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Figure IV.7 : Diagramme de Venn représentant l@uemement des listes de protéine groupes couverts a
I'aide des trois méthodes de fractionnement ouéggédion utilisées pour la génération de la basdotmée

du protéome urinaire.

Figure 1V.8 : Nombre cumulé de protéine groupesntifiés par chacune des trois méthodes de
fractionnement ou déplétion utilisées pour la gatién de la base de donnée urinaire en fonctiomotobre
de fractions analysées. Exemple de gel SDS-PAGE&naben vue de I'analyse GeLC-MS d’'un échantillon

urinaire.

Figure IV.9: Gamme dynamique des protéines groupesitifiés lors de la phase de découverte (voir
chapitre V). Les points de couleur correspondent @otéines groupes identifiés exclusivement pa un

seule méthode de fractionnement/déplétion.

Figure IV.10 : Représentation bidimensionnelle albdse de données AMT du protéome urinaire compilée
dans le cadre de ce travail. Chaque point correspomn peptide dont les coordonnées analytiqueslaon
masse monoisotopique et le temps de rétention riisgmées peptides correspondant & quelques pestéin

majoritaires de I'urine ont été mis en évidenceyracode couleur.

Figure IV.11 : Résultat de I'analyse des termesd38bciés aux protéine groupes de notre base déemnn

du protéome urinaire regroupés par composantdaiedls, fonctions et processus biologiques.

Figure 1IV.12 : Stratégies de fractionnement et digse suivies dans les publications de Adachi (Adat
al., 2006) et de Kentsis (Kentsis et al., 2009)

Figure IV.13 : Résultat de l'analyse des termes &®ociés aux protéines identifiées dans notre thase
données du protéome urinaire et dans les étudatadhi et Kentsis, regroupées par composants dedis)a

fonctions et processus biologiques. Les réparstgomt trés similaires quelles que soient lessliste

Figure IV.14 : Diagramme de Venn traduisant le ;etement en termes de protéines (panneau de gauche)

et de peptides (panneau de droite) en compararg ligie et celles d’Adachi et de Kentsis

Figure 1V.15 : Diagramme de Venn traduisant le vcement en termes de protéines identifiées obtenus
par notre algorithme (section B.2) entre les lis¢éssies des différentes catégories de patienta deHorte

de découverte de candidats biomarqueurs.

Figure V.16 : Carte du protéome urinaire obtennsdie@ cadre de notre étude mettant en évidencairtert

candidats biomarqueurs de pathologies rénalesmgéanitales rapportés dans la littérature.

Figure V.1 : Cohorte globale de plus de 1000 patégmant consultés pour une suspicion de canceade |
vessie, et sous-cohorte utilisée pour la phaseédeuderte, comprenant 68 patients avec confirmaten

cancer de la vessie et 30 donneurs sains.
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Figure V.2 : Design initialement anticipé pour lahorte de découverte (A) et composition de la cehor

réellement analysée (B).

Figure V.3 : Répartition des patients de la cohdaedécouverte suivant leur catégorie (controtesdent

ou prévalent), leur facteur de risques de prograssi de récidive et leur origine géographique

Figure V.4 : Algorithme de correction des temps ré&gention des peptides dans la base de données

constituée lors de la premiére phase de I'appradhé

Figure V.5 : Alignement des temps de rétention gigstides détectés dans I'analyse quantitative esag
de la base de données AMT avant et aprés corredésntemps de rétention des peptides de la base de

données.

Figure V.6 : Cluster de protéines dont I'abondanmmmntre une corrélation a I'augmentation du risgee d

récidive/progression.

Figure V.7 : Box plot tracés a partir des valeuedbdndances mesurées pour chacun des 98 patietds de
cohorte, regroupés par catégorie et par risques des trois réplicats analytiques. La zone blanche

correspond au deux quartiles centraux, et les lsathele couleurs aux deux quartiles extrémes.

Figure V.8 : (Panneau supérieur) Box plot des adefits moyens de Pearson entre les abondances des
peptides d’'une des trois analyses correspondanmt @atient donné et celles des deux autres anatitses
méme patient, triés par ordre croissant. (Panngf@uieur) Nombre de peptides quantifiés chez uiepiat

donné pour les trois analyses.

Figure V.9 : (Panneau supérieur) Distribution desgfficients de variation calculés sur 'ensemble de

peptides d’'un patient donnée en considérant I'ebkerdes réplicats analytiques. (Panneau inférieur)
Distribution des coefficients de variation de ce&mas peptides en considérant les réplicats deexna et

en ne conservant, pour chaque peptide chez umpdt@&né, que les deux points de données présdatant

CV le plus faible.

Figure V.10 : Coefficient de Variation selon lesmatations deux a deux des trois réplicats analgscen

ayant préalablement éliminé les valeurs manqudaies)

Figure V.11 : Carte en couleur des abondances megedes 4648 peptides quantifiés sur I'ensemble des
échantillons des 98 patients de la cohorte, classélen leur abondance moyenne dans le panneatiesupé

et occurrence décroissante dans le panneau inférieu

Figure V.12 : Contribution des protéines majordaiguantifiées dans les extraits protéiques uggair
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Figure V.13 : Distribution des valeurs d’abondaim#ex calculées a partir des comparaisons desnpatie

incidents et contréles (panneau supérieur) et diésrts prévalents et contrbéles (panneau inférieur)

Figure V.14 : Protéines quantifiées classées panddnces médiane décroissante sur I'ensemble des
patients de la cohorte de découverte en mettanévigdence les candidats biomarqueurs sur et sous

abondants chez les patients cancers

Figure V. 15 : Classification fonctionnelle desmes GO Slim des candidats biomarqueurs plus madntran
une augmentation de leur abondance chez les mateamcers par processus biologique, localisation

cellulaire et fonctions moléculaire.

Figure V.16 : Graphe d'interaction de nos candidatsnarqueurs surabondants chez les patients sancer
(panneau de gauche) et surabondants chez les lesn{fianneau de droite). En rouge, les protéines

d’origine exosomales.

Figure V.17 : Protéine APOAL : profil d’abondanceleg de la protéine chez les patients contrél@scers
incident associés au risque de progression tumdésérminé dans notre étude quantitative (panneau
supérieur) ; Vérification de I'abondance différefié de cette protéine dans I'étude de Chen partétfes
blot dans les urines de patients contréle, de tmdegstade précoce, haut grade stade précoceletsstancé

(panneau inférieur).

Figure V.18 : Concentration de 'APOA1 déterminée panalyse iSRM sur des urines de patients ctegrd
sains et urologiques et de patients atteint d’urceaincident en fonction du risque de progressiomoral
(panneau supérieur) ; visualisation du marquageette protéine sur le site HPA sur des coupessde ti

d’urothélium normal et cancer (panneau inférieur).

Figure V.19 : Profil d'abondance de la protéine @@hez les patients contrdles, cancers incideatcaEs
au risque de progression tumoral déterminé dame Btitde quantitative (panneau de gauche) ; viatadn
du marquage de cette protéine sur le site HPA ssrabupes de tissu d’urothélium normal et cancer

(panneau de droite).

Figure V.20 : Concentration de LAMP1 déterminée lf@ralyse iSRM sur des urines de patients cordgrble

sains et urologiques et cancer incident et prévaleionction du risque de progression tumoral.
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Introduction générale

Le cancer de la vessie représente le 4iéme candeu®pe chez les hommes. Dans la majorité des
cas, les primo tumeurs sont des tumeurs non arfitss avec un bon pronostic et qui sont traitéekefaent
par une résection. Cependant, dans 60% des cas, mtidivent en tumeur infiltrant le muscle et
représentent un caractere beaucoup plus agressif lav risque de métastases. Il est donc néceshaire
détecter toute récidive le plus tét possible. Poela, les patients traités pour une tumeur vésisale
contrblés régulierement dans les cing années dauérgula résection. A I'heure actuelle, le diagimstun
cancer de la vessie est établit a I'issu d’'unecsgsipie, et d’une cytologie urinaire. La cystoseast un
examen tres invasif par imagerie médicale au cducgiel un tube doté d'une lentille est introduihdéa
vessie par l'urétre. Cette méthode s’est établiente la référence en termes de sensibilité et éefigité.
Cependant, les petites tumeurs sont difficilemeéteatables par cette technique que I'on associeesbia
un examen biologique, la cytologie urinaire, afm chercher la présence éventuelle de bactéride et
cellules cancéreuses. La cytologie urinaire esinga elle, tres spécifique, mais peu sensiblestildonc
important, pour le suivi des patients, de trouver ribuvelles méthodes de surveillance sensibles et

spécifiques qui réduiraient la contrainte pourdégnt et le cout associés a la cystoscopie.

La recherche de biomarqueurs par protéomique dibénée progrés spectaculaire dans le domaine
de la spectrométrie de masse. De nouveaux insttsmapides et sensibles sont de mieux en mieuxtésiap
aux défis posés par I'analyse d’échantillons poptés complexes. Il est ainsi désormais possibldter a
une grande variété de protéines sur une large gashgrmamique de concentration dans un temps d’analyse
de l'ordre de I'heure. Cependant, méme si la ganmdgramique obtenue avec ce type d’instrument est
étendue, cela ne suffit pas pour identifier en geale analyse I'ensemble des protéines issues d'un
échantillon aussi complexe gu’un fluide biologiqg&@ur cela, on utilise des techniques de fractiovam
afin de réduire la complexité de ces échantillomana leur analyse par spectrométrie de masse. Ces
techniques permettent de séparer les protéinese®wpéptides en différentes fractions, ou d’extraire
partiellement les protéines majoritaires, afin déder aux protéines minoritaires qui sont autant de
biomarqueurs potentiels. En paralléle avec cesuéwok expérimentales, des évolutions méthodol@giqu
dans le domaine de la protéomique clinique faailite développement de nouveaux biomarqueurs. Ainsi
de nouvelles approches de protéomique quantitapeesiettent de comparer les protéomes de plusieurs
états physiologiques distincts en mesurant l'agipati la disparition ou les variations des signaux
correspondants aux protéines détectées. En paaticld stratégie Accurate Mass and Time (AMT) tags
couplée a la quantification « label free » suscitegrand intérét car elle rend possible la comparai
d’échantillons provenant de larges cohortes deepiirequises par les études cliniques. Cette elpprest
une technique de choix pour la découverte de bigneans puisqu’elle permet dans un premier temps de

caractériser en profondeur le protéome d'échanslloomplexes tels que les fluides biologiques au le
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tissus ; et ensuite de quantifier une grande \éauiét ces protéines dans des échantillons nondnaes,
approchant ainsi le débit d'analyse des technatodie type profilage protéique comme par exemple le
SELDI.

Les cellules relarguent frequemment des protéinesles fragments protéiques dans leur micro-
environnement. Ces composés sont donc susceptilelesasser du tissu dans les fluides biologiques
adjacents. En particulier, il a été montré quetleseurs sécretent certain facteurs comme des ARdksu
protéines qui leurs sont spécifiques. Ainsi, destgines d’origine tissulaire retrouvées dans legdds
pourraient refléter I'état physio-pathologique dindividu. Dans le cas du cancer de la vessiet El@ine
qui est directement en contact avec les celluléthdjales, on parle de fluide proximal. Les progd
relarguées par les tumeurs vésicales sont ainsggtilsles d'étre détectées dans I'urine. De plusine est
un fluide qui peut étre collecté de maniére noragive et en grande quantité. L'urine représente don

fluide idéal pour la recherche de nouveaux biomaugsidu cancer de la vessie.

Partant de ces constats, nous avons entrepriavialtprésenté dans ce manuscrit qui avait pour but
de caractériser en profondeur le protéome urir@icky rechercher de nouveaux candidats biomargudur
cancer de la vessie et qui s’inscrit dans le caflia projet Européen (DECanBIO) cordonné par notre
laboratoire. Dans le premier chapitre, un panordméa bibliographie reprend les principes généidaiia
protéomique et le contexte clinique lié au caneetadvessie et a la découverte de nouveaux biorearsgju
dans les urines. Dans le deuxiéme chapitre sombupgs I'ensemble des méthodes et modes opératoires
utilisés pour le traitement biochimique des éctianis d’urines, I'analyse protéomique par chromeaaphie
et spectrométrie de masses, et le traitement deséds générées a l'issue des analyses protéomiques
qualitative et quantitative. Dans le troisieme dtrapnous verrons comment nous avons défini pééoent
les conditions optimales de collectes et mis engolan protocole standardisé du traitement dessignevue
de l'analyse protéomique. Dans le quatrieme chapitous aborderons la caractérisation en profondieur
protéome urinaire a travers la mise en ceuvre déreliftes stratégies de fractionnement et de déplédie
chapitre se termine avec la génération de notre th@slonnées de protéines urinaires qui est laafmrmdde
'étude quantitative présentée dans le cinquiémeeenier chapitre. Dans celui-ci, nous abordera@ss |
étapes de I'analyse protéomique comparative réadigséune cohorte de 98 patients et qui a perraisoditir
a une liste finale de 97 candidats biomarqueursal&ment, nous discuterons de l'intérét de cette kn
examinant les liens entre les protéines candidztés cancer de la vessie. Cet examen nous morjuera
I'urine, fluide biologique déchet de I'organismegégente un potentiel remarquable pour le diagnostio
seulement du cancer de la vessie, mais aussi e&pathologies uro-génitales. Ce travail représaints un

espoir certain pour la détection précoce des pdamzer mais aussi des récurrences du cancer dedieyv
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I. Chapitre I : Etat de I'art

Ce chapitre est une étude bibliographique compdseét parties présentant les principaux outils et
méthodologies de I'analyse protéomique, leurs apfiins cliniques, le contexte clinique de ce tilagh

enfin I'état de I'art dans le domaine de la canasédion du protéome urinaire.

La premiére partie décrit la genése de la protéoenigt les différentes méthodes utilisées pour
identifier les protéines, du séquencage d’Edmamguasix derniéres avancées dans le domaine de la
spectrométrie de masse. Puis, sont introduitesifésrentes méthodes de quantification des pretéiou
des peptides. Dans la seconde partie, sont pésstas différents aspects de la protéomique qatinét:

(1) la définition de biomarqueurs, (2) l'intérét dee caractérisation et de la quantification de dés
biologiques dans le cadre de la recherche de naxviei@marqueurs, (3) la nécessité de fractionner de
échantillons tres complexes tels que les fluidetobiques et (4) les méthodes disponibles pouis&rates
fractionnements au niveau peptidique ou protéigue.troisieme partie présente le contexte clinidaece
travail de these, I'intérét de découvrir de nouwebiomarqueurs dans le cadre du suivi de patiamtdams
le cadre du diagnostic, ainsi que le potentiel igpeésente I'urine dans la recherche de biomargusaur
différentes pathologies urinaires et les défis @itples associés. Pour finir, la derniere partiésente

différentes études préalables de caractérisatigratéome urinaire avec leurs intéréts et leurieisn
A. La protéomique

1. Des génes aux protéines

Les protéines sont des macromolécules impliquéess dme grande variété de processus
biologiques. Elles sont synthétisées dans le cltdss cellules vivantes par des organelles dédiéss,
ribosomes. Dans le noyau, les génes sont d’abanddrits en acides ribonucléiqgues messagers (ARNM)
servent de modeéle pour la synthése des protéimesdlo processus de traduction. Le ribosome décode
I'’ARN messager et assemble les acides aminés quatékes bases nucléotidiques pour créer la protéine
correspondante. Les acides aminés ont des préprtysico-chimiques tres différentes (hydrophobes,

polaires, acides ou basiques) qui définissentpeation de leur enchainement, les propriétés d#géipes.

Le terme protéine est couramment employé quandrgbre de résidus est environ supérieur a 100,
alors que le terme peptide pour un nombre de résidarieur a 50. Dans la zone intermédiaire, éemes
de peptides, de petites protéines ou de polypepsidat employés. La taille d’'une protéine estwargable,
et peut aller jusqu’a plusieurs milliers d'acidesi@és. Les protéines peuvent étre décrites, damsamier
temps, par leur séquence d'acides aminés ordornmdeud extrémité N-terminale a leur extrémité C-

terminale, et qui correspond a leur structure prend.es protéines adoptent une structure tridincemelle
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qui est critique pour leur activité biologique. Ghférentes conformations permettent leur intécactivec
diverses molécules telles que d’autres protéinedesucofacteurs. Du fait de la présence de groagidss

et basiques des acides aminés, les protéines ssntamposés amphotéres. La charge portée par une
protéine dépendra donc du nombre de résidus aetdés résidus basiques ainsi que du pH de la snluti
dans laquelle elle se trouve. Le point isoélec&iqiune protéine (pl), est défini comme étant le gadir

lequel la charge globale de la protéine est nulle.

