoma From Other B-Cell Malignancies
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Patients and samples

25 controls, 30 patients with CLL, 16 patients with MCL, 15
patients with LPL and 35 patients with MZL (25 splenic, 10
nodal) were studied. The diagnosis was established
following WHO guidelines.

In the same way, the CD180 expression was performed in
an independent series of 123 consecutive and prospective
patients with B-LPD diagnosed in the Hematology
Department of Lyon-Sud University Hospital. These cases
were classified as CLL (n=80), MZL (n=25), MCL (n=10),
SDRPL (n=8).

Immunophenotypic analyses using CD180

CD180 immunolabelling was performed with the RP105
(clone G28.8. Blood samples were analyzed within 24 hours
on a FACSCanto Il flow cytometer (BD Biosciences).

The mean fluorescence intensity (MFI) and relative
fluorescence intensity (RFI, defined as the ratio of specific

fluorescence over non-specific  fluorescence) were
measured.
MFI RFI
CLL (n=30) 906 +/- 795 8.43 +/-7.6
MCL (n=16) 1028 +/- 1084 8.6 +/-8.9
LPL (n=15) 1247 +/- 905 7.2 +/-10
MZL (n=30) 5865 +/- 5374 61 +/- 61
sMZL (n=25) 8708 +/-5706  89.8 +/-59.5
Nodal MZL (n=10) 4941 +/- 2133  46.3 +/- 26.3

Tablel

Median and standard deviation of CD180 expression. MFI: mean fluorescence
intensity, RFI: relative fluorescence intensity (over negative controls),

Measurement of activation of CD19+ cells
CD180 ligation was realized similarly as described by
Porakishvili et al?. Briefly, 1 x 106 leukocytes were
stimulated for 48 hours at 37° C in 5% CO2 with an anti-
CD180 mAb (BD) final concentrations of 10 pg/ml. Cells
were stained with CD19 and CD86.

Disclosures: No relevant conflicts of interest to d

CD180 expression in normal and malignant B-cells from

the blood

results are summarized in tablel and figurel. Normal B-cells
displayed strong staining for CD180. Malignant B-cells of
CLL displayed weaker expression of CD180. CD180
staining was also weak in MCL and LPL B cells.

CD180 MFIs of CLL, MCL and LPL B cells did not differ
significantly and were all significantly lower than the
controls.

By contrast, circulating MZL cells had a high CD180 MFI,
which was not different from the controls and was
significantly higher than the CLL, MCL and LPL B cells.
Similar results were obtained using a second anti-CD180
clone.
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Figure2
ROC curves of sensitivity versus specificity of CD180 expre ssion in B-LPD.

The maximum sensitivity and specificity of 86.8% and 87.9%, respectively, was
obtained for an MFI> 2122 threshold

The area under the curve and receiver operating
characteristic curve analysis (figure2) was used to verify
the accuracy of CD180 expression in MZL versus the other
B-LPD.

A MFI> 2122 could discriminate MZL from the other B-
LPD with 86.7% sensitivity and 87.9% specificity. For an
RFI > 21, the results were 90% sensitivity and 86%
specificity.

These results were confirmed with the Lyon series.
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CD180 cross-linking

To test whether CD180 signaling is correlated with its cell
surface expression, we studied the cell surface expression
of CD86 following stimulation with an anti-CD180 mAb in 4
CLL, 4 MZL and 6 control samples (figure 3). Increased
expression of CD86 after CD180 ligation has been
previously shown in murine and human B-cells. It requires
NF-kB activation and is a hallmark of B-cell activation.
CD180 ligation induced a strong response in the MZL B-
cells, as indicated by CD86 staining (MFI 5348 +/- 1483),
and was higher than the normal B-cells (1550+/-259.9, p=
0,0087). No significant increase of the CD86 MFI was
observed in the CLL B cells after CD180 ligation (135.5 +/-
239.4 vs 150 +/- 64.39, p= 0,4857).
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Figure3

CD86 expression following CD180 cross-linking stimulatio n.

Normal, CLL and MZL blood samples were cultured 48 hours after CD180 cross-
linking stimulation, and analyzed for the expression of the activation marker CD86.

Conclusion

CD180 MFI or RFI could positively discriminate MZL from
CLL, LPL and MCL with more than 86% sensitivity and
specificity. These results were obtained in 2 independent
sets of patients, tested in 2 different laboratories.
Furthermore, we did not observe any variation of CD180
intensity in patients during the following two years.

In conclusion, this study shows the differential expression of
CD180 in circulating cells of BLPD, with high expression in
MZL that is associated with strong activation signals.
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Introduction

Le diagnostic différentiel entre lymphomes de la zone marginale (LZM) et autres SLPB est difficile devant le manque de marqueurs biologiques spécifiques. Afin de répondre a
cette question, nous avons développé une approche protéomique d’étude de microparticules membranaires issues de patients’2. Cette approche nous a permis de mettre en
évidence une protéine homologue aux récepteurs Toll, le CD180, comme nouveau candidat spécifique des Lymphomes de la zone marginale (LZM). Ces résultats ont été
confirmés par une deuxiéme étude indépendante.

- e = e

Matériel et Méthode

Bl =i Mt~ = Bl b .
<% A al E Patients
AL (n=Lh ﬂ&gnﬂi s H.E—q:*;i? 25 controles, 30 LLC, 16 MCL, 15 LLP et 35 MZL (25 spléniques, 10 nodaux) ont été étudiés. Le
' i ' i, diagnostic a été établi conformément aux recommandations de la WHO.
L =ity g =R XE T En paralléle, une deuxiéme étude indépendante a été menée par le laboratoire d’hématologie de
. . I'hopital de Lyon sud sur 123 patients (80 LLC; 25 MZL; 10 MCL et 8 SDRPL).