Les protéines sont composées de domaines quimrsdidles fonctionnels tres spécifiques: activité
catalytique, reconnaissance d'un substrat, intemcprotéine-protéine ou encore protéine-ADN. La
production de protéines par la cellule ne congis® uniguement en une traduction de la séquencalée’a
nucléique ; des modifications post-traductionnetidies que des acétylations, des phosphorylagbries
glycosylations augmentent également la diversigeptetéines et donc de leurs activités biologiquéss
protéines constituent donc un ensemble diversifi€éomplexe de macromolécules impliquées dans une

grande variété de mécanisme biologiques

2. Le protéome et la protéomique

Le protéome représente lI'ensemble des protéinassgisteme biologique (cellule, organites, tissu,
organe ou organisme) a un moment donné et sousalebtions données. Ce terme, introduit pour la
premiére fois par Mark Wilkins en 1994 au congresSienne en ltalie, est issu de la fusion des &rme

«protéines » et « génome ».

Depuis 2004, on connait la quasi-totalit¢ du géndmenain, soit environ 22 000 genes, grace
notamment au projet « Projet Génome Humain » (hatésnal Human Genome Sequencing Consortium,
2004). Celui-ci a constitué une ressource esskntmbur aborder I'étude des réseaux d'interactions
fonctionnelles qui commandent les processus biglegs normaux et pathologiques. Néanmoins, la
caractérisation du génome humain n'a pas permippdsender l'entiere complexité des systemes
biologiques. Ceci s’explique en partie par le €pie les véritables unités fonctionnelles de lautzkont les
protéines. L’exemple de la chenille et du papilitustre la différence fondamentale qui existereries
niveaux génomique et protéomique. Ces deux orgasisapparemment différents, ont exactement le méme
génome mais des protéomes distincts. Il est doporitant, pour comprendre un organisme, d’étudier so

génome mais aussi son protéome.

Alors que le génome est identigue dans toutes édlsles d’'un organisme quel que soit leur
environnement ; le protéome est, quant a lui, unigéedynamique et complexe. Au sein de chaqueilegll
le contenu protéique évolue en permanence en éamdas conditions intra ou extra cellulaires. Letgome
contient un nombre beaucoup plus important de pregéque le génome contient de genes. On estime

aujourd’hui qu’il existerait environ un million deotéines chez I'homme (Gaudet et al., 2013). ErL2@
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projet international HPP (Human Proteome Projeat)/'initiative de I'organisation HUPO (Human
Proteome Organisation), a émergé dans le but detéaiser I'ensemble des protéines humaines a plarti
'analyse des fluides biologiques, des tissus et atganes constituant le corps humain. Il restheute

actuelle, encore 35% des protéines prédites qui jponais été observées.
3. L’analyse Protéomique

Les principaux objectifs de I'analyse protéomigoatsd’identifier et de mesurer I'abondance des
protéines présentes dans un échantillon biologégue instant donné et sous des conditions défiSiasla
base de ces informations, on cherche a dérivemflasnations fonctionnelles sur ces protéinesgetetjue
leur localisation, l'identification de leurs parteres ou encore la détermination de leurs modiéinatpost-
traductionnelles. Ces informations permettent deusnicomprendre les mécanismes moléculaires imgiqué

dans les grandes fonctions cellulaires ou dang#apon de pathologies comme le cancer.

Les techniques dédiées au séquencage des protabhdsertement évolué au cours de ces 20
dernieres années. Jusqu’au début des années I80tréghorese bidimensionnelle et le séquencagdapar
dégradation d’Edman étaient les seules techniquspomibles. Les évolutions technologiques en
spectrométrie de masse permettent aujourd’hui uffifier des milliers de protéines en une seule\aeakt

donc d’envisager la caractérisation de protéomggrmement complexes.
a) De la chimie des protéines a la protéomique

La technique de I'électrophorése en gel de polyaorge (PAGE) bidimensionnelle (2DE)
(O’Farrell, 1975, (Klose, 1975) et (Scheele, 1975) permet la séiparde mélanges protéiques complexes.
Le principe du 2DE repose sur la combinaison d'sé&paration des protéines selon leur charge
(isoélectrofocalisation) et selon leur taille (naigon sur gel SDS PAGE). Ainsi, O-Farrell a déména
capacité de séparer plus d’'un millier de proténtesa bactérie Escherichia coli. Ces travaux ctuesit un
premier jalon important vers la caractérisatiorpa#éomes.

Si cette technique permet de détecter un grand reod protéines simultanément en estimant leur
masse et leur point isoélectrique, elle est diffitient automatisable et donc peu reproductibleplDs, il
est difficile de détecter des protéines faiblemmndndantes, celles de points isoélectriques egsgfnte
haut poids moléculaire ou tres hydrophobes comniiescéocalisées au niveau des membranes. Cette
derniere classe de protéines représente envirdiensndes protéines du protéome humain prédilashase
du génome et leurs fonctions sont essentiellegipleiBes assurent la liaison entre les milieux &otlulaire
et intracellulaire. Plus de deux tiers de ces jmegesont des cibles de médicaments (Shukla, Kait&s, &
Cotter, 2012).

L'utilisation de I'électrophorese mono-dimensionaea permis de contourner une partie de ces

difficultés en s’affranchissant de I'étape d'isadtefocalisation au cours de laquelle les protéinas
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tendance a précipiter et ainsi de conserver legipes hydrophobes, de haut poids moléculaire quoies
isoélectriques extrémes (Edmondson et al., 2002).

Si I'électrophorése mono ou bidimensionnelle et pour séparer les protéines, elle ne permet pas
de les identifier. Jusqu'au début des années afenkification d’'une protéine inconnue reposait fir
séquencage de quelques acides situés en N-tenpaindd méthode d’Edman. Cette méthode, apparue dans
les années 50 (EDMAN, 1949), consiste a dérivatiseN-terminal de la protéine par le phényl
isothioisocyanate (PITC), a rompre la liaison erepremier acide aminé et le reste de la chaine
polypeptidique et & déterminer sa nature par chiegnaphie liquide haute performance (CLHP). C'est u
technique longue (une protéine par jour) et pewsibn (20 pmol par protéine) qui permet d’'identifies
protéines majeures d’'un échantillon séparé surai2QE. De plus, le séquengcage d’Edman ne pernget pa
de séquencer des chaines peptidiques de plus dingeantaine d'acides aminés, or, de nombreuses
protéines comptent plusieurs centaines d’acidemé&sniPour pallier & ce probleme, Sanger a propesé d
digérer la protéine d’intérét avec des protéasele etéquencer par la méthode d’Edman les fragnagmgs
obtenus aprés leur séparation chromatographiges. fragments chevauchants étaient ensuite utjlisés
reconstruire la séquence de la protéine entieraAN(E2R and THOMPSON, 1953). Sur la base de ces
travaux, de nouvelles voies analytiques pour leisggage des peptides ont été explorées, et enybiartia

spectrométrie de masse.
b) Spectrométrie de masse, un outil de choix pour la protéomique
(1)  Principes de la technique

La spectrométrie de masse est une méthode d’anglhysgco-chimique basée sur la séparation en
phase gazeuse de particules chargées (ions) etiofode leur rapport masse/charg@3. Un spectrométre
de masse est schématiquement composé de troigspatéi source qui sert a volatiliser et ionisey le
composeés d'intérét, I'analyseur qui permet de ctdleet de séparer les ions selon leur rappoztet le
détecteur qui transforme les ions en un couranttrédee qui est enregistré pour étre traité afin de

déterminer leur rapporh/zet leur intensité.

ource dons  wie T mpe % ctection  wie -
B B B e

: - Separtion des 1ons Conversion dun Représentation des
Production d'iong i ;
produits en fonction courant ionigue en donéees dansun
en phase gazeuse EERR
du rapport mz cowrant electrigue spectre de masse

Figure I.1: Représentation schématique d’'un spenétve de masse (source Wikipédia)

Les caractéristiques principales d’'un spectroméé&eanasse sont sa gamme de mesure, sa vitesse

d’acquisition, sa résolution, sa précision et sesibdité. La résolution est la capacité a sépdesrcomposeés
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de masses trés proches. Elle est donnée par lertapfAm, ouAm est par convention la largeur de pic a
mi-hauteur. La gamme de rappart/z correspond aux limites minimales et maximalesnde au-dela
desquelles 'analyseur ne peut plus mesurer leabidra sensibilité correspond a la quantité d'étlan
nécessaire pour détecter un signal (interprétalale le spectre de masse. L'intensité du pic espacée a
I'intensité du bruit de fond et un ion est cons@&détectable pour une valeur de signal/bruit (SINbérieur

a 3. La vitesse d’acquisition (ou vitesse de baeyaorrespond au temps que va mettre I'analyseur p
établir un spectre pour une gammendiz donnée. La précision de mesure de masse corieespbéacart
relatif entre la masse mesurée d’un composgy Mt sa masse théorique £} ; elle s’exprime en partie

par million (ppm).

i Source d’ionisation

Jusqu’au début des années 90, il était trés difisioire impossible, d’analyser directement des
protéines ou méme des peptides par spectrométmeadse en raison du caractere thermiquement letile
non volatil de ces composés. Ce n’est qu'a paetiladdécouverte des méthodes d’ionisation doucesguoe
l'ionisation par électrospray (Fenn, Mann, Meng, Ayo& Whitehouse, 1989) et I'ionisation laser agss
par matrice (Tanaka et al., 1988),(Karas & Hillamka 1988) que de tels échantillons ont pu étreyagal

Ces découvertes ont values a leurs auteurs, Jotmdtiochi Tanaka, le prix Nobel de chimie en 200

Une source d’ionisation permet de vaporiser lespms@és d'intérét et de les ioniser en vue de leur
analyse en masse. La source d’ionisation la plusracoment utilisée pour analyser des mélanges

peptidiques complexe en couplage avec la chromebge liquide est I'électrospray (ESI).

Haute tension

cone de Taylor ,. By e
Y cone de nebulisation

Figure 1.2 : Schéma simplifié du fonctionnemenind’source électrospray

L’ESI est une technique d’ionisation douce, capakileniser des biomolécules en phase liquide tels
que les peptides ou protéines. C’est un mode dainn a pression atmosphérique, impliquant I'agpion
d’un potentiel électrique de quelques kV sur unaétiion en solution émergeant d’un tube capillg@ran
faible débit (de I'ordre du pL/min). Ce champ prque une accumulation de charges a la surface didldiq

situé a l'extérieur du capillaire qui va se romgreur former des gouttelettes fortement chargées.
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L'évaporation du solvant contenu dans ces goutésleta provoquer leur rétrécissement jusqu’au momen
ou les forces coulombiennes répulsives vont apgrotdh niveau des forces de cohésions des gouttes et
provoquer leur dissociation. Ces gouttelettes sebisune cascade de fissions donnant des gougtelt
plus en plus petites, jusqu’au moment ou le chalegtréggque en surface devient suffisant pour prowsda
désorption des ions. Ce mode d’ionisation perngetaupler au spectrometre de masse un systeme de
chromatographie liquide, pour la séparation degigeep et le dessalage de I'échantillon biologiges qui

améliore I'efficacité d’ionisation.
il Les analyseurs

Les analyseurs permettent de discriminer les iooggmant de la source d’ionisation en fonction de
leur rapport masse/charge. Différents types d'amalys sont utilisés en protéomique: on peut citer e
particulier, les analyseurs quadripolaires et tapgdes ioniques qui sont des analyseurs basseitiéaatt
les analyseurs a temps de vol ou les analyseusnsformée de Fourier (FT-ICR ou Orbitrap) qui st
analyseurs a haute résolution. Les caractéristiqupertantes des analyseurs pour I'analyse protgaeni
sont : la vitesse d’acquisition afin de maximisgenbmbre de peptides détectés ; la résolution eumet de
séparer des peptides de masses proches ; et Isigmméte mesure de masse qui améliore la spééifites
identifications. Les performances de quelquesyarals les plus couramment utilisés sont résunses ld
Tableau I.1.

Tableau 1.1 : Comparaison des performances deérdifts analyseurs (FWHM : Full Width at Half

Maximum)

Limite en ) Exactitude en Vitesse
Analyseur Résolution masse d’acquisition

rapportm/z (FWHM)

(ppm)

Quadripéle 4000 3000 200 10 - 100 ms
Piege a ions 6000 5 000 200 100 - 300 ms
Temps de vol lllimitée 5 000-20 000 20-200 1-10 ms
Orbitrap 4000 30 000-100 000 <5 03-1s

Comme illustré dans le Tableau 1.1, chacun de m&suments possede des caractéristiques et des
performances analytiques qui lui sont propres. @amnduit les constructeurs a développer desumsints

hybrides tels que les Quadruple-Temps de vol oppg&aionique — Orbitrap permettant d'allier les
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performances de différents analyseurs. Ces institsmsont particulierement bien adaptés pour ddysesma
protéomiques d’échantillons complexes et de laayarge dynamique (e.g. fluide biologique). Pour teute

ces raisons, ce type d’instrument est extrémendgatndu dans la communauté protéomique.

Dans le cadre de cette these nous avons utiliséstrument hybride (Figure 1.3) associant une
trappe ionique et un Orbitrap. Il combine les asgas de I'Orbitrap (trés haute précision de medere

masse et résolution) et d’'une trappe linéaire gsited’acquisition et tres grande sensibilité).

L'Orbitrap est un piege a ion électrostatique déppé en 1999 (Makarov, 2000), aussi appelé
trappe orbitale a transformée de Fouriese compose d’une électrode creuse, a l'intéramitaquelle est
placée coaxialement une électrode en forme de duses ions sont injectés tangentiellement a ltédete
centrale et piégés autour delle par la force ébstatique qui compense les forces centrifuges. Le
mouvement des ions se décompose alors en un monveiraulaire autour de I'électrode centrale dans |
plan (xy) et un mouvement oscillatoire de va-efavigelon I'axe z. A chaque passage devant lesréti,
les ions vont générer un courant induit qui esectétet enregistré. Un calcul par transformée dei€io
permet de calculer la fréquence axiale des iongrégment proportionnelle a la racine carrée dpadp

m/z.

LTQ Orbitrap

Source ionisation Trappe linéaire

C-trap

ry 2

H

ol

¥

p

L

(N} < Orbitr

Figure 1.3 : Représentation schématique d’un smeuttre de masse hybride LTQ-Orbitrap.

De maniere a optimiser I'éjection des ions versdape linéaire, les peptides ionisés dans laceour
sont transférés dans la trappe linéaire (LTQ) essqua par deux multipbles (quadrupdle et octupflag
fois les peptides capturés dans la trappe, les sons soumis a des champs électriques additiormqels
permettent d’'isoler un peptide particulier et ddrégmenter pour mesurer les masses de ses fragment

remonter ainsi a sa séquence en acides aminésones'intéréts sont stockés dans la trappe avérted
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transférés vers la C-Trap ou ils vont perdre lengrgie cinétique sous I'action de collisions avecgaz
(azote), avant d’'étre éjectés vers I'Orbitrap epligpant une augmentation rapide du voltage sur les
électrodes. Les ions sont éjectés tangentiellemians I'Orbitrap avec une énergie cinétique de aquesiq
keV et se mettent a osciller en orbite autour élettrode centrale dans les directions axialead@ales sous
I'action des tensions générées par le champ éeetriGrace au vide poussé qu'il y a dans I'Orbigta
une éjection rapide depuis la C-Trap, les ions statiles pendant plusieurs secondes dans I'Orhitemui

permet d’atteindre des résolutions tres élevéaaseexcellente précision en masse.

Méme si la gamme dynamique obtenue avec ce typstdiment est étendue, cela ne suffit pas pour
identifier I'ensemble des protéines issues d’'édhamns trés complexes comme des tissus ou deseluid
biologiques. Pour cela, en amont de l'analyse pactsométrie de masse, on utilise des techniques de
fractionnement afin de réduire la complexité de @esantillons. Ces techniques permettent de séfeer
protéines ou les peptides en différentes fracteinainsi d’analyser des échantillons moins compekea
chromatographie liquide est la méthode classiqliség en amont d’'un spectrometre de masse poareep

les protéines et plus généralement les peptides @sla digestion enzymatique des protéines.
iil. La spectrométrie de masse en tandem

Il est possible d’associer plusieurs analyseurségie afin de réaliser une analyse de spectramnétri
de masse en tandem (MS/MS), ce qui permet, encpketi, d’obtenir la séquence en acide aminé d’'un
peptide et d’en déduire l'identité de la protéimsaxiée. La spectrométrie de masse en tandem toasis
isoler un type d’ions qui est ensuite fragment& atquérir un spectre de ses fragme3eton les analyseurs
utilisés, il existe différentes configurations. Bamn premier cas, appelé MS en tandem dans l'esfece
peptides sont sélectionnés dans un premier anajyfsagmentés dans une chambre de collision eysési
dans un second analyseur avant d'étre détectés. Oram seconde configuration, appelée tandem dans le
temps, comme c’est le cas dans la trappe ionigsgydptides sont pi€gés puis sélectionnés et fragsau
méme endroit pour étre ensuite mesurés sur lesgeal@tecteurs de la trappe. Dans le cas d’urumsint

hybride (LTQ Orbitrap), les ions fragments peuvaternativement étre mesurés dans I'Orbitrap.

Les modes d’acquisition MS/MS impliquent une adiova des ions de laquelle va résulter la
fragmentation des molécules. Il existe différentyyems d’activation. Parmi les plus utilisés, on pten le
CID (collision induced dissociation), 'ETD (eleotr transfert dissiociation) ou I'ECD (electron aapt
dissociation). La fragmentation CID est la méthdéalglus répandue pour dissocier les ions et obtanir
séquence des peptides. Son principe repose soltifaon des ions avec des molécules de gaz néatgen,
azote, hélium). Quand I'énergie de collision eseashaute pour convertir une partie de I'énergiétajue
en énergie vibrationnelle, la fragmentation denl’s¥lectionné est obtenue. On obtient alors letspees

ions produits résultant de la fragmentation. Lesseaa des ions qui ont été fragmentés et mesurés son
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comparés avec des listes de masses issues deespdetfragmentation théoriques de protéines pEsent

dans les banques de données via des moteurs dealeeh
(2)  Approches protéomiques par spectrométrie de masse

Deux approches protéomiques par spectrométrie desanpeuvent étre utilisées. La premiére
approche est connue sous le terme anglo-saxon-ddwp » (NL. Kelleher, 2004). Les ions de la progdi
intacte sont introduits en phase gazeuse et sagmfEntés et analysés dans le spectrométre de masse,
fournissant la masse moléculaire de la protéinsi gime des portions de sa séquence par les iandras.
Ces informations peuvent étre utilisées pour dédua structure primaire de la protéine. Ainsi,
l'identification se fait par recherche de séquertmsologues pour des échantillons inconnus darisasss
de donnés. La deuxieme approche est de type «rBafpo». L’échantillon subit au préalable une hygsel
enzymatique des protéines avant leur analyse gatrepnétrie de masse. Deux possibilités s’offrémtsa
soit I'échantillon est analysé par MS simple et pestéines sont identifiées par empreinte pepteliqu
massique, soit I'échantillon est analysé par MS/M&ns ce cas, les spectres de fragmentation désigep
issus de la digestion enzymatique de I'échantifi@mmettent l'identification précise des protéines p
déduction de sa structure primaire ainsi que densedifications post-traductionnelles. Le mélange de
peptides obtenus par hydrolyse chimique ou enzguatil’'une protéine est caractéristique de cettipe
Ainsi, un des principaux avantages de I'approcB®&om-up » est d’augmenter la précision en maste e
sensibilité pour des ions de faibles poids molémgacomparativement aux ions issus de protéimnastes.

De plus, la spécificité et la fiabilité de cettegpegche peuvent étre améliorées en augmentant |&neode
peptides mesurés, la précision en masse, et égaleeme utilisant plusieurs enzymes présentant des

spécificités différentes.

(3) Couplage chromatographie liquide et spectrométrie de masse en

tandem

Lorsque l'analyse par spectrométrie de masse afiséé par nébulisation directe d’'un mélange
peptidique, il arrive souvent que des problemesatepétition a l'ionisation et d’augmentation génemdu
bruit de fond ne laissent accessible a I'analyselgs peptides les plus intenses du mélange. R&nrecdans
une configuration ou le spectrométre de masse agtl€ a la chromatographie liquide, chaque peptide
séparé par la colonne capillaire arrive dans lacgodu spectrometre a un temps de rétention quédui
propre. Ainsi, les peptides les moins intensesargspdes autres, deviennent accessibles a I'andlyse
grand nombre de peptides peut ainsi étre analggéqui permet d'obtenir un gain d'information de
séquence trés significatif. En chromatographieidigula méthode classique consiste a séparer [gilpe
sur une colonne de phase inverse. Ce type de aolmemnmet de dessaler I'échantillon et est compmatilec

la spectrométrie de masse. Ce mode de fractionrtieeause sur l'interaction hydrophobe entre ledigep
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et la phase stationnaire de la colonne constiteéslide greffée avec des groupements alkyles nigukeurs
variables (C18 est le plus couramment utilisé). peptides sont chargés, dessalés et concentramesur
premiere colonne de phase inverse (colonne pré&anedy puis ils sont élués sur une seconde colalene
phase inverse plus longue (colonne analytiquedsitiaement de I'ordre d’une vingtaine de centingtres
peptides vont ensuite étre élués selon la forcteuwles interactions avec la phase stationnaire awetfa

mesure que la concentration du solvant organiqgmeaante.

La chromatographie liquide est classiquement caug@léune source électrospray; il suffit de

connecter la colonne de séparation a une aiguipdlaire et d'appliquer le potentiel requis.
4. Protéomique quantitative

La quantification des peptides par spectrométrimmdsse permet de déduire la quantité de protéines
présentes dans un échantillon biologique. Deuxstgigequantification sont possibles : relative sbalke.
Dans la Figure 1.4 sont résumées les méthodesastifications de protéines ou de peptides les

plus utilisées a I'heure actuelle.

Relative par marquage absolue Relative Label free
[ |l \l |
Metabokc hbekng Chemical hbekng Spikedpeptides  Spikedproteins  Label free

I

i B0

Figure 1.4 : Stratégie de protéomique quantitatté de (Bantscheff, Schirle, Sweetman, Rick, &
Kuster, 2007)

- & N

Sur cette figure sont présentées les différentebadés de protéomique quantitative en partant des
traitements biologiques pour I'extraction des prae jusqu’aux traitements informatiques des dosinées

échantillons comparés sont représentés en bleaueej la ligne pleine horizontale correspond au emam

Page 28
Chapitre | : Etat de l'art



ou les échantillons sont mélangés. Lorsque lesndibas sont traités en paralléle, des erreurs de
guantification peuvent étre introduites altéransaia précision de la quantification relative.

Dans le cas de la protéomique comparative, il essiple de comparer les protéomes de plusieurs
états physiologiques distincts en mesurant l'agipati la disparition ou les variations des signaux
correspondants aux protéines détectées. Il s'agiprdtéomique quantitative relative puisqu’il n’¢xts
possible de connaitre la quantité absolue d'unéépre dans un échantillon mais uniquement de savoir
elle est plus abondante dans une condition que daesautre. On distingue deux grandes familles de
méthodes de quantification relative: la quantifmatpar marquage isotopique effectué a différeptapes
de la préparation de I'échantillon (SILAC, ICAT,.ejla quantification sans marquage couramment éppel
« Label Free ».

La quantification par marquage isotopique repose I'sutroduction d’éléments isotopiques de
masses différentielles mais de composition chimiégeivalente aux peptides d’intéréts, garantisaarsi
une co-élution des especes comparées en chromahégiégquide. L’information quantitative est ensuit
obtenue par le rapport d’intensité entre les peptitharqués et les peptides non marqués. L'intéréed
méthodes de quantification est que les échantilfonemparer sont analysés en méme temps, garanmtissa
ainsi la précision de la quantification en limitdas biais introduits par la perte hétérogéne dedriah
survenant au cours des différentes étapes de Ysmaprotéomique (préparation de [I'échantillon,
fractionnement et analyse LC-MS). Cependant, ¢ettenique nécessite un marquage isotopique praehe d
100% pour éviter les interférences entre peptides marqués et marqués. De plus cette méthode peut
devenir colteuse si I'on souhaite comparer des reeha@omplétes de patients (pouvant atteindre, dans
certaines études, jusqu’a des centaines d’écland]ll

La quantification « label free » est basée, quagltea sur la comparaison des intensités des signau
MS des peptides ou le comptage des spectres issuUa ffagmentation des peptides pour apprécier
'abondance relative des protéines de chaque éttbaré comparer. Cette approche suscite un gratéulét
car il est possible de comparer un nombre illindi€chantillons correspondant & plusieurs conditides
plus, elle s’appligue a tous types d'échantillonsldgiques (cellules en culture, tissus ou fluides
biologiques). Cependant, cette méthode est plusatiéla mettre en ceuvre car les pertes de matériel
hétérogénes entre les échantillons peuvent interiarn au long de I'analyse protéomique et généidion
n'y prend garde, des différences artéfactuellesedat populations & comparer. Il faut donc s’assde la
reproductibilité des méthodes de préparation emanm®la cohérence des données avant toute intatipré

biologique.
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a) Les méthodes de quantification avec marquage isotopique

différentiel

La méthode SILAC (Stable isotope by amino acidseh culture), décrite par Oda (Oda, Huang,
Cross, Cowburn, & Chait, 1999) et affiné par latesygar Ong (Ong et al., 2002)onsiste a cultiver les
cellules que I'on souhaite comparer dans deux mildifférents : I'un contenant des acides aminésraés,
l'autre des acides aminés isotopiquement marquésuplusieurs acides aminés, généralement I'argjni
la lysine ou la méthionine, sont marqués par suibisth de certains atomes constitutifs par desofsx
rares stables’{C, 2H ou *N). Dans une expérience SILAC, on applique un dtiswou un stress a une
population cellulaire, I'autre servant de référeriaes deux populations sont ensuite mélangées antits
égales puis traitées et analysées comme un édbantilique. Ainsi, les deux échantillons sont prég de
maniere identique jusqu’a I'analyse par spectroméle masse, permettant ainsi une meilleure poécte
quantification en évitant les biais introduits kpue les échantillons sont traités séparément.leSwgpectres
de masse, chaque peptide est détecté sous la dumepaire constituée de la forme lourde du peptidde
sa forme légére. L’analyse protéomique quantitadifférentielle consiste a repérer ces paires giptes et
a mesurer les rapports des signaux correspondamteax versions du peptide détecté. La fragmemtates
peptides en mode MS/MS permet de déterminer leguesite en acide aminés et ainsi d'identifier les
protéines d'intérét. Il est & noter que cette apipecest limitée a I'étude de cellules en cultuteseepermet

pas I'analyse d’échantillons provenant de patients.

L’approche ICAT (Isotope Coded Affinity Tag-labe)edlécrite par Gygi en 1999 (Gygi et al.,
1999), consiste a utiliser des réactifs isotopiggiet distincts pour marquer chimiquement, et derfac
spécifique, les cystéines des protéines des dénanélions & comparer. Le tag est constitué deresa (i)
un groupement réactif iodure permettant le marqspgeifique des cystéines par alkylation, (ii) shaine
carbonée de structure isotopique caractéristid@darme Iégére contient des atomes d’hydrogénetDa
forme lourde est composée d’atomes d’hydrogémseeD(iii) une biotine permettant I'enrichissement
ultérieur des peptides marqués par affinité a dapsavidine. Cette technique permet de décompéaxifi
I'échantillon en ciblant uniquement les peptidesiteaant des résidus cystéine. Il est donc possible
d’'améliorer la gamme dynamique et ainsi quantifies protéines minoritaires. Cependant, comme les
cystéines ne sont pas des acides aminés trés msgnobha, Rajasekaran, & Rajadurai, 2010)) hen

guantifie gu’'un sous ensemble du protéome.

La stratégie iTRAQ, décrite en 2004 par Ross eiabotateur (Ross et al., 2004), repose sur le
marquage chimique des peptides trypsiques. Cedtbade permet d’analyser jusqu’a 8 échantillons en
parallele et d’'augmenter ainsi le débit analytigae multiplexage. Les réactifs iTRAQ forment uradon
covalente avec les amines primaires (extrémitérititeal des peptides et chaines latérales des gsidu

lysines). Chaque échantillon est digéré séparéptdas peptides sont marqués par un réactif spéeifiLes
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réactifs iTRAQ sont constitués de 3 parties (i)guoupement « reporter » (N-méthyl piperazine) desea
114, 115, 116, 117 (pour le 4-plex) permettargquantification relative des différents échantilldass de
lanalyse MS/MS, (ii) un groupement « balance »iv&l lors de Il'analyse MS/MS) qui permet
d’homogénéiser la masse finale du peptide marquégitant ainsi qu’'un méme peptide présent dans les
différents échantillons apparaisse sous la forraa deul massif isotopique améliorant ainsi la céie de
peptides minoritaires et (iii) un groupement réfagpti lie de maniere covalente les deux autresggments
aux peptides. Cette technique est utilisée poutétzouverte de biomarqueurs en protéomique clinigue,
pour la compréhension des mécanismes molécularesittiologie. Cependant, dés que I'on travailledsur
large cohorte de patients, analysés individuellgreatte technique n’est plus appropriée a causedbre

limité de rapporteurs disponibles.

b) Les méthodes de quantification avec standard internes (marquage

isotopique)

Les méthodes de quantifications décrites dans pattee suivent toutes le méme principe celui de la
dilution isotopique. Pour quantifier un peptide, @joute en quantités connues un standard intermguéa
gui est un composé ayant des propriétés physicuighes similaires a celui & doser. L'échantilloh es
ensuite analysé en spectrométrie de masse (anh{y9dS). Sur le chromatogramme, les deux pics
correspondants au peptide endogene (peptide guesbohaite doser) et au peptide standard (peptide
marqué) posseédent le méme temps de rétention ctographique. En réalisant une courbe de calibration
partir de la quantité du standard interne que dagjouté et I'intensité des peptides endogenezagiemes,

on en déduit la quantité du peptide endogéne.

La quantification avec standards internes marqleggparente a de la quantification absolue de
protéines ou de peptides. Ces méthodes de quatitific(Figure 1.5) concernent principalement I'asal
ciblée de certaines protéines définies au préalatdmme c’est le cas lorsque I'on cherche a gealifi
confirmer ou valider des candidats biomarqueurs Bf Protéomique clinique). Différentes méthodes d
quantification absolue, utilisant des peptides es grotéines marquées comme étalons internes,t®nt é
publiées : la stratégie AQUA « absolute quantifamat> publiée en 2003 par Gerber (Gerber, Rush,
Stemman, Kirschner, & Gygi, 2003), I'approche Q€& « Quantification concatamer » décrite en 2005
par Beynon (Beynon, Doherty, Pratt, & Gaskell, 2085 la méthode utilisant des protéines marquées
PSAQ « Protein Standard Absolute Quantificatiodéerite en 2008 par Dupuis (Dupuis, Hennekinne,
Garin, & Brun, 2008).
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Figure 1.5 : méthodes de quantification absolue pgestéines en utilisant trois types de standards
internes PSAQ « Protein Standard Absolute Quaatific », QconCAT « absolute Quantification using
concatenated signature peptides», AQUA «AbsolutAr@@itication» (Brun et al., 2007).

La technique des peptides AQUA permet de réalssgquhntification absolue de protéines contenues
dans un mélange complexe en rajoutant, juste dieamdlyse par spectrométrie de masse, des peptides
marqués dans I'échantillon. L’intégration des sigh&sus des peptides « léger » et « lourd » vengitre

de déterminer la concentration du peptide cibl#oet de sa protéine parente.