KL= St =-23 wl=fEEL Marquage CD180
AR Pt b L, L g Le marquage CD180 a été réalisé avec le clone G28.8 marqué PE. Les échantillons ont été analysés
A AEzkiadr s kAt dans les 24 heures apres prélevement sur un cytométre BD FACSCanto Il (BD Biosciences). La
Ll En ekl P e AL OE moyenne de fluorescence (MFI) ainsi que le ratio des intensités de fluorescence (RFI, fluorescence

Tableaul \aéciﬁque divisée par la fluorescence non spécifique) ont été calculés (BD FACSDiva software).

Moyenne et écart type de l'expression du CD180. MFI: moyenne des
intensités, RFI: Ratio des intensités (spécifique/non spécifique).

Résultats

Expression du CD180 dans les lymphocytes B contréles et pathologiques (tableau 1 et Fig. 1).
¢ Les lymphocytes B normaux circulants expriment fortement le CD180 et les lymphocytes B pathologiques I'expriment trés faiblement (LLC; MCL; LLP). Aucune différence
n’a pu étre observée entre les intensités de marquage du CD180 dans les LLC les MCL et les LLP, et toutes ces intensités étaient significativement inférieures a celle des

controles.
¢ Par opposition, les lymphocytes B circulants des LZM expriment tres fortement le CD180. Les MFI ainsi que les RFI obtenus dans les MZL ne sont pas significativement
différents des valeurs obtenues dans le groupe contréle, mais supérieurs aux groupes LLC, MCL et LLP. Des résultats similaires ont été obtenus en utilisant le deuxieme

clone anti-CD180.
¢ Une courbe de ROC (figure2) de I'expression du CD180 des LZM par rapport aux autres SLPB montre une sensibilité et une spécificité de discrimination des LZM

respectivement de 87% et 88% avec une MFI>2122 (équivalent a une RFI>21)

Activation du CD180 par ligation
Afin de déterminer si I'expression du CD180 était corrélée a son niveau d’expression, nous avons étudié 'apparition du CD86 (stimulation de la voie NF-kB) a la surface des

cellules aprés stimulation par ligation d’un anticorps anti-CD180 (figure 3). L'activation du CD180 entraine une forte réponse des cellules issues de LZM (CD86 MFI 539

1483) supérieure aux cellules controles (CD86 MFI 1550+/-259.9, p= 0,0087).Des tests réalisés sur des cellules de LLC ne montrent pas d’augmentation de I'expression du
D86 apres activation (CD86 MFI 135.5 +/- 239.4 vs 150 +/- 64.39, p= 0,4857).
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Figure3
Expression du CD86 aprés stimulation.

Figure2
Courbe de ROC du CD180 dans les SLPB. Spécificité et
sensibilité maximum avec une MFI> 2122

Figurel
MFI du CD180. Représentation des deux séries (Lyon et Strasbourg)

Conclusions

La MFI ou la RFl du CD180 peut permettre de discriminer les LZM des autres hémopathies lymphoides B chroniques avec plus de 86% de sensibilité et de spécificité. Ces
résultats ont pu étre reproduits dans deux études indépendantes. Aucune variation de I'expression du CD180 n’a été observée sur une période de 2 ans. En conclusion, cette
étude montre la forte expression du CD180 dans les MZL par rapport aux autres syndromes lymphoprolifératifs B.

(1) Miguet, L. et al. Proteomic analysis of malignant B-cell derived microparticles reveals CD148 as a potentially useful antigenic biomarker for mantle cell ymphoma diagnosis. J Proteome Res 8, 3346-3354 (2009)

(2) Miguet L. et al. Cell-surface expression of the TLR homolog CD180 in circulating cells from splenic and nodal marginal zone lymphomas. Leukemia 2013 Jan 10






LES MICROPARTICULES : UN NOUVEL OUTIL POUR PROPOSER PAR APPROCHE
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INTRODUCTION

La caractérisation des syndromes lymphoprolifératifs selon la classification OMS 2008 repose sur une combinaison d'analyses (cytométrie, immunophénotypage, immunohistochimie, cytogénétique,
biologie moléculaire)

Certains cas restent cependant mal catégorisés en 'absence de biomarqueurs spécifiques a chaque entité. L'hétérogénéité entre les différentes pathologies ou au sein d’'une méme entité rend nécessaire
I'identification de nouveaux biomarqueurs en vue d’adapter idéalement la stratégie thérapeutique.

Les protéines membranaires constituent une cible majeure pour cette recherche de nouveaux biomarqueurs en vue d’une utilisation ultérieure en routine par cytométrie en flux.

L'approche protéomique par spectrométrie de masse permet d’identifier un grand nombre de protéines contenues dans un échantillon et ainsi de comparer le protéome d’échantillons différents provenant
de pathologies distinctes. Cette approche se heurte cependant aux difficultés liées a I'identification de protéines peu abondantes dans des échantillons complexes.

= Les microparticules (MPs) = Approche protéomique par spectrométrie de masse
0 Structures membranaires d’une taille comprise entre 50 nm et 1um
0 Obtenues apreés stimulation de cellules en cultures par de I'actinomycine D (MPs
induites).
0 Générées spontanément et physiologiquement par différents types cellulaires,
notamment les cellules sanguines, et étre isolées a partir du plasma (MPs

i .
plasmatiques). ETAPE 2 : - Sélection du ou des candidats

Aebersold, Nature
Methods. 6 (8), 411

ETAPE 1 : - |dentification des protéines exprimées par des cellules pathologiques. II' =
- Comparaison avec le protéome de témoins et/ou le protéome d'autres pathologies. &1

0 La production de MPs plasmatique est augmentée dans certaines situations - Validation a grande échelle.
pathologiques dont les processus néoplasiques. - Analyse statistique de la force du marqueur (spécificité et sensibilité;
:
MP induites MP plasmatiques T
Découpe nanolLC-MS/MS
¥ Obtenues directementa partir des v« facilité » d’ obtention a partir H H dugel 2 Réduction- . RPC18,200mmX 75
cellules tumorales des patients Viu p(‘ﬂasmalt o | = £>) a:kyé;m RS um, 1,7 um
as de culture cellulaire - m—
yo
Avantages nécessaire LH Digestion L i Fragmenta
v'Peuvent étre obtenues en Culotd trypsique pEL tion des
I" absence de cellules tumorales ulot de Séparation Extraction des nanoACQUITY peptides
circulantes dans le sang MPs surgel 1D peptides UltraPerformance LC® par
SDS PAGE (UPLC®) MS/MS, MS/MS
v/ Nécessité de collecter des cellules v'Maijoritairement d” origine [ pathologie | Pathologie B SynaptHDMS (Waters)
d’ intérét (patients présentant une plaquettaire . PR Peak list
: T hyperlymphocytose) VFaible quantité de MPs issues de HiiliEd v s \dentifieation
e ¥ Mise en culture des cellules cellules tumorales Protéine 2 v A ; es pr (T Massedes
. ‘ ‘ 3 . protéines al'aide des peptides et de
v Multiples centrifugations nécessaires p .
i Sl Protéine 3 moteurs de leurs
pour isoler les MPs du milieu de culture
Protéine 4 v v recherche fragments

= Applications des MPs induites a la caractérisation des syndromes lymphoprolifératifs : identification du CD148 surexprimé dans les
lymphomes a cellules du manteau et du CD180 comme marqueur des lymphomes de la zone marginale

0 Le CD148 (HPTPeta) est un récepteur membranaire a activité tyrosine phosphatase. 0 Le CD180 est une protéine membranaire appartenant a la famille des TLR (Toll-Like Receptor), exprimée par les
Son ligand ainsi que sa fonction exacte restent inconnus. cellules présentatrices d’antigénes

N i CD148 Fluorescence Intensity 225 . — T g
2001 E L]
R e 3 = e
10 . 175
L - =

£
W

= o’
o TR

el

o e | . -

___,__-' o ?": = %‘ t%l H Z —_ é %

2 _' i oo o s e temoin  foliculaire LC  SLPNOS hmphoplasmo  MCL MzL e .-..
' I . N patents St " . R
Figure 2 : validation 4 grande échelle par cytométrie en flux de I'expression Figure 3 : validation a grande échelle par cytométrie en flux de I'expression différentielle du
i s = différentielle du CD148 au cours de différents syndromes lymphoprolifératifs CD180 au cours de différents syndromes lymphoprolifératifs. LLC : leucémie lymphoide Figure 4 : détection par immunohistochimie de
Figure 1 1 caractérisation de exprassion du CD148 par CLL: leucémie Iymphoide chronique o chronique ; SLP NOS : syndrome lymphoprolifératif sans autre spécificité ; Folliculaire : I'expression du CD180 sur une coupe de rate (x10) au
cytométrie en flux chez un patient porteur d'un SLL : lymphome B & petites cellules sans autre spécificité folliculaire ; ire ; M2L cours d’un lymphome splénique de la zone marginale

MCL : lymphome & cellules du manteau

lymphome du manteau (A), d’une leucémie lymphoide de la zone marginale

chronique (B) et chez un témoin sain (C) Miguet L. etal. J Proteome Res. 2009, 8, 3346-54. Miguet L. et al. Leukemia 2013
= Des MPs induites aux MPs plasmatiques = Microparticules plasmatiques : analyses de cas
‘ 5 cas témoins LLC versus lymphome folliculaire
0 Comparaison des MPs induites et pl iques par cytométrie en flux

o

Au total : 747 protéines identifiées dont 221

- 653 protéines identifiées au total
A (29,5%) communes aux 5 échantillons P

i — [ D ats ) o B 0 Parmi ces protéines, 252 sont de localisation e folliculaire
= - | Figure 5 : détermination par cytomeétrie en flux de membranaire
| | j'- l'origine cellulaire des MPs induites et plasmatiques au 0 28 Clusters de Différenciation identifiés dont
? ! i cours de 2 hémopathies différentes : Leucémie . CD9,CD11b, CD34, CDAS 16 CD identifiés, dont
i v = o Lymphoide Chronique (A et B) et lymphome folliculaire CD45, CD20, CD22
fa 4 % i (CetD). " = v
. D a1- LAnnexin V est utilisée comme marqueur des
: - ¥ microparticules. Le CD41 est un marqueur plaquettaire. - « 5 -
i " - -l
. ) Les microparticules plasmatiques apparaissent i =
41+ e majoritairement d'origine plaquettaire co-exprimant les =
= marqueurs AnnexinV’ et CD41. I =+ Ces résultats confirment la possibilité d’identifier des
L8 . . P .
Cette fraction AnnexinV / CD41+ est minoritaire dans - protéines membranaires d’origine leucocytaire (CDA45,
g 5 - -r M une préparation de MPs induites. CD20, CD22, CD9, CD11b) dans des préparations de MPs
. i f = ﬁ- :
1 116 e Ll b plasmatiques
41- & a1 Figure 7 : nombre de protéines identifiées a partir de 5
ALf T S=d e FUURY ke - préparations de MPs plasmatiques provenant de témoins sains
0 Comparaison des MPs induites et pl; iques par analyse nanoLC-MS/MS
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(10%) (21%) %) . e . - .
: . . . . = Approche translationnelle validée pour lidentification de nouveaux biomarqueurs
Figure 6 : comparaison du protéome des MPs AN N L o N
s plasmatiques et induites obtenues & partir d'un méme dans les syndromes lymphoprolifératifs a partir de MPs induites : utilisation en routine
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Introduction

Les hémopathies lymphoides B chroniques sont des affections en constante augmentation, et bien que le diagnostic soit facilement établi chez la majorité des patients, il
subsiste un certain nombre de cas difficiles, surtout en cas de phase leucémique, pour lesquels nous ne disposons pas de marqueurs spécifiques. C’est particulierement vrai dans
certains cas de LLC atypiques, de lymphomes de la zone marginale (LZM), a cellules du manteau (LCM), notamment ceux CCND1 négatifs, ou lympho-plasmocytaires (LLP). Nous
avons développé une stratégie basée sur I'analyse protéomique des microparticules issues de cellules lymphomateuses qui nous a permis de proposer deux nouveaux
marqueurs: le CD148 et le CD180, associés aux LCM et des LZM respectivement. Nous avons étudié I'apport de ces deux marqueurs, couplés avec le CD200 pour le diagnostic des
hémopathies lymphoides B chroniques.