Une des difficultés rencontrées avec les stand®@idA est liée a la solubilisation, rendant ainsi la
guantification absolue incertaine. En effet, gpéptide étalon est mal solubilisé, il est difficde connaitre
la quantité exacte de peptide standard rajout&antillon et donc impossible d’en déduire psénient
la quantité absolue du peptide endogéne. De ples, edfreurs lors de la quantification peuvent étre
introduites, dues notamment aux rendements de tadigedUne digestion partielle peut entrainer une
quantification inexacte puisque la quantité obtepoer un peptide ne reflete pas la quantité deegige
dans I'échantillon initial ; cela se traduit en tpadier par des différences de quantité estiméms pes
différents peptides d’'une méme protéine. La comainh obtenue est parfois sous-évaluée par ragplart
concentration initiale de la protéine dans I'échiamt, avant tout traitement (Brun, Masselon, Gain
Dupuis, 2009).

L'approche QConCAT permet de quantifier plusieustgines de maniére simultanée a partir d’'un

seul standard. Un QconCAT est un concatémere diephs peptides issus d’'une ou de plusieurs pexéin
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Aprées avoir sélectionné les protéines a doser técisantillon, on sélectionne des peptides « rajgpor

de ces protéines. Un gene synthétique codant powouncatémeére de ces différents peptides est alors
faconné. L'expression de ce gene de maniere recamtd permettra la production d'une protéine
chimérique constituée par I'agrégation bout a latms peptides de chaque protéine a doser. Commdgpour
technique AQUA, cette protéine est synthétisée ercgrporant des formes isotopiques stables dainsrt
acides aminés ; permettant ainsi la quantificafiopartir de I'analyse des signaux par spectromélkeie
masse. Cette protéine chimérique est rajoutéechdréillon juste avant I'étape de digestion trypsiGfin
d'éliminer les biais dus au rendement de digestfoependant, cette protéine peut différer, de par se
propriétés biochimiques, des protéines nativegjucgeut introduire des erreurs de quantificatida.plus,

la production d’une telle protéine dans des coon#istables n’est pas aisée.

L'approche PSAQ repose sur la biosynthese d'étafomotéiques marqués isotopiquement. Ces
étalons, biochimiquement équivalents aux protémemser, sont ajoutés a chaque échantillon avant to
traitement. L’échantillon peut ensuite étre fractié, digéré a la trypsine puis analysé par speétrisnde
masse. Chaque peptide issu de la digestion deotgipe marquée va étre traité et analysé de la méme
maniere que dans les deux méthodes précédentete @éthode est plus robuste et apporte une
quantification absolue plus précise pour des pmegissues d'échantillons biologiques complexeslesie
deux autres méthodes de quantification citées getument (AQUA et QConCAT). En effet, elle permet de
tenir compte des rendements des différentes étapesmont de la spectrométrie de masse, lors de la

détermination de la concentration des protéindsib
c) Les méthodes de quantification sans marquage « Label free »

Les méthodologies Label-Free consistent a anaé&marément des échantillons traités en parallele
pour comparer leurs signaux, au terme de leur aedlf"-MS. Contrairement aux méthodes basées sur le
marquage isotopique, elles permettent de comparenambre quasi-illimité d’échantillons biologiques.
Elles peuvent, de plus, s’appliquer a tous typeschifintilons. Ces méthodes contournent certaines
difficultés liées a la dilution isotopique telleaayl’efficacité du marquage et la précision du mg&ades
échantillons a comparer. Cependant, elles nécetsite excellente reproductibilité autant au nivdaua
préparation des échantillons (réplicats techniqugsau niveau de l'analyse proprement dite (répdica
analytiques). En effet, les variations introdul@s de la préparation peuvent créer des différefmduites
entre les échantillons. De méme, les conditionsrohtographiques ou la réponse du spectrométre ggema
peuvent évoluer au cours des analyses, créant anesidérive des signaux. Il est donc nécessaire de
s'assurer de la fiabilité des techniques de préiparales échantillons et de la stabilité de la nigo
instrumentale tout au long de I'analyse. On distsngleux approches de quantification sans marquizge :
premiére qui consiste a quantifier les peptides@nptant les spectres a partir d’'une analyse LCM&Sét

la seconde qui repose sur I'analyse des signaua lgi8tir d'une analyse LC-MS.
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(1)  Spectral count

Le “spectral count” consiste a quantifier les pireté en comptant les spectres qui sont générés lors
de la fragmentation de leurs peptides lors de Kesea LC-MS/MS. Il existe une corrélation entre
'abondance d’une protéine et le nombre de speotseenus lors de la fragmentation des peptides idsua
digestion trypsique de cette protéine. Cette catighi a été mise en évidence a mainte reprise ldsns
données d'identifications lors d’études d’échamtii complexes (Old et al., 2005). Plus une protéste
abondante dans I'échantillon (plus ses peptidesamndants), plus le spectrométre de masse vagyate
spectres de fragmentation de ces peptides. Cepetaldongueur des protéines constitue un biaisiaare
cette méthode de quantification qui ne donne awxngu’une valeur approximative de I'abondance des

protéines.
(2)  Méthode AMT - Accurate Mass and Time Tags

La stratégie AMT décrite en 2000 par Conrads (GisyrAnderson, Veenstra, Pasa-¢o& Smith,
2000) a été appliqué pour la premiére fois en Z0g&on et al., 2002) afin de caractériser le pooté de
Deinococcus radioduransCette méthode de quantification, qui se dérenléeux phases, consiste dans un
premier temps, a identifier les protéines d’'un méé complexe préalablement séparées par différentes
techniques de fractionnement et, dans un deuxiemed, a quantifier les protéines a partir des gités
des signaux MS des peptides généreés par digesfissique des protéines des échantillons a compavar

Figure 1.6).

Durant la premiére phase, on caractérise de laar@t plus exhaustive possible le protéome de
I'échantillon d’intérét (cellules, fluides biologigs ou tissus). Pour ce faire, on utilise des tgcies de
préfractionnement de I'’échantillon au niveau piauté tel que le gel SDS-PAGE et/ou peptidique te g
'lEF-OFFGEL. Les peptides générés par la digestigpsique des protéines sont séparés sur unerglon
de chromatographie liquide et séquencés par unkoghétde spectrométrie de masse en tandem. La trappe
ionique couplée ou non & un analyseur a transfodedeurier représente l'instrument le mieux adapiér
cette phase d’identification grace a sa grandeilsiétégs sa gamme dynamique élevée, et son tempycle.

Le préfractionnement des protéines ou des peptidgdique plusieurs analyses pour un méme
échantillon. L’'ensemble des informations issuesek analyses protéomiques sont stockées dans see ba
de données nommée « base AMT ». Dans cette « hd3e»rAles peptides sont définis par (i) leur séepaen
en acides aminés, (ii) leur masse théorique cacalpartir de leur séquence en acides aminés)de(r
temps de rétention chromatographique. Un couplesentigéorique - temps de rétention étant nommé AMT

tags.

Durant la deuxiéme phase, les échantillons, samsinadractionnement préalable, issus des

différentes conditions a comparer, sont quantdigartir de I'intensité des signaux MS. En specétia de
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masse, on mesure sur le détecteur de courantsuemigces courants ioniques sont proportionnels au
nombres de molécules présentes dans la sourct.pgbssible de mesurer le courant ionique ou leasigS

d'un ion en particulier nommé XIC (Xtracted lon Ghratogram) ; le XIC étant corrélé a I'abondance du
peptide (Ong & Mann, 2005). Cette méthode de dfiization consiste donc a extraire le signal MS mpou
chaque peptide. Cependant, cette seconde phaseaiadifigation des peptides nécessite une grande
précision de masse et une excellente résolutianfdrimation obtenue au terme de I'analyse quantéat
contient uniqguement la masse (précise) des peptiees temps de rétention chromatographique etsleur
intensités dans un échantillon donné. La précigien mesure de masse et le temps de rétention
chromatographique contrélé permettent d’obtengdlguence en acide aminés de ces peptides en alignan
masses mesurées et les masses théoriques cordansda base de données ainsi que les temps déaéte

chromatographiques expérimentaux et ceux définmis tabase de donnée.

L'approche AMT ne nécessite pas de fragmenter éggigies durant cette seconde phase, ce qui
permet d'obtenir un débit d’analyse plus élevé daes les techniques basées sur le préfractionngment

ex. MudPIT), notamment pour la comparaison d’édhantprovenant de cohortes de patients.

Echantillon

HPLC ° FTMS °Signa|MS

Temps de Masse Mesure
retention & Mw retention “Accurate”] Abund.

° Stockage G °Recherche O
AMT tag AMT tag ° Peptide ° Protein
database l::> database ID ID

Echantillon

HPLC ° MS/MS

Temps de Séquence

|
Phase 1: Génération DB 1 Phase 2: exploitation DB

Figure 1.6: L’approche AMT en 2 phases : (i) construction d'ubase de données, (ii)

quantification et identification des peptides.
B. Protéomique clinique

La protéomique clinique concerne I'étude du protéomour la recherche de marqueurs
diagnostiques, pronostiques et de suivi thérapeeitites pathologies humaines. L'étude du protéomeagie

également d’éclairer les cliniciens sur de potdlesecibles thérapeutiques. Ce type d'étude néeessi
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souvent I'analyse d’'un grand nombre d’échantillenge suivi d'abondance de plusieurs centainesewae
milliers, de protéines par échantillon. On assis#s, derniéres années, a des évolutions technokxjitans

le domaine de la protéomique clinique focaliségda découverte de nouveaux biomarqueurs. C'esade
en particulier d’approches couplant préfractionneinehromatographique et spectrométrie de masse tell

gue l'approche AMT. L'intérét de ces technologiéside dans la découverte de biomarqueurs a partir

d’échantillons biologiques complexes.
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Figure 1.7 : De la découverte a la validation d'gandidat biomarqueur

Un biomarqueur, suit un certain nombre d’'étapes ptne considéré comme validé. Rifai et al. ont
décrit un processus complet et détaillé de la atibad de biomarqueurs a travers quatre étapes ssices
(Rifai, Gillette, & Carr, 2006) (Figure 1.7): (il)étape de découverte des candidats, (i) I'étape d
gualification, (iii) I'étape de vérification et d@nf (iv) I'étape de validation des candidats bionuemays.
L'étape de découverte vise a identifier des biomewgs potentiels, par analyse différentielle semi
guantitative (quantification comparative) entreféhiénts états (sain et malade). L'étape de quatitia
consiste en la vérification d’'une abondance difiéedle des protéines entre les différentes pojariat
(malades et controles). L'étape de vérificationsiste en la vérification de la spécificité du bioqeeur a
la pathologie étudiée. Cette notion est expliguée précisément dans la partie suivante. Et etétapge de
Validation consiste a établir la spécificité esknsibilité des candidats biomarqueurs. Commetriédans
la figure 1.7, la taille des cohortes et donc lemboe d’échantillons requis croit au fur et & mesdee
'avancement des candidats biomarqueurs au tralesdifférentes étapes de découverte, de quallificat
de vérification et de validation. En effet, un poinstatistique de plus en plus discriminant esteséaire

pour établir des preuves de spécificités et deilsiités, ce qui induit un nombre de patients aedtage plus
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en plus important. Parallélement, le nombre de idaitgl biomarqueurs diminue a mesure que I'on avance

dans le processus puisque I'on élimine les biomarcginon spécifiques ou peu sensibles.

Dans le processus complet de la découverte a ldatiah de biomarqueurs protéiques, trois
obstacles majeurs sont a surmonter: (i) la comg@esti la gamme dynamique étendue des protéinesl@lans
type d’échantillon étudié (tissus, cellules, plasomne, etc.), (ii) la concentration présumée fedble de
nombreux biomarqueurs spécifiques de maladiesiigtlgi variabilité des individus et des pathologies
Aujourd’hui, aucune technique analytique utiliséile n'a la capacité de surmonter ces trois olestacl
simultanément. Ainsi, les approches expérimentzdasiinées a des outils analytiques adaptés soptgao

a chaque phase du processus de développemenbdes dpieurs.

1. Les biomarqueurs

Un biomarqueur est une protéine dont I'abondance®wmodifications (par clivage ou modification
post-traductionnelle) sont corrélées a un étatghadiique ou a la réponse a un traitement pharmgiple
(Boja et al., 2011). En clinique, pour le diagnoske pronostic ou le suivi des patients, il estasSaire de
disposer de tests fiables, c’est-a-dire qui onthomne sensibilité et une bonne spécificité. Undasa une
bonne sensibilité reconnait la présence de la neatdrbz les individus qui en sont atteints. Sidasgbilité
du test est mauvaise, certains individus maladesmseonsidérés comme sains. Un test qui a uneebonn
spécificité reconnait comme "non atteints" lesquas qui ne sont pas malades. Si la spécificitéeguest
mauvaise, certains individus sains seront conssdéoénme malades et seront alors soumis a des examen

complémentaires entrainant des colts psychologefufesanciers inutiles.

La recherche de biomarqueurs diagnostiques, prignestou évolutifs est devenue un enjeu crucial
pour la prise en charge des patients atteints deologies complexes et en particulier de cancess. L
protéomique clinique est une approche permettat@ntification de ces biomarqueurs. Pour ce falre,
existe plusieurs techniques disponibles en protgoenipour la découverte de biomarqueurs telles que
I'électrophorese bidimensionnelle couplée a la spatétrie de masse (2DE-MS) ou la technologie SELDI
TOF MS (Surface Enhanced Laser Desorption/loninatidime Of Flight Mass Spectrometry). Cependant,
méme si ces méthodes permettent d'obtenir un ppfitéique avec un haut débit d’analyses, elles
présentent des inconvénients tels que l'incapadisccéder a certaines catégories de protéinefiées a
I'identification des protéines détectées différelfieiment abondantes lors de la comparaison d’éidloant
En conséquence, l'approche AMT apparait comme wobntque de choix pour la découverte de
biomarqueurs puisqu’elle permet (i) de caractériseprotéome en profondeur et (ii) de quantifiee un
grande variété de protéines a partir d’échantillomsplexes tels que les fluides biologiques ouikssis,
sans aucun fractionnement préalable, approchasit laimébit d’analyse des technologies de typeilpos

protéiqgue (SELDI-ToF). Dans une premiére phasegiblit un catalogue protéique représentant une

source d'information indispensable par la suitayrg@nalyse quantitative réalisée dans une secphdse.

Page 37
Chapitre | : Etat de l'art



Cette analyse quantitative permet d'obtenir dedicats biomarqueurs a partir de la comparaison de
différentes populations suivie d'une analyse digtie permettant de mettre en évidence des pratéine

différentiellement abondantes entre les populationglades » et « saines ».
2. Les fluides biologiques et leur role dans la découverte des biomarqueurs

Les fluides biologiques ou fluides corporels désignd’'une maniere générale des liquides produits
par un organisme vivant. On distingue deux typeBuil@es : les liquides au sein d'un circuit ferteés que
le sang ou le liquide cérébrospinal et les fluidass un circuit ouvert tels que 'urine ou la sueues deux
fluides les plus couramment utilisés en protéomicgjireque sont le sang et l'urine car il est faaie les
collecter de maniére peu invasive et en quantitié&sante pour réaliser différentes études a pditin seul

prélevement.