LLC LM LZm LLP / Patients et Méthode \

CD148 <690 >980 <1000 540< MFI <1350

CD180 <1150 <1500 >2700 500 < MFI <1450 'analyse de ces trois marqueurs a été réalisée par cytométrie en flux (CD148

CD200 >500 <900 <2200 0 < MFI < 2700 (Clone 143-41 FITC); CD180 (Clone G28.8 PE) et CD200 (Clone 0X104 APC)). Leur
Spécificité 95% 92% 99% 90% f[gfil d'expression; é':;e; itatbli su3r Ejl\rl'neacz‘c;hciét'a de 11illpbat’ients bien ;:aracréristés :

T = = = = avec un score de Matutes > =34); caractérisés par une translocation
Eeiibilit - I i sl i t(11;14) et/ou une sur-expression de CCND1 (N=22); LLP (N=26) présentant une
Tableaul: Seuils de fluorescence des mar,queu'rs §D148, CD180 et'CDZOO dans les morphologie évocatrice, un pic IgM et une positivité du CD38 ; des LZM (N=32)
groupes de LLC, LZM LCM et LLP. Lapplication de ces seuils permet une avec un phénotype CD5- CD23- associé a une splénomégalie. Pour chaque groupe
classification des pathologies avec une spécificité et une sensibilité reportées ci- @oyenne des MFI et I'erreur standard ont été déterminées.
dessus.
Résultats

L'analyse par cytométrie en flux des LCM révele une forte expression du CD148 (MFI moyenne = 1498) associée a une faible expression des CD180 et CD200 (MFI moyenne =
888 et 426 respectivement). A I'inverse, une faible expression du CD148 et du CD180 (MFI moyenne = 495 et 754) associée a une forte expression du CD200 (MFI moyenne =
3750) est caractéristique des LLC. Une faible expression du CD148 et du CD200 (MFI moyenne = 640 et 1200) associée a une tres forte expression du CD180 (MFI moyenne =
5300) est le profil observé dans les LZM et enfin, une expression modérée de ces trois marqueurs représente le groupe des LLP (figures 1 et 2).

Un seuil correspondant a la moyenne des MFI +/- 4 SD a été calculé pour chacun des groupes. Lutilisation de ces seuils permet de classer correctement les LCM avec une
spécificité de 96% et une sensibilité de 65%, les LLC avec une spécificité de 95% et une sensibilité de 79%, les LLP avec une spécificité de 95% et une sensibilité de 54 % et enfin

ts LZM avec une spécificité de 99% et une sensibilité de 60 % (tableau 1). /
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Figurel: Exemples de profils d’expression des marqueurs CD148, CD180 et CD200 dans Figure2: Représentation « radar » sur le logiciel Kaluza Analyses 1.3 de la
les LLC (violet) LCM (rouge) LZM (vert) et LLP (bleu). combinaison de 10 LLC, 10 LLP, 10LCM et 10 LZM pour I'expression des

marqueurs CD148, CD180 et CD200.

Conclusions
Les seuils d’expression de ces marqueurs CD148, CD180 et CD200 peuvent étre utilisés pour classer avec une trés bonne précision les syndromes lymphoprolifératifs B (90-99%
de spécificité). Associée aux marqueurs utilisés habituellement en routine cette combinaison d’anticorps peut étre particulierement utile dans les cas ou la cytologie n’est pas
spécifique, dans les cas ou I’histologie n’est pas disponible ou ne peut étre réalisée.

(1) Miguet, L. et al. Proteomic analysis of malignant B-cell derived microparticles reveals CD148 as a potentially useful antigenic biomarker for mantle cell ymphoma diagnosis. J Proteome Res 8, 3346-3354 (2009)
(2) Miguet L. et al. Cell-surface expression of the TLR homolog CD180 in circulating cells from splenic and nodal marginal zone lymphomas. Leukemia 2013 Jan 10
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ABSTRACT METHODS RESULTS

Diagnosis of mature B-cells proliferations, do not always fulfill any of the
WHO criteria of B-cell neoplasms using standard diagnosis tools. This
situation is notably encountered in the case of the differential diagnosis of
marginal zone lymphoma (MZL), atypical chronic lymphocytic leukemia
(aCLL), mantle cell lymphoma (MCL), or lymphoplasmacytic lymphoma
(LPL), mostly due to the lack of immunological positive markers.

In order to find new markers to discriminate between these different
malignancies, we have previously developed a proteomic strategy based
on the analyses of plasma membrane microparticles and proposed two
new specific markers: CD148' and CD180%23 for MCL and MZL
respectively. The simultaneous use of these two markers, together with the
CD200 that is positive in most cases of CLL and negative in MCL could be
of great interest to better assess the differential diagnosis
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SR 200

Figure 1
Fluorescence intensity of CD148, CD180 and CD200 in representative cases of CLL, MCL, MZL and LPL using
BD FACSDiva®© Software
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Patients and samples

Blood or bone marrow samples of a well characterized set of patients
(N=287) : CLL with a Matutes score > 3 (N=81); MCL harboring t(11;14)
translocation or CCND1 overexpression (N=44); LPL (N=58) classified
following cytological morphology, IgM peak and the positivity of CD38
and/or Myd88 mutation, MZL (N=84), displaying a CD5- CD23-
immunophenotype associated to a splenomegaly and 20 controls.

Immunophenotypic analyses

Flow cytometry analyses have been realized in Nancy and Strasbourg
hospitals by combining these three markers: CD148 (Clone 143-41 FITC,
R&D system); CD180 (Clone G28.8 PE BD Biosciences) and CD200
(Clone OX104 APC, E Bioscience). . For each group the Median of
Fluorescence Intensity and Standard Error have been determined

LT

Figure2
Radar representation of CD148, CD180 and CD200 expression levels on the murge of 10 CLL (purple), 10LPL
(blue), 10MCL (red) and 10MZL (green) (Kaluza Analyses 1.3 ©software).

Disclosures: No relevant conflicts of interest to d eclare

CONCLUSIONS

Discriminant MFI values of CD148, CD180 and CD200 obtained in the
different sets of patients are summarized in table 1. MCL exhibited a
strong expression of CD148 combined with a weak expression of CD180
and CD200. A weak expression of CD148 and CD180 coupled to a strong
expression of CD200 was typical of the CLL group and a weak expression
of CD148 and CD200 coupled to a strong expression of CD180 was
observed in the MZL group. A moderate expression of these three markers
was observed in the LPL group.

A threshold corresponding to MFI +/- 4 standard error was then calculated
for each group, and patients were categorized following the expression
profile of these 3 markers (see figures 1 and 2).

In this cohort, the above described profiles correctly identified MCL cases
with a specificity of 92% and a sensitivity of 64%, aCLL cases with a
specificity of 100% and a sensitivity of 47%, LPL cases with a specificity of
90% and a sensitivity of 54% and MZL cases with a specificity of 99% and
a sensitivity of 60%.

These results strongly suggest that the incorporation of these three
markers CD148 CD180 and CD200 in addition of the routinely used flow
cytometry panel can be helpful in a number of cases for which the
diagnosis is difficult

CLL MCL MZL LPL
CD 148 MFI <690 >980 <1000 540<CD148 MFI<1350
CD 180 MFI <1150 <1500 >2700 500<CD180 MFI<1450
CD 200MFI >500 <900 <2200 <2700
Specificity 100% 92% 99% 90%
Sensitivity 47% 64% 60% 54%
Tablel

Discriminant fluorescence intensity threshold of CD148, CD180 and CD200 in CBCL
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Annexe 5

Liste des transitions sélectionnées pour le suivi des protéines CD45,

CD148, CD5, CD200_1, CD200_3, CD180 et CD23

Les peptides marqués sont indiqués par le signe *
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m/z Temps de m/z
précurseur rétention (min) HEER
CD45 938.4
DETVDDFWR 591.757 37.16 738.3
837.4
748.3
DETVDDFWR* 596.761 37.16 847.4
948.4
175.1
DPPSEPSPLEAEFQR 849.902 32.59 1173.6
1486.7
185.1
DPPSEPSPLEAEFQR* 854.906 32.59 1183.6
1496.7
719.3
IEFDNEVDK 554.761 17.19 9954
866.4
727.3
IEFDNEVDK* 558.769 17.19 874.4
1003.4
272.2
LFLAEFQSIPR 660.869 65 747.4
1060.6
282.2
LFLAEFQSIPR* 665.873 65 1070.6
757.4
458.2
LNPTPGSNAISDVPGER 862.434 19.86 1298.6
557.3
468.2
LNPTPGSNAISDVPGER* 867.438 19.86 567.3
1308.6
452.2
NSNVIPYDYNR 677.823 19.4 940.5
827.4
837.4
NSNVIPYDYNR* 682.827 19.4 950.5
462.2
565.3
VDVYGYVVK 521.284 29.46 827.5
573.3

Protéine  Séquence peptidique
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VDVYGYVVK*

YHLEVEAGNTLVR

YHLEVEAGNTLVR*

TLILDVPPGVEK

TLILDVPPGVEK*

YVDILPYDYNR

YVDILPYDYNR*

525.291

500.932

504.268

640.877

644.884

715.851

720.855

29.46

25.92

25.92

42.87

42.87

44.06

44.06

736.4
835.5
728.4
602.4
730.4
659.4
740.4
612.4
669.4
840.4
626.4
953.5
961.5
634.4
848.5
452.2
940.5
827.4
462.2
837.4
950.5
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CD148

DTEVLLVGLEPGTR

DTEVLLVGLEPGTR*

FSGFEASHGPIK

FSGFEASHGPIK*

GLIDGAESYVSFSR

GLIDGAESYVSFSR*

SQSLSEVLK

SQSLSEVLK*

749.909

754.913

638.82

642.827

750.87

755.874

495.777

499.784

47.05

47.05

19.21

19.21

42

42

20.66

20.66

729.4
828.5
430.2
440.2
739.4
838.5
1042.5
1129.6
838.4
846.5
1050.5
1137.6
974.5
496.3
845.4
855.4
984.5
506.3
1471
575.3
775.5
155.1
583.4
783.5




TGTFIAIDR

TGTFIAIDR*

VITEPIPVSDLR

VITEPIPVSDLR*

YAAELAENR

YAAELAENR*

YNNVLPYDISR

YNNVLPYDISR*

497.272

502.276

674.889

669.885

518.757

523.761

677.344

682.348

24.36

24.36

39.58

39.58

11.29

11.29

31.67

31.67

474.3
734.4
587.4
744.4
484.3
597.4
1136.6
696.4
906.5
686.4
896.5
1126.6
602.3
802.4
489.2
499.3
612.3
812.4
1076.6
750.4
863.5
760.4
1086.6
873.5

CD5

HLPETEAGR

HLPETEAGR*

EHQPLPIQWK

EHQPLPIQWK*

LSWYDPDFQAR

LSWYDPDFQAR*

LVGGSSIC[+57.0]EGTVEVR

505.257

510.261

638.346

642.353

699.328

704.332

781.896

6.31

6.31

29.5

29.5

47.08

47.08

20.5

8724
533.3
759.4
543.3
769.4
882.5
1009.6
881.5
671.4
889.5
679.4
1017.6
733.4
848.4
1197.5
743.4
858.4
1207.5
660.4