Les fluides présentent un défi analytique consildérpour la protéomique en raison de leur gamme
dynamique des concentrations protéiques, leur caxitpl (Adkins et al., 2002) ou la présence de ca@po
interférents (tels que les sels ou les débris ledls,...). L'extréme complexité des fluides biolpggs, tels
que le plasma ou l'urine, représente un enjeu mgjeur la protéomique (N. L. Anderson & Anderson,
2002). Dans le cas du plasma, le rapport de coratemt entre les protéines les plus abondantesitatie)
et les moins abondantes (cytokines) peut ainsindtte une valeur estimée a'4,acomme l'illustre la Figure
[.8. L'albumine, a elle seule représente 55 % dedémes du plasma et les 9 protéines majoritaires
constituent 90 % des protéines plasmatiques, glotse vingtaine de protéines représentent, a states,

les 99% du contenu protéique total du plasma (Eity9).
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Figure 1.8 : Intervalle de concentration de 70 prmtes du plasma, d'apres N.L Anderson. (N. L.
Anderson & Anderson, 2002)
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Figure 1.9 : Distribution des protéines représerttéf) 90% et (B) de 91-99% de la quantité totale
de protéines du plasma.

a) L’accessibilité aux cohortes d’échantillons

Une des difficultés inhérentes a la protéomiqueialie repose sur la constitution de cohortes en
accord avec les exigences de l'analyse protéomimamtitative, en particulier lorsque I'on utilisesd
stratégies « Label Free ». Pour la phase de dédeudes candidats biomarqueurs, il est nécessaire,
d’analyser plusieurs dizaines d'échantillons (Riéaial., 2006), collectés dans des conditionststrient
contrdlées et de minimiser la variabilité entregatients d’'une méme population en appariant I'&geexe,
les caractéristiques des tumeurs pour les popofapathologiques. Dans la plupart des études aksigil
est difficile d’obtenir des cohortes de patients rgunissent 'ensemble de ces caractéristiquepl® les
performances des outils statistiques utilisés piscriminer les protéines différentiellement abartda
dépendent du nombre d’analytes mesurés (les pspdelu nombre d’échantillons considérés. Lordque
nombre de peptide détectés est grand (typiquentasieprs milliers), il est souhaitable d’avoir ucehorte
importante (centaines de patients). Des méthodaistgjues ont été développées pour tenir comptia de
variabilité des échantillons au sein d'une mémeufain et du déséquilibre des matrices peptidéisiua
(Fu et al., 2008).

Le fait que beaucoup d'études de protéomique clmigour la découverte de biomarqueurs
s’appuient sur l'analyse d‘une ou deux dizainesclidtillons (Chen et al., 2010) met en évidence la
difficulté de constituer des cohortes, mais aussiéfi de satisfaire les exigences de la protéoeniqut en
considérant les contraintes de la clinique. Ledilgwésentée dans cette thése, s’appuie sur ysaal'une
centaine d’échantillons en accord avec les recordatans de Rifai (Rifai et al., 2006). Ceci a cdostun
travail considérable des équipes de protéomiquie etlinique, pour établir un protocole qui satistates
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exigences des statisticiens et des protéomiciercomrsidérant la difficulté de préparer des écHansl en
méme temps que se déroule la collecte. Il est @ ngti’'en général, c’'est la méme personne qui edaur

collecte et les premiers traitements de I'échamtill

b) De la collecte au traitement préanalytique des échantillons de fluide

biologique

Les fluides biologiques sont tres sensibles a diparametres qui ne sont pas toujours en lientdirec
avec la pathologie. En particulier, les facteuréapalytiques et notamment les protocoles de dellec
peuvent avoir un réle déterminant pour les analgsgsrotéomique quantitative en induisant des diffées
d’'abondance de protéines indépendantes de la pgtholll en va de méme pour les conditions de
conservation des échantillons avant lI'analyse. &Heurs, la variabilité physiologique inter et riat
individuelle doit étre prise en compte (LambertyrBemoune, Herbeth, Siest, & Visvikis-Siest, 20F%
de la conception du design d'une étude cliniqueurReela, on évalue la variabilité inter individu en
analysant une large cohorte de patients de maaiénaimiser cet effet et a inclure cette variabilitans
'analyse statistique. Le projet PPP Plasma Prote®moject, initi€ en 2002 par I'organisation HURD,
permis, dans le cas du plasma, de définir deségiest de collecte, des prérequis pour la préparatio
'analyse protéomique (Rai et al., 2005) tels quélisation d’'inhibiteurs de protéase, la temgéra de
stockage ou la durée écoulée avant le stockagédhesitillons. En ce qui concerne l'urine, la plajpbes
recommandations sur les traitements préanalytigeeBasent sur des études par gel2D (Thongboonkerd,
2007), et comme nous allons le voir par la suieesont pas nécessairement applicables aux étudéssha
sur la MS.

Pour obtenir une large couverture de protéomeduiie$ biologiques, il apparait indispensable de
fractionner I'échantillon avant I'analyse par spentétrie de masse de maniére a réduire la gamme
dynamique. Ce probléme de gamme dynamique est anaetéristique de tous les fluides biologiques et,
méme si elle est moindre dans I'urine, elle n’estegpas moins un handicap pour les analyses priagem
Pour répondre a cette difficulté, il existe diffétes approches basées sur le fractionnement puetéiq
comme la séparation sur Gel 1D, lisoélectrofoediasy ou sur l'immunodépletion des protéines

majoritaires ou des méthodes plus originales cotartechnologie d’égalisation : « Equalizer ».

L'immunodéplétion :

Pour la découverte de biomarqueurs dans les flideyplexes comme le plasma, le sérum ou le
liquide céphalo-rachidien, il est parfois consedk dépléter les protéines de plus hautes abonslguoce
permettre de détecter les protéines minoritairdssqnt autant de potentiels biomarqueurs. La tegli
d'immunodéplétion qui consiste en la déplétion pamunoaffinité des protéines majoritaires d’un

échantillon est réalisée a l'aide d'un mélange titanps spécifiques immobilisés sur une matrice de
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chromatographie. Pour cela plusieurs kits commexcisont disponibles pouvant dépléter jusqu'a 20
protéines majoritaires du plasma selon le kit séiliBien que I'intérét de cette approche ait étéodré
dans différentes études de protéomique (Piepel.,e2Q03), cette méthode de déplétion peut égalemen
éliminer d’autres protéines que celles viséesrigitwe, certaines protéines abondantes pouvant jauedle
de transporteur. et Pour le fractionnement de rliyriil n'existe actuellement pas de kit commercial

permettant d’éliminer une des protéines majoritage’est I'uromoduline.

La technologie « Equalizer » :

Une autre stratégie, décrite pour la premiére fais Thularsiraman en 2005 (Thulasiraman et al.,
2005), est basée sur le principe d'affinité : lestgines de I'échantillon se lient a une banquehinatoire
d’hexapeptides (20 soit 64 millions ligands) greffés sur des billege golymethacrylate, pouvant
théoriquement sélectionner toutes les protéineaq@ ligand est présent en quantité identique, gteant
de fixer un nombre identique de chacune des pregédin mélange. Sous un ratio billes/échantillortréa
les protéines majoritaires saturent rapidement $iter et sont donc éliminées par lavage, tandislesie
protéines moins représentées s'adsorbent sur lles bt se retrouvent plus concentrées dans I'dinak
Cette technologie permet d'atténuer les différendesconcentrations protéiqgues au sein des fluides
biologiques et ainsi d'identifier un plus grand rom de protéines (Righetti, Castagna, Antonioli, &
Boschetti, 2005),(Righetti, Boschetti, Lomas, &t&ito, 2006).

Castagna et collaborateurs ont utilisé cette méthpmlir « égaliser » les concentrations protéigues
d'un pool d’échantillons urinaires (Castagna et 2005). A partir de 200mL d’urine de 8 volontaifesit
au total 1.6 L d’urine), ils ont identifié 383 péites non redondantes. En comparant leurs résaitatg et
apres égalisation (figure 1.10), il apparait querdtement de I'urine par cette technique améld@aenaniére

significative la couverture du protéome urinaire.
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Figure 1.10 : Nombre de protéines identifiées emcfmn de leur poids moléculaire avant et apres
déplétion partielle des protéines majoritaire d'wool d'urines de 8 patients (1.6 L) par la méthode

Equalizer (Tiré de Castagna et al. 2005).

La technologie IEF-OFFGEL :

Dans la plupart des cas, le fractionnement d'unang® peptidique complexe repose sur la
combinaison de deux types de séparations chronagtbigjues d’affinité : les peptides sont tout d'abor
sépares selon leur charge sur une colonne SCXn(B€ation eXchange) sous I'application d’'un gratiagm
sels puis ils sont séparés selon leur hydroph@ébgtit une deuxieme colonne de phase inverse (RB) so
I'application d’'un gradient de phase organique.shites technologies DALPC (Direct Analysis of Larg
Protein Complex) (Link et al., 1999) et MudPIT (tdilmensional protein identification technology)
(Wolters, Washburn, & Yates, 2001) ont émergé Varin des années 90, combinant ces deux types de
phases afin de caractériser des protéomes compterame ceux du plasma humain ou encore du liquide
céphalo-rachidien humain. Cependant, des gradiEntels combinés a des gradients de phases organiqu
sont bien souvent difficiles a concilier sur unenméchaine de chromatographie liquide et posent des
problemes de robustesse de la méthode analytiquedop@ée, tels que des dérives de temps de rétentio

bouchages de colonnes.

La technique d’'lEF-OFFGEL introduite en 1982 paelBjvist (Bjellgvist et al., 1982), représente
une alternative intéressante aux techniques ddidmmement MudPIT, permettant de contourner les
problemes de robustesses dues a l'utilisation co@ebide gradients de sels et de phase organique. Ell
représente la premiere dimension de I'électroplobédimensionnelle permettant de séparer les pptd
protéines selon leurs points isoélectriques dargradient de pH sous I'effet d’'un champ électrigdebner
et collaborateurs (Hubner, Ren, & Mann, 2008) dilisé cette technologie de fractionnement en angent
I'analyse LC-MS sur un lysat de cellules HeLa watin digestat de levure. Apres une digestion dutisa

de I'échantillon, les peptides ont été séparésnskelor point isoélectrique. Une comparaison desltas
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obtenus par cette technique a une méthode plusentarnelle qui consiste a séparer les protéinesisu
gel SDS PAGE 1D et a les digérer avec la trypsiggéaéalisée. La Figure (1.11), tirée de cettdipaition,
montre une nette augmentation du nombre de pratéilemtifiées en utilisant la technologie IEF-OFRGE

comparée a la technique plus classique de gellD.

Digestion « in-gel IEF-OFFGEL

10 894

Figure 1.11 : Diagramme de Venn illustrant le nombite protéines identifiées a partir de
50ug de lysat de cellules obtenues apres fractiomeme des protéines par gel SDS-PAGE et digestion «

gel » ou un fractionnement des peptides par IEFegpme digestion des protéines en solution.
C. Contexte clinique de la these (DECanBio)

Ce travail de thése s'inscrit dans le cadre d'wjgbreuropéen DECanBio « Discover and Evaluate
Cancer Biomarkers ». Ce projet, qui s’est déroutédsans, avait pour principal objectif de mettrepéace
une stratégie permettant la découverte et I'éviainate biomarqueurs du cancer de la vessie dansitess,
en s’appuyant sur l'utilisation des méthodes réeedtanalyse des protéomes par spectrométrie deemas

Le cancer de la vessie est le 4eme cancer en téme@ence, chez les hommes, en Europe et aux
Etats Unis. Chez les femmes, il se place au 9ang aux Etats Unis et 14eme en Europe (FerlakiRar
& Steliarova-Foucher, 2010), (Jemal, Siegel, XuW&ard, 2010). En regle générale, ce cancer sureent
moyenne vers I'dge de 65 ans. Le ratio homme/fenguie développe un cancer de la vessie est
approximativement de 3 pour 1. Les facteurs deigscont le tabagisme et I'exposition a certaimspusés
chimiques comme les amines aromatiques dans lndwhimique (Guha et al., 2010).

1. La Vessie

La vessie est un organe creux situé dans le ettt et qui se remplit progressivement avec l&irin
produite par les reins pour la stocker avant snidhtion au cours de la miction par l'uretre. lihee émise

par les reins est évacuée dans la vessie parrfiétiaire des ureteres.
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Figure 1.12: Schéma descriptif du systeme urinaire

La figure 1.12 décrit le systéme urinaire qui coenl : les uretéres, des canaux du systéme w@inair
de 25 & 30 cm de long qui conduisent I'urine demsrevers la vessie. L'uretre, quant a lui, permet
I'évacuation de I'urine vers I'extérieur de I'orgame. L'intérieur de la vessie est recouvert d’eneche
d'épithélium : l'urothélium qui représente un tissaomposé de cellules juxtaposées disposées enwne 0
plusieurs couches tapissant la face interne desmnesy La plupart des tumeurs de la vessie affet#ent

cellules épithéliales.

2. Les tumeurs de la vessie

Les tumeurs de la vessie sont classées en deudegraratégories selon leur stade d'infiltration
croissante dans I'épaisseur de la paroi vésicidmi(& 1.13) : les tumeurs non infiltrantes ou cfess
superficielles qui ne touchent que la partie sligietfe de la paroi vésicale et les tumeurs irdifires qui
atteignent le muscle de la paroi vésicale.

Les tumeurs superficielles appelées aussi polypgéscomme risque principal la récidive. Les
tumeurs Ta pénétrent superficiellement 'urothélisams aller au-dela de la membrane basale. Dans 50%
des cas, les primo tumeurs sont des tumeurs Thaslegrade avec un bon pronostic. Ce type de tumeur
affiche un taux élevé de récidive 60% a 5 ans (Kesw2008). Cependant, seulement 10% a 15% des
patients développent ultérieurement une tumeultranfite. Le carcinome in situ (Tis) est une lésion
superficielle de haut grade qui ne pénétre passfude la membrane basale. Ce type de tumeur @watrso
rencontré avec d'autres tumeurs urothéliales. Efdg tumeurs T1 représentent 20% des tumeurs de la
vessie, elles pénetrent au-dela de la membranéebets@ntrent dans le chorion sans envahir le laukes

tumeurs T1 sont encore considérées superficielkss mlles indiquent des tumeurs a plus haut rigtpie
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progression dont I'évolution est difficile a prémaCes tumeurs présentent un fort risque de pregmesers

des tumeurs infiltrantes.

la classification TWVNIM TVIM
des tumeurs Tumeur non infiltrante Tumeur infiltrante

de la vessie Tis  Ta| Ti(a-b) T2 T3a T3b | T4a-Tdb

N Urothélium
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I ’ y
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Figure 1.13 : Classification des tumeurs de la wess

Les tumeurs infiltrantes (T2 a T4), quant a ell@®sentent un fort risque d'évolution vers des
métastases qui touchent essentiellement les gasglies os, les poumons et le foie. Elles représei@0%
des tumeurs et envahissent le muscle superficigloddnd. Dans toutes les classes de tumeurs,tmuve
un fort taux de récidive aprés traitement entre 80%0% des cas a 5 ans. Cette récidive peut dppaaa
niveau de la vessie ou dans d’autres organes plgalfail urinaire comme les reins ou l'urétre.

Les tumeurs vésicales sont, par ailleurs, clagsgiegrade cytologique allant de G1 a G3. Le grade
cytologique est basé sur la description d'anomaliehitecturales et cyto-nucléaires de l'urothéletme
tient pas compte du caractere invasif ou non deneeur. Toutefois, il est lié a l'agressivité ddédmeur et
représente un facteur pronostique tres importandgligtif de l'invasion de la paroi vésicale. Legiéres
cytologiques de malignité sont la taille du noykuprésence de chromatine irrégulierement répatts,
contours irréguliers, ou encore une augmentatida tklle du nucléole avec des anomalies de foresi,
le grade G1 est associé a un faible risque de nitdigt ne concerne que les tumeurs non infiltsarite
grade G2 est associé a un carcinome de bas grael ettrouvé dans les mémes proportions dans les
tumeurs infiltrantes et non infiltrantes. Le gra@& est associé a un carcinome de haut grade qui est

majoritairement rencontré dans les tumeurs infitea.

Nous venons de voir que les tumeurs vésicales ficiples présentent un risque important de

récidive et surtout de progression. Une surveitangguliere et efficace de I'appareil urinaire dsthc
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cruciale pour les déceler. Le traitement des tumeuperficielles de vessie (TSV) doit prendre enpte un
certain nombre de facteurs de risque de récidide @rogression. Ces facteurs pronostiques deivédnt
par ordre décroissant : le nombre de tumeurs,stexce d'une récidive a trois mois apres la résecti
initiale, la fréquence des récidives, la tailldaléumeur, le grade. Le risque de progressioni@siul grade et

au stade tumoral. Selon ces facteurs, les TSVéseptent cliniquement en trois groupes de risque :

Tableau 1.2 : Groupes de risques des tumeurs sigpelds de vessie

Faible risque : Ta unique, bas grade ou LMP (tumeur a faible pwééae malignité)

(grade 1), diametre inférieur a 3 cm, non récidivé

Risque intermédiaire : Ta bas grade ou LMP multifocal e/ou récidivantd. fas
grade ou LMP (grade 1-2)

Haut risque : Ta haut grade (grade 3), T1 récidivante, T1 gr&d&aut grade), CIS

3. Les méthodes de détection des tumeurs vésicales

Le plus souvent, les cancers de la vessie sonttdétparce que le patient vient consulter pour des
saignements qui apparaissent lors de la mictionplupart des nouveaux cancers détectés concereent d
tumeurs non infiltrantes (75 — 85% des cas). Caesetus sont facilement traitées par résection nais |
principal probléeme associé est le fort taux dedigei ou I'apparition de nouvelles tumeurs. Poutece
raison, le patient est étroitement surveillé apeésaitement et en particulier durant la premigneée qui
suit la résection de la tumeur. Selon les recomia#mts de L'Association européenne d'Urologie (EAU)
chez les patients ayant développé des tumeursbla fisque de récidive, une cystoscopie doit &fiectiée
a 3 mois et dans le cas ou elle est négative, @i9, muis annuellement pendant 5 ans si le patient
développe plus de tumeur (Jacobs, Lee, & Monti@DP0 a référence actuelle pour la détection desers
de la vessie et pour le suivi des patients trgiggsrésection est la cystoscopie (Figure 1.14)cystoscopie
est un examen par imagerie médicale au cours duqueelbe doté d'une lentille est introduit dangdasie
par l'urétre. Elle permet donc un examen visudbdwaroi vésicale. Cette méthode est considéréeneolm
meilleur outil de détection a I'heure actuelle ele est sensible et spécifique. Cependant, |edtaés de la
cystoscopie se révelent souvent négatifs et I'amnadt donc bien souvent éviter cet examen agressif le
patient. Cependant, lorsque la tumeur est petigst idifficile de la visualiser par cette méthoDans ce cas
les urologues utilisent une technique complémentadur poser un diagnostic : la cytologie. La ayga
urinaire est un examen de biologie destiné a dédalprésence éventuelle de bactéries et de cellule
cancéreuses. Elle est non invasive et spécifiqne plus de 90% des cas de cancer de la vessiendzepe
elle est peu sensible (33%) dans les cas de cadeebas grades et nécessite I'expertise de paibt#eg

pour linterprétation des résultats (Nakamura et 2009). Il est donc souhaitable d'utiliser d'&str
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méthodes en complément de ces techniques et ltegigoinouvelles techniques s’appuyant sur des

marqueurs moléculaires est important.

Figure 1.14 : La cystoscopie : examen visuel dpdeoi vésicale

La prévalence du cancer de la vessie est tropefgildur qu’il soit envisagé un dépistage
systématique de I'ensemble de la population. lidesic fortement souhaitable de trouver une métimade
invasive, peu codteuse, sensible et spécifique amdliorer le pronostic des patients et diminusrcedts
associés aux examens de surveillance. Le coltcatnrainte pour le patient de la cystoscopie,ignaht

I'intérét d'un test discriminatif fiable et peu esgif.

4. Biomarqueurs urinaires du cancer de la vessie

L'urine est un fluide biologique composé de décluetd'organisme. L'élaboration de I'urine se fait
grace aux néphrons, les unités fonctionnelles iu ke réle de I'urine consiste en I'éliminationslééchets
solubles de I'organisme: urée, créatinine, médicaspeoxinesL’urine est composée essentiellement d’eau,
environ 95 %. Les 5 % restant correspondent aelesdes métabolites et a une faible quantité detimes
provenant de protéines sériques ou du rein. La oeitipn protéique de l'urine n'excéde pas, dans des
conditions normales, 150mg par jour. A I'état nokn@% des protéines urinaires excrétées provignnen
d’'une filtration des protéines plasmatiques pagltamérule. Il s'agit principalement de protéines lubes
poids moléculaire, inférieure a 20 kDa comme |l@iysne ou la Beta 2 microglobuline. Les 40% restants
proviennent de la sécrétion tubulaire d’'uromodulioe protéine de Tamm-Horsfall) ou de I'urothélidies
voies urinaires. La technique la plus utilisée pm@surer la protéinurie est la bandelette urinalette
technique permet de détecter la présence d'albuloisgue celle-ci dépasse 50 a 100 mg/mL. Cependant
elle ne permet pas de détecter les protéines d@dids moléculaires présentes dans les urines.ti@®u
méthodes sont utilisées comme I'électrophorésed#sines urinaires sur SDS-PAGE permettant ungeétu

gualitative de la protéinurie. L'analyse du proté&oarinaire souléve plusieurs difficultés liées dddle
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concentration des protéines urinaires comparéegeigines plasmatiques, a l'activité de protéaads,
présence de sels et a la variation de la concemtrdés protéines en fonction de I'état d’hydratati

Les tissus relarguent constamment des protéinedesufragments protéiques susceptibles d'étre
détectés dans les fluides biologiques. Ainsi, umeelr peut relarguer des protéines spécifiques anlifiar
I'abondance des protéines normalement sécrétéeslemifluides biologiques. Dans le cas du cancdade
vessie, l'urine représente donc, I'analyte idéakgue elle est directement en contact avec lesilesl|
épithéliales de la vessie.

Certains tests urinaires a visée diagnostique aojourd'hui disponibles. Les plus utilisés sont le
BTA Trak ou le NMP 22.

Le BTA Track est un test immuno-enzymatique quinp la détection du BTA (Bladder Tumor
Antigen), une protéine caractéristique de celluésicales cancéreuses. Elle a été isolée spédifignie
dans des urines de patients atteints de cancanassie et non dans les urines de sujets saitte.[2etéine
est un analogue structural du facteur H du comphémémolytigue humain (CFH). Tout comme le facteur
H, le BTA est capable d’inhiber I'activité de laigalterne du complément. Cette activité pourraingettre
aux cellules cancéreuses d’échapper a la lyse.ehaitslité de ce test est d’environ 70%, donc bien
meilleure que celle de la cytologie classique gusisue autour de 33% (Thomas et al., 1999). Qaaa
spécificité (~ 70%), elle est moindre que cellelaeytologie (~ 90%). Le test urinaire NMP22 (Uripa
Nuclear Matrix Protein) est basé sur la détectiamel protéine de la matrice nucléaire impliquéesdin
formation des fuseaux au cours de la mitose. Ldymtion excessive de certaines protéines de laigeatr
nucléaire qui définit la structure tridimensioneetlu noyau cellulaire et le contréle de sa morpdielo
pourrait indiquer une croissance cellulaire exaesst suggérer la présence de néopl&ez les patients
atteints de cancer de la vessie, elle est libéaés tlurine & partir des cellules tumorales. Le NRPPest un
dosage quantitatif qui repose sur la méthode EL(&% Rhijn, van der Poel, & van der Kwast, 200®s
objectifs de ces deux marqueurs tumoraux sont, ed'wart de dépister les lésions urothéliales
asymptomatiques dans une population a risque etrd’gart, de simplifier les modalités de surveitia des
tumeurs vésicales connues et traitées en rédussmmbdications de I'endoscopie vésicale. Ces neamgu
pourraient étre associés a la classique cytolagmaite afin d'en améliorer la sensibilité. Cepartdaucun
de ces tests n'associe en routine une sensiltilit@ee spécificité proches de 100% (Abd El Gawadlet
2005).

Il est donc essentiel de poursuivre les efforts dardécouverte de nouveaux biomargqueurs qui
ameneraient un bénéfice pour la surveillance destios vésicales superficielles, sans remplacer gatant
complétement la cystoscopie qui resterait de téagen indiquée en cas de test positif. Ces testeode
surtout permettre d'éviter les cystoscopies négatgui sont bien plus nombreuses que celles medtant

évidence une tumeur et qui engendrent ainsi degyd&®ents indus pour les patients et des coutsfhige
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La protéomique représente un atout majeur dansdherche de biomarqueurs. En effet, des
variations dans les taux d'excrétion des protéigredien avec la pathologie pourraient avoir uneswal
prédictive dans le diagnostic précoce de pathasogie-génitales. Cependant, méme si I'urine repitésen
analyte idéal, de par sa proximité avec les cellilemorales, elle représente un véritable défir pes

études de protéomique quantitative de par sa catigqros
D. Etat de I'art en caractérisation du protéome urinaire

On note, dans la littérature, plusieurs étudegivea la caractérisation du protéome urinaires Ce
études s'appuient sur différentes méthodes de @épa, de séparation ou d’enrichissement des imexé
ou des peptides. L'une des premieres études saujét date de 1979 (N. G. Anderson, Anderson, &
Tollaksen, 1979). Les auteurs ont obtenu un pdwilprotéines urinaires humaines en visualisantremvi
250 spots sur un gel bidimensionnel. Cependani,9§®, comme nous I'avons vu précédemment, il était
difficile d'obtenir l'identification des protéines partir d’'un gel bidimensionnel. En 2004, Piepér e
collaborateur (Pieper et al., 2004) ont pu obsefvi0 spots, toujours par la technique d'électropdm
bidimensionnelle suivie cette fois-ci d’une ideicttion des spots par MALDI-TOF. Cependant, seutgme
30% de ces spots ont été identifiables, permettadgtermination de 150 protéines. Sur la baseede c

résultats, I'intérét de ce fluide pour la découveeht biomarqueurs était considéré jusque-la cormii]

L'apparition de la chromatographie liquide coupléedes spectrométres de masse a hautes
performances a permis d’augmenter de maniére gigtiife le nombre de protéines urinaires ident#fice
Ainsi, en 2006, Adachi a publié une étude dansdbgAdachi, Kumar, Zhang, Olsen, & Mann, 2006), a
partir d’urines poolées (9 patients « sains ») epatient individuels, différentes méthodes de iséjmms et
de digestion ont été utilisées afin d’identifier mmaximum de protéines urinaires. Aprés avoir élémies
débris cellulaires grace a une centrifugation bassesse, les protéines urinaires étant extraitas p
ultrafiltration permettant dans un méme temps decentrer et de dessaler I'urine. Les protéinesaines
ainsi extraites ont été séparées sur un gel SDSEHPAG puis digérées par la trypsine. Les peptidds on
ensuite été extraits du gel avant d’étre analyséspectrométrie de masse. Parallelement, le kiapire
anti HSA a été utilisé pour dépléter I'albuminendement, Adachi a identifié plus de 1500 protéines
urinaires. Cette étude a été un révélateur du petafe la protéomique de I'urine pour la rechercee

biomarqueurs.

Dans le méme temps que ce travail de these, Kemtpighlié une étude sur la caractérisation du
protéome urinaire en fractionnant les protéinesaimes par ultracentrifugation pour purifier leogames.
Les exosomes sont des veésicules de 40 & 100 nsoqusécrétés par une cellule dans son environrtemen
Plusieurs études suggérent que certaines des m@stébntenues dans ces vésicules pourraient &re de

biomarqueurs de pathologies (Pisitkun, Shen, & loeep2004),(Wang, Hill, Luther, Hachey, & Schey,
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2012). Au final, a partir d’'urine d’enfants et deupes adultes (12 au total), Kentsis a identifié223

protéines en utilisant une méthode basée sur ffélgrorese 1D et le fractionnement SCX.

Marimuthu et collaborateurs (Marimuthu et al., 201de sont intéressés a une meéthode
d’enrichissement des glycoprotéines pour caraetétis protéome urinaire. Dans leur étude, apres avo
poolées les urines de 24 patients « sains », tleffectué une centrifugation a basse vitessediditiminer
les débris cellulaires. Aprés avoir concentré etsdi les protéines par ultrafiltration, Les pro#éi ou
glycoprotéines ont été fractionnées selon leurdgpaoioléculaires par gel SDS-PAGE. Les glycoprotine
ont été capturées sur des billes d’agaroses sguddies sont greffées 3 lectines (la concanavaline
'agglutinine de germe de blé et la jacaline). Eedtude a conduit a l'identification de 1823 pnoési

urinaires.

Marimuthu et al. 2011
(this study)
(1,823)

Adachi et al. 2006
. (1,400)

‘otal Number of proteins
in human urine: ~2,500

Li et al. 2010
(1,162)

Figure 1.15 : Overlap entre trois études sur la @atérisation du protéome urinaire

Etant donné le faible recouvrement qui représentér@n un quart de la totalité des protéines
identifiées sur trois études récentes de caraatémis du protéome urinaire, on peut se demandda si
couverture du protéome urinaire est complete. Urse lde référence de I'ensemble des protéines naignai
permettrait I'identification de nouveaux biomarqrgeplus spécifiques et plus sensibles pour diffésen

pathologies uro-génitales, tel que le cancer dessie.

E. Conclusion

Depuis plusieurs années, il y a eu de nombreusaxcégs dans le domaine de la spectrométrie de
masse avec l'arrivée sur le marché d’instrumentglae en plus rapides et précis permettant I'idieation
et la quantification d’un grand nombre de peptielede protéines. De la méme fagon, de nouvellebadés
de séparation des protéines ou des peptides Soatugs permettant, en amont de la spectrométmeadse,
de mieux séparer les peptides ou les protéinemnfitt, dans le domaine de la quantification sansjosge,
ont émergé de nouvelles méthodes d’extractionghasien sortie des spectrométres de masse, desdeéth

pour traiter ces données et pour extraire des rirdtons relevantes pour la découverte de nouveaux
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biomarqueurs - notamment dans le domaine de lstiae. Il nous a donc semblé opportun de réumir u

certain nombre de ces avancées dans le but deé@@acle protéome urinaire de maniére tres exhaus
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II.  Chapitre Il : Matériel et Méthodes

A. Introduction

Une étude de protéomique clinique telle que calisgntée dans cette thése nécessite de faire appel
a de nombreuses techniques et protocoles pouétmgation des échantillons, la qualification dextéines
de ces échantillons, leur analyse par spectromitrimasse, et le traitement des données. Ce ahdpitrit
en détail les méthodes et modes opératoires wstilé cours de ce travail de thése, du traitement
biochimique des échantillons d’'urine et de leuralgses protéomiques par spectrométrie de masse, aux

traitements statistiques des données généréeapallyte en spectrométrie de masse.

B. Techniques de Biochimie

1. Protocole préconisé pour la collecte et le prétraitement des échantillons
d’urine

La protéolyse non contr6lée est un des artéfacjsurgaqui peut survenir lors de la collecte et le
stockage des échantillons biologiques. Pour palliee probleme, I'utilisation d’inhibiteur de prages lors
de la collecte des fluides biologiques est parfeisommandée. Cependant, ces recommandations sont
controversées car les inhibiteurs de protéasesepeinerférer lors des analyses protéomiques (hdirst
al., 2003). Par conséquent, une partie de natideét été dédiée aux conditions de collecte dméywoir
Chapitre 1l1), et plus précisément, a l'influence I température de conservation des échantillamne
avant leur congélation a -80°C, et a l'utilisatdimhibiteurs de protéases. L'utilité d'ajouter dakibiteurs
de protéases a été démontrée ainsi que la nécdsslthiter le temps de conservation des échansllo
urinaires avant centrifugation.

Les échantillons d’urines ont été collectés dars tdbes de polycarbonate (n°352070, Dutscher,
Brumath, France) dans lesquels a été ajouté ptéalaht une pastille d’inhibiteur de protéases mglete
EDTA Free » (Roche réf. : 14967900). Un premiearithimique des urines a été réalisé, pour chaque
patient, a I'aide de bandelettes réactives Comdmirl0 strips (Roche Diagnostics, Basel, SwitzdjlaGes
bandelettes permettent de déterminer simultanérdentparamétres : la densité et le pH, le taux
approximatif ou la présence de leucocytes, nitripestéines, glucose, cétones, urobilinogéne,utiire et
de sang (hémoglobine en érythrocytes). Ce bilamighe a permis aux cliniciens de sélectionner les
patients de la cohorte de découverte. Une foifldm leffectué, I'échantillon d’'urine attend surdaillasse a
température ambiante au maximum 4 heures avanedi@ité. Cette attente est inhérente au fait lque
collecte a lieu dans le service d’'urologie d’un itdlpLe technicien en charge de la collecte daitcuper
des patients qui viennent en consultation, et @itetnent des échantillons pour le programme deerebk.