949.4
1350.6
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LVGGSSIC[+57.0]EGTVEVR*

NSHLSAYPALEGALHR

NSHLSAYPALEGALHR*

QWEDPSQASK

QWEDPSQASK*

VLALLC[+57.0]SGFQPK

VLALLC[+57.0]SGFQPK*

VLDAGDPTSR

VLDAGDPTSR*

786.9

868.447

873.451

588.27

592.277

666.871

670.878

515.762

520.766

20.5

28.41

28.41

10.08

10.08

50

50

9.2

9.2

1360.6
959.4
670.4

1284.7

1197.6
963.5
973.5

1294.7

1207.6
7324
861.4
617.3
869.4
740.4
625.3
8234
936.5

1120.6
831.4
944.5

1128.6
460.3
703.3
818.4
470.3
713.3
828.4

CD200

EQLYTPASLK

EQLYTPASLK*

575.311

579.318

20.64

20.64

515.3
616.4
779.4
787.4
523.3
624.4

CD200_1

GELSQGVQK

GELSQGVQK*

473.254

477.261

6.48

6.48

646.4
759.4
431.3
439.3
654.4
767.5

CD200_3

TTINDYQVIR

TTINDYQVIR*

611.825

616.829

20.28

20.28

678.4
793.4
907.5
688.4
803.4
917.5
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CD180

NLSHLQTLNLSHNEPLGLQSQAFK

NLSHLQTLNLSHNEPLGLQSQAFK*

GNHFQDGTITK

GNHFQDGTITK*

SLEQAINLSLNFNGNNVK

SLEQAINLSLNFNGNNVK*

VLDFQNNAIHYISR

VLDFQNNAIHYISR*

1345.206

1349.214

609.299

613.306

988.016

992.023

845.439

850.443

49

49

9.45

9.45

60

60

42.27

42.27

580.3
878.5
1088.6
588.3
886.5
1096.6
1046.5
909.5
248.2
256.2
917.5
1054.5
1106.6
906.4
1019.5
914.5
1027.5
1114.6
675.4
538.3
1087.6
685.4
548.3
1097.6

CD23

HASHTGSWIGLR

HASHTGSWIGLR*

LPTPSAPLHS

LPTPSAPLHS*

NEASDLLER

NEASDLLER*

SQSTQISQELEELR

661.342

666.346

510.28

512.283

523.759

528.763

824.413

19.38

19.38

17.51

17.51

18.41

18.41

42.47

1113.6
1184.6
788.4
798.5
1123.6
1194.6
611.3
708.4
809.4
712.4
813.4
615.3
803.4
645.4
7324
655.4
742.4
813.4
788.4
546.3
1003.5
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SQSTQISQELEELR*

WNDAFC[+57.0]DR

WNDAFC[+57.0]DR*

829.417

542.219

547.223

42.47

17.99

17.99

798.4
556.3
1013.5
450.2
668.3
783.3
460.2
607.3
793.3




Annexe 6

Communication par affiche

Evaluation de la préparation d’échantillons « tube-gel » pour I’analyse quantitative d’échantillons
complexes.

L. Muller, LM Fornecker, C. Carapito, S. Cianferani

Congres de Spectrométrie de Masse et d’Analyse Protéomique (SMAP)

(Ajaccio, 15-18 septembre 2015)
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protéiques complexes

Evaluation de |la préparation d’échantillons
« Tube-gel » pour I'analyse quantitative de mélanges

Leslie MULLER, Luc-Matthieu FORNECKER, Christine CARAPITO, Sarah CIANFERANI
Laboratoire de Spectrométrie de Masse BioOrganique (LSMBO), IPHC-DSA, UMR 7178 CNRS-UdS, 67087 Strasbourg, FRANCE

Introduction
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En protéomique, la confiance dans I'identification des protéines est dépendante du nombre de peptides dérivant de chacune des protéines, elle-méme particulierement tributaire de
I'efficacité de la digestion et par extension de la préparation d’échantillon. De plus, les analyses quantitatives requierent une préparation d’échantillon la plus répétable possible, donc

la plus simple possible, d'autant plus en amont d’approches quantitatives de type « label-free ».

Actuellement, ces stratégies de protéomique quantitative « label-free » s’effectuent via une digestion « in-solution », ou via une digestion « in-gel » des protéines. La digestion « in-
gel » présente 'avantage d’étre compatible avec une extraction des protéines en présence de détergents (tel que le SDS), composés qui ne sont pas compatibles avec la spectrométrie

de masse (SM), mais également le désavantage d’étre souvent chronophage.

Dans cette optique de gain de temps et de compatibilité avec la SM, nous avons évalué la possibilité d’une préparation par « Tube-gel »*, une technique qui consiste a faire
polymériser un gel de polyacrylamide directement avec I'extrait protéique en solution, sans électrophorése, en la comparant au gel « Stacking » classique.
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Conclusion

i La préparation d’échantillons « Tube-gel » :
- est un procédé efficace pour obtenir un apergu de sa composition (>80% de protéines communes identifiées entre la méthode «Tube-gel» et la méthode «Stacking»),

- semble étre un bon compromis entre rapidité de préparation et répétabilité pour les approches de protéomique quantitative de type «label-free»,

- permet une quantification précise et sensible de protéines faiblement abondantes au sein d’un échantillon complexe, avec des résultats équivalents a ceux d’'une préparation de type
._gel «Stacking».