La priorité numéro 1 est la prise en charge duepatet le travail de recherche doit interférer leima

possible avec cette responsabilité. L'urine esuimscentrifugée a basse vitesse (2,000 g), pentiant
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minutes et a température ambiante, de maniéreninéli les débris cellulaires. Le surnageant esidiment
aliquoté dans 2 Falcons de 15 mL, 7 cryotubesmé 2t un cryotube de 500 pL, qui sont congeléaG8
Le transfert d’échantillons a analyser au laboratde protéomique a été effectué a cette méme tatape
a -80°C.

2. Dosage des protéines urinaires

a) Nécessité d’'une normalisation

Pour comparer des échantillons entre eux, une émpwrmalisation est nécessaire afin de réduire
autant que possible la variabilité des échantill@ette normalisation peut s’effectuer a postersoni les
données issues des analyses par spectrométriesse ma en amont lors de la préparation des édbastil

(en normalisant par exemple les volumes d’urineadtst ou les quantités de protéines traitées).

La concentration des protéines dans les urineséieitres variable d'un individu a I'autre ou chez
un méme individu selon I'heure de la journée, slmemtation, ou encore son niveau d'activité. E€ett
variabilité, souvent évoquée, a été comparée aatmhilité technique dans une publication de Nggara
(Nagaraj & Mann, 2011). Dans ce rapport, ils omhparé parmi 7 donneurs sains la variabilité inténtea
individus a la variabilité technique de I'analys®tpomique en mesurant les coefficients de vanaties
abondances mesurées (CV). La valeur calculée deété@iivde 66%, 48% pour la variabilité inter-indivi
et 18% pour les réplicats techniques. Nous avooss raussi, vérifié cette variabilité en normaliskast
échantillons d’'urine par le volume. Pour cela, nausns préparé 1 mL d’urine de 7 donneurs sains sur
membrane Vivaspin. Aprés avoir ultrafiltré et dé&das urines, nous avons déposeé les protéinesnsgel
SDS-PAGE pour purifier et concentrer I'échantillrotéiqgue dans un mode que I'on appelle « Stacking
Pour cela on laisse migrer, juste assez de tempsque I'ensemble des protéines entrent dans leSgella
Figure 11.1, on observe des différences majeuresatfieration sur les différents échantillons. Cesul&ts
ont été confirmés par I'analyse protéomique. Aites, échantillons entourés en rouge, présentapluta

forte coloration des gels n'ont permis de quantifig’'un tiers des peptides détectés dans les autres

MY

échantillons.

Figure 11.1 : 1mL d’urine de patients centrifugétrafiltré puis déposé en stacking sur le gel. Les
différences de coloration au bleu de Coomassistiiunt les variations de concentration protéiquend’

échantillon a l'autre.
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La normalisation par le volume d’échantillon traitédonc été écartée et nous avons repense la

normalisation des urines en considérant cettedisites quantités de protéines présentes dansd’uri

b) Dosage de protéines

Le dosage des protéines urinaires est un exameraroment pratiqué dans les laboratoires
d'analyses biologiques et médicales. Actuellemé®, méthodes les plus utilisées sont les dosages
colorimétriques. Le principe de ces dosages reposde déplacement du maximum d’absorption sulte a
réaction entre certains groupements chimique d&gipes et un colorant. La différence d'absorpéntre
les deux spectres d’absorptions est proportionréele concentration en protéines. Dans le cadreette
thése nous avons utilisé le dosage de Bradfordi@mad, 1976).

Le dosage de Bradford est sans aucun doute la dethoplus répandue en protéomique pour le
dosage de protéines. Cette quantification des ipestdotales est basée sur la modification derigueur
d’'onde maximale d’absorption de 460nm a 595 nmldu de Coomassie une fois fixé sur les protéinas. L
quantification des protéines est réalisée pareéfd & une gamme étalon de sérum albumine boviBw)(B
L'absorbance lue a 595 nm apres 10 minutes deioédagst directement proportionnelle a la conceiotnat
protéigue. Cette méthode de dosage a été réfécenude étant une des méthodes les plus sensibldegour
dosage de complexe protéiques (Chutipongtanate,chaatanyatip, Homvises, Jaturongkakul, &
Thongboonkerd, 2012). Nous avons utilisé cettertiegle de dosage aprés I'étape d’extraction degipiext
urinaires. En effet, cette méthode de dosage ewsilde aux solutions tamponnées et n’est donc pas
approprié sur des urines brutes.

Dans un premier temps, nous avons réalisé la ga@taben avec une quantité croissante de BSA
(0.15, 0.31, 0.635, 1.250 et 2 mg/mL). Puis nousav prélevé 4 uL de cette gamme auxquels on &ajou
200 pL de réactif Bradford dilué 4 fois dans dalieOn a fait de méme pour les échantillons ursad
doser en répétant 3 fois I'expérience de maniesablir une moyenne de l'absorbance mesurée. Si
I’échantillon urinaire est trop concentré, il esspible de le diluer avant le dosage en rappolkteacteur de
dilution au moment du calcul de la concentratiootgigue. Parallélement, on a réalisé un blanc éleyent
4 uL d’eau auxquels nous avons ajouté 200 uL daifé&@radford.

Aprés une incubation de 10 minutes a températuteaante, la quantité de protéines a été estimée
par la mesure de l'absorption & 595nm a l'aide ddpectrophotomeétre. La quantité de protéines est
déterminée par rapport a la gamme d’étalon obtsalan la formule :

[Moyenne (Abs échantillon) — Abs blanc] — b
a

X facteur dilution

Ou a et b représente respectivement le coefficieatteur et 'ordonnée a I'origine de la droite y=

ax+b obtenue a partir de la gamme étalon de BSA.
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3. Préparation des échantillons en vue de I'analyse protéomique
a) Extraction des protéines urinaires

Plusieurs protocoles ont été décrits pour extrééee protéines d'un échantillon complexe. La
méthode de précipitation en milieu acide représent@éthode la plus utilisée et la plus pratiquerda
préparation des échantillons (Rajalingam, Loftig, & Kumar, 2009). En effet, les protéines sontiblds a
l'intérieur d'une gamme restreinte de pH (entrd 8)ele fait d’acidifier I'échantillon rend les @éines

insolubles et induit leur dénaturation et leur ppitation.

(1)  Précipitation a I'acide trichloroacétique

Les protéines sont précipitées grace a l'ajout .8enR d’'une solution de TCA a 30% dans 10mL
d’urine afin d’obtenir une concentration en acigele de 6%. L’échantillon est ensuite incubé pend®
heures a 4°C. Les protéines ayant précipité senipérées par une étape de centrifugation a 14000 g
pendant 15 minutes a 4°C. Afin d’éliminer les tsade TCA résiduels, on réalise 2 lavages succesnsis
2.5mL d'acétone froid (conservé a -20°C). Pendaesté&tapes de lavage, le culot est remis en suspensi
dans 1.5mL d’acétone en opérant plusieurs alleécsHe dans un cone de micropipette. Le mL d’acétone
restant est utilisé pour rincer le cbne qui a spodir resuspendre le culot. Cette étape est ceitfmpur
I'élimination de I'acide qui peut affecter I'efficéé de digestion enzymatique des protéines. Otrifigye
ensuite I'échantillon & 14000 g a 4°C pendant 1&uteis. Au final, on resuspend le culot avec 300juhel
solution d'urée 8M, 0.1ImM de bicarbonate d’ammoniube maniére a faciliter la solubilisation des

protéines, on incube I'échantillon pendant 15 nesut 37°C.

(2)  Ultrafiltration

L'ultrafiltration (UF) est une filtration a traversne membrane semi-perméable grace a une
différence de pression. Les particules de hautspmidiéculaire, en solution ou en suspension, stehues
tandis que I'eau et les molécules de faible poidknulaire passent a travers la membrane.

Dans notre étude, les protéines urinaires ont ércenmtrées en utilisant des concentrateurs
centrifuges (vivaspin 2, 5kDa Mw cutoff, PES menm@aSartorius Stedim, Aubagne, France). Apres avoir
déposé 2mL d'urine dans le concentrateur, le t@eentrifugé a 50009 jusqu’a réduire le volumalfia
100uL. On ajoute ensuite a deux reprises 2mL djeaur laver I'extrait des sels contenus dans lesesri
On centrifuge a nouveau de maniére a atteindreolume final de 100pL. Pour décrocher les protédeekRn
membrane, on dépose 30uL de tampon Laemmli 5X,gde au vortex afin de resuspendre les protéines.
Aprés avoir retourné le concentrateur et centrifigérait dans la partie haute, on ajuste le wodufinal &

75uL avec de I'eau milliQ.
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b) Fractionnement - Gel SDS PAGE

L’électrophorése en gel de polyacrylamide contedantaurylsulfate de sodium ou SDS-PAGE est
une technique qui permet de séparer les protéeles teur poids moléculaire. Le SDS (Sodium dodecyl
sulfate) empéche le repliement des protéines etlanfére une charge négative permettant la mayates
protéines dans la matrice sous l'effet d'un powndiectrique. La séparation s'effectue ainsi uamant
selon le poids moléculaire apparent, les protéemgmt un poids moléculaire plus faible migrent plus
rapidement dans le gel. Les protéines sont préatabit dénaturées par chauffage de I'échantillotéjoyae
a 95°C pendant 5 minutes. L’extrait est ensuiteodépsur un gel précoulé Novex NUPAGE Bis-Tris gels
(4-12% acrylamide gradient) (Invitrogen, Cergy Bs¥, France). Parallelement, on dépose sur ume aut
piste du méme gel un marqueur protéigue de poidéaulaires (Sigma). Pour une migration complete des
protéines sur le gel on applique un voltage de 2p8kdant environ 30 minutes jusqu’a ce que le fdant
migration approche de I'extrémité du gel. Le gelessuite démoulé et incubé dans une solutionxadidin
contenant 30% d’éthanol et 7.5% d’acide acétiqualaet 30 minutes. Cette étape est renouvelée ime fo
On colore ensuite le gel avec une solution de biewCoomassie R-250 (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette,

France).

c) Digestion des protéines urinaires
(1)  Digestion sur gel et extraction des peptides

Aprés la coloration des gels au bleu de Coomasses @&tapes de lavage des gels avec une solution
d’éthanol 30%, acide acétique 7.5%, les bandesetlessant découpées a l'aide d'un scalpel puis gaité

comme décrit ci-dessous.

Décoloration des bandes de geles bandes de gels sont lavées pendant 30 minutesue
agitation a température ambiante successivement(ay@00uL de bicarbonate d’ammonium 25mM, 50%
acétonitrile, (2) 200uL d'eau et pour finir (3) 200d’'acétonitrile 100%. Les bandes de gels sontiiems

passées aux ultrasons et séchées au SpeedVac.

Réduction et alkylation Aprés I'étape de décoloration, les ponts disubudes protéines sont
réduits avec du Dithiothréitol (DTT). Pour cela, ionube chaque bandes de gel avec 200uL d’'unei@olut
de DTT 10mM pendant 45 minutes a 56°C. Les cystéBunt ensuite alkylées par iodoacétamide qui
conduit & une carboxyamidométhylation. Chaque bateleyel est incubée avec 200uL d’une solution
d’'iodoacétamide 55mM pendant 35 minutes a temp&rambiante dans le noir. Pour finir la réaction
d’'alkylation est bloquées avec 200uL d'une solutten DTT 10mM pendant 10 minutes a température
ambiante. Pour finir, on rince les bandes de geéx 200Ul d’'une solution de bicarbonate d’ammonium
25mM.
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Oxydation des bandes de gdlne alternative a la réduction et I'alkylation stste en I'oxydation
des protéines contenues dans le gel. Ce protosblplgs simple et beaucoup moins long, cependant le
méthionines peuvent étre oxydées sous différemtiesels (méthionine sulfoxyde ou methionine sulfone).
Les bandes de gel préalablement lavées et séahrdteebydratées avec 200ul d’une solutic®Ha 7% et
incubées pendant 30 minutes a température ambi@ptes élimination du surnageant, les bandes de gel
sont ensuite lavées avec 200ul d’eau milliQ puiBu2@’une solution a 100% d’acétonitrile. Pour ffitgs

bandes de gels sont séchées au SpeedVac.

Digestion des protéinesla digestion des protéines est réalisée sur get ave solution de
trypsine. La solution de trypsine (0.4ug/uL) esteolie par solubilisation des 20ug de lyophilisatsdan
volume de 50uL de solution d‘acide acétique 50mdliprs les consignes du mode opératoire Promega Part
9PIV511. Ensuite la solution est diluée a 0.006L@uec du bicarbonate d’ammonium 25mM et on ajoute
ensuite 25uL de cette solution sur chaque bandeldée gel se réhydrate pendant 15 minutes a @ént
de rajouter 30pL de bicarbonate d’ammonium 25mMrp@hydrater completement le gel et avoir un

excédent de tampon. L’échantillon est ensuite iacuB7°C sous agitation pendant toute une nuit.

Extraction des peptidesDans un premier temps on transfére le surnageadiggstion dans un
tube Multi low-adsorption (Dutscher, Brumath, Frand?uis 200uL d’acétonitrile 50% sont ajoutés dans
tube contenant les bandes de gel. L'échantilloninestbé pendant 15 minutes a température ambidnte e
sous agitation, et on récupére le surnageant quedjoute au tube contenant le premier surnageant d
digestion. Le méme protocole est utilisé pour wiet®n de 200pL d’'acide formique 5% puis 200 Lrdu
solution a 100% d’acétonitrile. Suite a ce dernieitement, I'échantillon est soniqué avant que le
surnageant soit transféré dans un tube. L’échantiihal est ensuite séché au SpeedVac et congerve
80°C.

(2)  Digestion en solution et dessalage des peptides

Cette étape est réalisée sur les échantillons iquete repris dans l'urée 8M et le bicarbonate
d’ammonium 100mM suite a la précipitation TCA. (ghragraphe 3.a.i.)

Réduction et alkylation des protéindses ponts disulfures des protéines sont réduitaidel de
Dithiothréitol (DTT). On ajoute 5.45 uL de DTT 708Mma I'échantillon de maniere a obtenir une
concentration finale de 12.5mM ; on incube cettlutgm & 37°C sous agitation (800 rpm) pendant 30
minutes. Les cystéines sont ensuite alkylées addacétamide, ce qui conduit a wune
carboxyamidométhylation. Pour ce faire, 18.5 ploddacétamide 700mM sont ajoutés a I'échantillon de
maniere a obtenir une concentration finale de 40@tMn incube a 25°C, sous agitation (800rpm) dans |
noir pendant 30 minutes. Le volume est ajusté allamwec une solution de bicarbonate d’ammonium
100mM.
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Digestion des protéines en solutidhour digérer les protéines en solution, la trypgPemega,
Charbonnieres-les-bains, France) est ajoutée dadféitlon dans un ratio 1/100 (poids / poids) et
I'échantillon est incubé 12h a 37°C sous agitafi®00 rpm). Apres la premiere digestion, un 2e tajlau
trypsine dans un méme ratio 1/100 (poids/poids)e#fsctué et I'échantillon est incubé 30 min a 3&C
sous agitation (1000 rpm). Lorsque les protéines dimérées en solution, il est possible de vérifige la
digestion est compléte sur un gel SDS-PAGE. Pola, e®us avons déposé sur un gel (Figure 11.2), la
méme quantité de protéines avant (échantillon Bpeds digestion en solution (échantillon A), suealisé
sur la piste de I'échantillon digéré s'il restaiéesdprotéines intactes ou des fragments de haus poid
moléculaire. Cette vérification a été effectuéelsuéchantillon apres extraction des protéinesairgs par
précipitation TCA : aprés avoir dosé les protéided’échantillon par la méthode de Bradford, nousna
déposé I'équivalent de 30ug de protéines digéréesaspiste A et le méme échantillon précipité et n

digéré B.
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Figure 11.2 : Profil protéique d’'un échantillon dégé (piste A) et du méme échantillon non digéré
(piste B) sur Gel SDS-PAGE.