Tlu, X. & Zhu, H. Tube-gel digestion: a novel proteomic approach for high throughput analysis of membrane proteins. Mol. Cell. Proteomics MCP 4, 19481958 (2005)






Annexe 7

Liste des protéines avec un test de Welch significatif entre les
groupes « réfractaires » et « sensibles » de lymphomes B diffus a

grandes cellules
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Protéines surexprimées dans le groupe « réfractaire »

Proteine ___p__ Différence

Lipopolysaccharide-binding protein 0,006 4,3
Fibrinogen beta chain 0,025 4,0
Fibrinogen gamma chain 0,026 3,8
Fibrinogen alpha chain 0,037 3,6
Vitronectin 0,043 3,4
Hexokinase-3 0,015 2,7
C4b-binding protein alpha chain 0,009 2,7
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchanger 1 0,011 2,5
Alpha-2-antiplasmin 0,045 2,5
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3 0,003 2,4
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 0,014 2,4
Complement component C9 0,016 2,3
Erythrocyte band 7 integral membrane protein 0,033 2,2
Dipeptidyl peptidase 1 0,027 2,2
Interferon-induced guanylate-binding protein 2 0,045 2,1
Tensin-3 0,005 2,0
Heme-binding protein 1 0,014 2,0
Sepiapterin reductase 0,026 2,0
N-acetylneuraminate lyase 0,019 1,9
Cathepsin B 0,009 1,9
Serum amyloid P-component 0,047 1,8
Procollagen galactosyltransferase 1 0,004 1,8
Cathepsin Z 0,007 1,8
Estradiol 17-beta-dehydrogenase 11 0,032 1,8
Neutral cholesterol ester hydrolase 1 0,002 1,8
V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 3 0,011 1,8
Inorganic pyrophosphatase 0,004 1,8
Unconventional myosin-le 0,011 1,8
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, mitochondrial 0,013 1,8
Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial 0,038 1,8
Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1 0,044 1,8
Interleukin-18 0,023 1,7
N-acylglucosamine 2-epimerase 0,048 1,7
Vesicle transport protein GOT1B 0,007 1,7
AMP deaminase 3 0,047 1,7
ERO1-like protein alpha 0,043 1,7
Thiopurine S-methyltransferase 0,010 1,7
EH domain-binding protein 1-like protein 1 0,028 1,6
Sodium/hydrogen exchanger 9 0,050 1,6
GDH/6PGL endoplasmic bifunctional protein 0,027 1,6
EF-hand domain-containing protein D2 0,014 1,6
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Ganglioside GM2 activator

Pleckstrin homology domain-containing family O member 2
Leukotriene A-4 hydrolase

Reticulon-4

Monoacylglycerol lipase ABHD12

Epididymal secretory protein E1

Adipocyte plasma membrane-associated protein

PRA1 family protein 3

Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 2
Pleckstrin

Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
ADP-dependent glucokinase

V-type proton ATPase subunit d 1
Gamma-interferon-inducible lysosomal thiol reductase
Phosphatidate cytidylyltransferase 2

Atlastin-3

Peroxisomal multifunctional enzyme type 2

Protein transport protein Sec24A

NADH-cytochrome b5 reductase 1

V-type proton ATPase subunit B, brain isoform
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7
Twinfilin-1

Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase

V-type proton ATPase subunit F

Protein disulfide-isomerase A3

V-type proton ATPase subunit C 1

Acid ceramidase

Large neutral amino acids transporter small subunit 1
Hexokinase-1

V-type proton ATPase catalytic subunit A

Ras-related protein Rab-18
Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein
Nicastrin

ER membrane protein complex subunit 1

Acetolactate synthase-like protein

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1
Manganese-transporting ATPase 13A1

Calnexin

V-type proton ATPase subunit H
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4
Proteasome-associated protein ECM29 homolog
GTP-binding protein SAR1a

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2
Unconventional myosin-IXb

UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 1

Signal recognition particle subunit SRP72
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0,026
0,023
0,048
0,005
0,003
0,015
0,027
0,034
0,001
0,031
0,049
0,014
0,022
0,050
0,007
0,012
0,005
0,033
0,023
0,032
0,010
0,021
0,043
0,044
0,029
0,008
0,020
0,031
0,035
0,036
0,008
0,038
0,029
0,034
0,022
0,017
0,019
0,033
0,050
0,036
0,021
0,018
0,036
0,002
0,007
0,005

1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,6
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,4
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3



Signal recognition particle subunit SRP68

Cathepsin S

Constitutive coactivator of PPAR-gamma-like protein 1
ADP-ribosylation factor-like protein 8B

Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1

Malectin

AP-3 complex subunit delta-1
Mannosyl-oligosaccharide glucosidase

Ras-related protein Rab-10

Protein transport protein Sec24B

Ras-related protein Rab-1A

Coiled-coil domain-containing protein 47

Vacuolar protein sorting-associated protein 35
Lysosome-associated membrane glycoprotein 1
Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2

Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha
Helicase SKI2W

AP-3 complex subunit beta-1

AP-3 complex subunit mu-1

0,012
0,019
0,040
0,027
0,021
0,050
0,001
0,029
0,049
0,034
0,036
0,007
0,006
0,031
0,016
0,008
0,049
0,029
0,024

1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,3
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,2
1,1
1,1
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Protéines surexprimées dans le groupe « sensible»

Proteine __p | Différence

Interferon-induced GTP-binding protein Mx2 0,041 -2,3
B-lymphocyte antigen CD20 0,019 -1,7
LIM domain and actin-binding protein 1 0,045 -1,6
Transgelin 0,008 -1,4
Lymphoid-restricted membrane protein 0,045 -1,4
Sorcin 0,042 -1,2
Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2 0,029 -1,0
WD repeat- and FYVE domain-containing protein 4 0,026 -1,0
Rab GTPase-activating protein 1-like 0,005 -0,9
Calponin-2 0,012 -0,9
Aspartate aminotransferase, mitochondrial 0,047 -0,8
Protein TFG 0,018 -0,8
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-1 0,037 -0,8
Glyoxalase domain-containing protein 4 0,007 -0,8
GRIP1-associated protein 1 0,034 -0,8
Deoxycytidine kinase 0,042 -0,7
Leucine-rich repeat and calponin homology domain-containing protein
0,008

3 -0,7
Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 2 0,047 -0,7
Tyrosine-protein kinase SYK 0,003 -0,7
Cullin-4B 0,008 -0,7
High mobility group protein B2 0,034 -0,7
Synaptogyrin-2 0,021 -0,6
Rab3 GTPase-activating protein non-catalytic subunit 0,001 -0,6
Serine/threonine-protein kinase D2 0,030 -0,6
Lamina-associated polypeptide 2, isoform alpha 0,033 -0,6
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 0,018 -0,6
Spermine synthase 0,024 -0,6
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1 0,008 -0,6
Protein FAM49B 0,031 -0,6
Cleavage stimulation factor subunit 2 0,038 -0,6
Lamina-associated polypeptide 2, isoforms beta/gamma 0,001 -0,6
Serine/threonine-protein phosphatase 5 0,045 -0,6
Ig kappa chain C region 0,022 -0,6
Lanosterol synthase 0,039 -0,5
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member E 0,029 -0,5
Palladin 0,042 -0,5
Myotrophin 0,022 -0,5
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO 0,016 -0,5
Phosphoribosylformylglycinamidine synthase 0,046 -0,5
Translin-associated protein X 0,041 -0,5
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 0,022 -0,5
Testis-expressed sequence 10 protein 0,050 -0,5
DAZ-associated protein 1 0,020 -0,5
Polypyrimidine tract-binding protein 3 0,008 -0,5
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Ubiquilin-2

SUMO-conjugating enzyme UBC9

Acyl-protein thioesterase 1

14-3-3 protein epsilon

Nucleosome assembly protein 1-like 4

Transcription factor BTF3
Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase
NEDD8-conjugating enzyme Ubc12

Eukaryotic translation initiation factor 6
Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase
Methionine--tRNA ligase, cytoplasmic

60 kDa SS-A/Ro ribonucleoprotein

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2
Drl-associated corepressor

Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3

Eukaryotic translation elongation factor 1 epsilon-1
BRO1 domain-containing protein BROX
Adenylosuccinate lyase

Proteasome subunit beta type-4

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4
Methyl-CpG-binding domain protein 2

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 5
Thioredoxin domain-containing protein 17

Putative oxidoreductase GLYR1

Nucleolysin TIAR

Small nuclear ribonucleoprotein-associated proteins B and B

Microtubule-associated protein RP/EB family member 1
C-terminal-binding protein 1

Host cell factor 1

Splicing factor 1

ATP synthase subunit g, mitochondrial
Serine--tRNA ligase, cytoplasmic

60S ribosomal protein L38

60S ribosomal protein L23

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit M
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E

0,030
0,025
0,048
0,017
0,015
0,031
0,004
0,045
0,042
0,025
0,023
0,047
0,005
0,048
0,031
0,032
0,023
0,038
0,025
0,040
0,037
0,031
0,044
0,020
0,013
0,045
0,049
0,021
0,035
0,026
0,021
0,012
0,011
0,036
0,021
0,044
0,041

-0,5
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,4
-0,3
-0,3
-0,3
-0,3
-0,3
-0,3
-0,3
-0,3
-0,3
-0,3
-0,3
-0,3
-0,3
-0,3
-0,2
-0,2
-0,2
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SR TS R TTE APRRIIE e
g Développements méthodologiques en analyse ™"
protéomique pour la découverte et la validation

de biomarqueurs dans les hémopathies
lymphoides B de I’adulte

Le développement actuel tres rapide des différentes approches « omiques » génere un
grand nombre de biomarqueurs potentiels, en particulier dans le domaine de la cancérologie.
L'analyse protéomique par spectrométrie de masse a particulierement bénéficié des progres
technologiques récents qui ont permis la mise au point de nouvelles approches quantitatives
globales ou ciblées. Néanmoins, peu de biomarqueurs potentiels finissent par étre
concrétement utilisés en pratique clinique, nécessitant I'optimisation des différentes étapes
de leur développement.

Dans la continuité des travaux ayant abouti a l'identification de biomarqueurs diagnostiques
dans les hémopathies lymphoides B, ce travail de thése a permis le développement d’'une
méthode d'analyse protéomique ciblée pour la vérification et la validation de nouveaux
biomarqueurs potentiels. La possibilité d’appliquer des stratégies quantitatives globales & un
tres grand nombre d’échantillons a pu étre démontrée. L'application de ces stratégies
guantitatives globales a du tissu ganglionnaire provenant de lymphomes agressifs a permis
d’identifier des biomarqueurs potentiellement associés a une résistance au traitement. Enfin,
le mode de préparation tube-gel, facilitant I'étude d’'un grand nombre d’échantillons, a été
validé pour la réalisation d’analyses protéomiques différentielles.

Mots-clés : protéomique quantitative, spectrométrie de masse, biomarqueurs, hémopathies
lymphoides B, tube-gel

The current development of new « omics » technologies has led to the discovery of a large
number of potential biomarkers, particularly in the field of oncology. Proteomics analysis by
mass spectrometry have particularly benefited from these technological advances with the
development of new global or targeted quantitative approaches. Nevertheless, only a few
numbers of potential biomarkers are finally used in clinical practice, requiring further
optimization of the development process.

Following the initial identification of biomarkers in the diagnosis of lymphoid malignancies
performed previously, this thesis has allowed the development of a targeted proteomics
method that can be used for the validation of new potential biomarkers. The ability of
analysing a large number of samples with a global quantitative approach has also been
demonstrated. The application of these global quantitative strategies on lymph node tissue of
aggressive lymphoma has permitted the identification of potential new biomarkers associated
with chemorefractoriness. Lastly, a tube-gel protocol facilitating the analysis of a large
number of samples has been validated for differential proteomics studies.

Key words : quantitative proteomics, mass spectrometry, biomarkers, B-cell ymphoma, tube-
gel
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