Sur la piste A correspondant a I'échantillon digéécune bande correspondant a des protéines non
digérées n’est observée. Seuls quelques fragmentgildes poids moléculaires (< 14 kDa) sont olé®rv
Ce résultat démontre une digestion quasi-compl&el’'@hantillon urinaire. Cette vérification n’est

malheureusement pas triviale dans le cas de |atitigedes protéines sur gel, et n’a pu étre eféaxtu

Dessalage des peptideta solution de peptides obtenue apres digestiorpd#sines en solution
est dessalée sur une colonne de phase inverséggeffi C18 (Sep-Pak tC18 reverse phase cartritig@s,
mg (référence WAT036820, Waters, Milford, MA). Paeela, la colonne est réhydratée avec 1mL de
méthanol, puis lavée avec 1mL d'une solution dawmiftie 80%. La colonne est ensuite équilibréecave

4mL d’'une solution d'acide formique 0.1%. L’échdloti est acidifié avec 90uL d'une solution d’acide
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formique 10%. On vérifie que le pH de I'échantillpaptidique est approximativement entre 2 et 3 avec
papier pH, avant son dépét sur la colonne. Le mesffluent est récupéré pour le redéposer sul@ne.
Puis la colonne est lavée avec 6mL d'une solutiacide formique 0.1%. Enfin, les peptides sont glué
avec une solution composée d’acide formique 0.1&aetonitrile 50%. L'échantillon est ensuite séchu
SpeedVac et conservé a -80°C. Pour une conservatitimale des peptides, les échantillons peptidique
sont stockés a -80°C dans des tubes Multi low-ptisor avant de les solubiliser en vue de I'analyae
LC-MS ou LC-MS/MS (Kraut et al., 2009).

d) Répétabilité des méthodes d’extraction

Afin de vérifier la bonne répétabilité des méthodextraction des protéines, nous avons comparés
les réplicats analytiques et les réplicats techesgqubtenus a partir des analyses LC-MS. Pour oe fadus
avons préparé un pool d’'urine a partir de deux darsisains que nous avons divisé en 8 aliquotggran
parallele par deux protocoles. Dans le premierplegéines extraites par TCA ont été réduites, |ads;
puis digérées a la trypsine en solution, les peptikssalés ont été analysés par LC-MS. Dansdadides
protéines extraites par ultrafiltration, ont étégédées sur gel puis les peptides ont été anabsé<C-MS.

Les réplicats analytiques correspondent au mémanétibn injecté plusieurs fois sur la chromatodpiap

liquide et analysé sur le spectrometre de masse.

A partir de 'abondance des peptides quantifiésisnavons calculés les corrélations entre paires
d’échantillons pour les réplicats analytiques ethteques (Figure I1.3). Le coefficient de corréati
représente la relation linéaire entre deux varg@ab@n observe une dispersion plus importante dese
abondances mesurées dans la paire de réplicatigeeb comparée a celle des réplicats analytiqiette

dispersion est due a la préparation de I'échantillo

Figure 11.3 : Exemple de corrélation des abondaneese deux réplicats analytiques (& gauche) ou

techniques (a droite) R2 est la valeur du coefficie corrélation (Pearson).
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Figure 11.4 : Comparaison des distributions desfficgents de Pearson obtenues pour des réplicats

analytiques et des réplicats techniques

La Figure 1.4, montre les dispersions des coeffits de Pearson obtenues entre des réplicats
analytiques (méme échantillon analysé deux fois)les réplicats techniques pour les deux protocoles
étudiés. On observe sur cette Figure, que les méslides coefficients de corrélation sont supérseair@.9,
ce qui représente une valeur élevée et donc uneehré@pétabilité des techniques de préparationsiriiess
gue ce soit par précipitation TCA ou par ultraditton. La variabilité introduite par la techniqutlisée
pour la préparation et I'analyse des échantillonis &re minimale, afin de permettre la détectienfaibles
variations d’abondances protéigues dues spécifignema la pathologie. Ainsi, les deux « pipeline »
reposant sur I'extraction des protéines par prétipn ou ultrafiltration, semblent suffisammenpdéble
pour étre utilisée dans le cadre d’'une étude dewlétcte des biomarqueurs. Cependant, les résaltegaus
par précipitation TCA sont meilleurs que ceux obtepar la méthode d'ultrafiltration. Le test de dliton,
nous permet de conclure un effet significatif datément (p < 0,0001), le seuil de significativétant fixé a
0,05.

4. Déplétion et fractionnement des protéines urinaires
a) Fractionnement par isoélectrofocalisation

Les peptides ont été séparés en fonction de lentspsoélectriques en utilisant le « 3100 OFFGEL
Fractionator » commercialisé par Agilent Technatsgi avec des bandes «Immobiline DryStrip » de
longueur 13 cm, couvrant une gamme de pH de 3.aN@0Qs avons utilisé le protocole fournit par le
constructeur fittp://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/iRui@3100-90113 OFFGEL_Fractionat
or_QuickStart.pdf Une solution stock « Peptide OFFGEL 1.25X » m#talablement préparée pour la

reprise des peptides et la réhydratation des st€ipte solution stock contient 6mL d'une solutide
Glycérol, et 600uL de tampon « OFFGEL Buffer » @0). Ce mélange est ensuite ajustée jusqu’a 50mL
avec de I'eau milliQ. Cette solution est ensuitgquadté puis stockée a -20°C dans une limite de i¥.nhes

strips sont réhydratés dans une solution : « Pepiié Strip Rehydration solution » contenant 336ge.la
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solution « Peptide OFFGEL 1.25X » et 84uL d'eadiilLe systeme est ensuite installé selon la plos
décrite dans le guide du constructeur. Avant lliscktofocalisation, le mélange peptidique est wabord
dessalé sur une cartouche de phase inverse C18Pé&e@18, Waters Corporation, Milford, MA, USA)
(voir ci-dessus). Les échantillons sont ensuiteisegvec une solution contenant 1.44 mL de soluitonk «

« Peptide OFFGEL 1.25X » et 360uL d’eau milliQ. Apravoir réhydraté les « strips » avec 40uL de la
solution « Peptide IPG Strip Rehydration solutionl50 uL d’échantillon peptidique sont déposés dans
chacun des 12 puits. Pour la focalisation des geptinous avons utilisé la méthode par défaut fesur
peptides : OG12PEOQOQ. Cette étape se déroule a 20j@squ’a ce que 20 kVh soient délivrés. Une feis
fractionnement terminé, les 12 fractions peptidgygent collectées et dessalée sur cartouche de phas

inverse C18 (Harvard Apparatus Micro SpinColumns).

Dessalage des peptides sur colonne Harvard Apparafdin d’éliminer les ampholytes présents
dans les échantillons fractionnés par IEF, on &ffean dessalage des peptides sur des colonneDans.
un premier temps, on acidifie I'échantillon pemge avec quelques pL d'acide trifluoroacétique 1%,
jusqu’a un pH compris entre 2 et 3 (vérificatiofeefuée avec du papier pH). On prémouille ensaite |
colonne Harvard avec 150 pL d’'une solution d’adatenique 0.1%, acétonitrile 50%. On centrifuge5® 7
g pendant 90 secondes. On lave la colonne avegll%0Dune solution d’acide formique 0.1%, acétot®tri
5%, et on centrifuge (750 g, 90 secondes). L'édhamipeptidique acidifié, est chargé puis cenggu750
g, 90 s). On lave la colonne avec 150uL d’'une swiud’acide formique 0.1%, acétonitrile 5%, suilie
centrifugation (750 g, 90 s). Pour finir, on élee peptides de la colonne avec 50uL d’une solutiacide
formique 0.1%, acétonitrile 50% avec une étape @atridugation a 1000 g pendant 90 seconde. On
renouvelle I'étape d’élution avec le méme volumecdtte solution. Au final, on séche les échantfllogui

sont ensuite conservé a -80°C.

b) Enrichissement Equalizer

Cette technologie permet de réduire la gamme dyoaemén égalisant les concentrations protéiques
d'un fluide biologique. Pour cela, le fluide biolqge est incubé en présence d'une banque comhi@atoi
d’hexapeptides (6 acides aminés, soit 206 ou 6omsl de peptides ligands différents possiblesifésesur
des microbilles. Chaque bille porte des millions abgies d’'un unique ligand. Théoriquement, chaque
protéine de I'échantillon complexe possede un ligami lui est propre. Un des parameétres esserdiajie
le ratio entre la capacité de charge des billda guiantité totale de protéines de I'échantilloit sontrolé
pour permettre une déplétion efficace. Une foissiess des microbilles saturés, les protéines easegont
éliminées avec le surnageant, permettant ainsédigine les différences de concentration entre legemes

les plus abondantes et les moins abondantes dfi&tton (voir Figure I1.5).
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Figure 1.5 :Principe de la stratégie Equalizer a&igt & diminuer la dynamique de concentration

d’un protéome complexe

Ce type d'enrichissement est commercialisé par R&id- sous le nom de ProteoMifér La
déplétion partielle des protéines urinaires a dtaligée a l'aide de ce kit d'enrichissement. Pour
I'enrichissement des échantillons d'urine, nous sngomme basés sur le protocole original publié par
Castagna (Castagna et al., 2005). Cependant, ’aganacceés a de tels volumes d’urines, nous adidns

I'adapter a nos conditions (voir Chapitre 1V).

Traitement de I'urine avec les billes Equalizédans un premier temps, les bouchons sont retirés
des deux extrémités de la colonne dans laquellessockées les billes du ProteoMinerTM. La colonne
contenant les billes est ensuite centrifugée ad 0féndant 2 minutes de maniére a éliminer lediggie
stockage. Un volume de 1mL d’eau milliQ est démusda colonne que I'on place sur un agitateatifoh
tambour, pendant 5 minutes. La colonne est enseitgifugée pendant 2 minutes a 1000 g, et I'§htét
L'étape de centrifugation est renouvelée une tais.billes sont lavées avec 1mL de tampon de lgvage
fourni dans le kit, sous agitation (agitateur ribtatambour) pendant 5 minutes puis la colonne est
centrifugée pendant 2 minutes a 1000 g et I'éketgt jL'étape de centrifugation est renouvelée oite De
nouveau, on ajoute 1mL de tampon de lavage stnilles mais cette fois-ci, apres avoir agité ldkebi
pendant 5 minutes sur le tambour, on transférel@ad de billes sur les volumes d'urine. Les tubes
(falcons) contenant I'urine et les billes sont alagités pendant 3 heures a température ambiariee su
tambour. Les tubes sont ensuite centrifugées aglpé@dant 2 minutes puis on laisse sédimenteiilles b
dans le fond du Falcon jusqu’a ce que le liquidaigae limpide. Cette étape critique pourrait étretliorée
en remplagant les billes de polymethacrylate parxi&es magnétiques, ce qui faciliterait ainsi la
récupération des billes. La quasi-totalité du sgeaat est éliminé en laissant approximativement1 m
d’urine sur les billes pour retransférer les bitlesis les colonnes « Bio-Rad » prévues avec |©hit.

centrifuge la colonne a 1000g pendant 2 minutegetant I'éluat. On réalise deux nouvelles étafes
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lavage comme précédemment avec le tampon de lakekje (agitation et centrifugation). A chaque é&ap
de lavage on récupeére I'éluat pour le transféredea concentrateurs Vivaspin, afin d’évaluer largité de
protéines non retenues sur un gel SDS-PAGE. Oiseéahsuite une étape de lavage des billes avec 1mL
d’eau milliQ (agitation et centrifugation). Puig) ajoute 40uL de bleu de Laemmli 2.5X afin de délcen

les protéines de leurs ligands. Enfin, on centafleg colonnes, sur une centrifugeuse de pailldsse
maniere a faire tomber le bleu de maniére afinittéqu’il ne s’adsorbe sur le filtre de la colon@n
chauffe le bleu de Laemmli & 95°C pendant 4 minyes on dépose 10 pL sur un gel SDS-PAGE (4-
12%). Le tampon utilisé pour la migration est mpan MOPS (MOPS 1M, TrisBase 1M, SDS 70mM,
EDTA 20mM, solution 20X commercialisée par Novexg§A).

5. Analyse en spectrométrie de masse
a) Reprise des échantillons peptidiques

Les échantillons peptidiques obtenus par digestamextraits de protéines urinaires sont repris ave
une solution 1% TFA et 5% acétonitrile et soniquééchantillon est ensuite dilué 10 fois dans lepan
de chargement du systeme de chromatographie lidtadgon C, constitué de 0.2% d’acide formique, 2%
d’'acétonitrile et 97.8% d’eau milliQ). Il est impant, particulierement, lorsque I'on utilise unethugle
basée sur les temps de rétentions et la massedemtifier les peptides, de reprendre les échanslidans

exactement les mémes conditions pour éviter desatfes de temps de rétention.

b) Chromatographie liquide

Les échantillons peptidiques sont séparés sur hame de chromatographie liquide a nano débit
«Ultimate 3000» (Dionex), pilotée par le logiciech@meleon (Dionex). La chaine de chromatographie
liquide est montée dans une configuration « dualepsésentée sur la Figure 11.6. Cette configuratio
permet de monter en paralléle deux colonnes daratpn et ainsi d’analyser plus rapidement de @gan

nombre d’échantillons.
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Figure 11.6 : Représentation schématique de la igumtion duale du systéme de chromatographie

liquide utilisé.

Sur la chaine de chromatographie liquide, on dispde plusieurs modules, un premier qui
comprend la pompe de chargement (LPG3300) de I#itlm sur la précolonne avec un débit de
20puL/min. Un second module comprenant les deux pardfglution : annotées « Micro Pompe 1 » et
« Micro Pompe 2 » sur la Figure 11.6. Dans cettefiguration, la « Micro Pompe 1 » est utilisée pour
I'élution des peptides sur les deux colonnes de@lmaverse C18, et la « Micro Pompe 2 » est udiljsaur
le lavage des colonnes C18. Lors d’une analyselgrgrgue I'on élue les peptides d’'une des deuwxncels
avec un débit de 300nL/min, on procéde en paeadigllavage de I'autre colonne avec le méme dépies
le chargement des peptides sur la précolonneppligae un gradient de solvant décrit dans la FEdui
qui permet de séparer et d’éluer les peptides deltnne de phase inverse. Les peptides ainsi ®lse
ionisés dans la source nano-électrospray et détedetés le spectrométre de masse. Les différenteseph
mobiles utilisées pour le chargement et la sémarates peptides sur les colonnes de phase invensées

tampons A et B et C (C étant le tampon utilisé gewhargement des peptides sur la précolonne) :

. La phase A étant constituée de 0.1% d’'acide foreigfo d’ACN et 97.8% d'eau milliQ
. La phase B étant constituée de 0.08% d’'acide fari@9.92% d’ACN et 20% d’eau milliQ.

. Le tampon C étant constitué de 0.2% d’'acide formi@% d’acétonitrile et 97.8% d’eau milliQ.

Un volume de 10uL d’échantillon peptidique est éigesur une boucle de 20uL en s’assurant que
I'échantillon soit placé au milieu de la boucle njiiction encadré par du solvant de transport, puis

I'échantillon est transféré sur une précolonne (@0 ID, 5 mm long, 5um, 104 pores) a un débit de
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20uL/min, de maniere a le dessaler et le conceptradant 1 minute. Les peptides sont ensuiteféaass
sur une colonne de phase inverse C18 (75 um I2nitong, 3 um, 106k pores) afin d'étre séparés. Un

gradient linéaire (Figure I.7) comprenant une ghabélution, un palier isocratique et enfin une

rééquilibration de la colonne est appliqué. Pendatte méme période, la seconde colonne est lavée e

rééquilibrée. Ainsi, entre chaque échantillon,dboone est lavée et la configuration duale perreete pas

perdre le temps d’'une analyse pour effectuer cagiwlLa précolonne, quant a elle est lavée a lddita
séparation des peptides pendant 3 minutes a 9Gbi\hnt.
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Figure 11.7: Représentation schématique des gnatdie appliqués sur les colonnes de

chromatographie liquide : gradient d’élution despgides (colonne 1) et gradient de lavage de la oo
(colonne 2)

c

Spectrométrie de masse

La stratégie d’analyse protéomique qui a été retgraur ce travail de thése est une méthode de
quantification « Label Free » par une approche ARfievement, cette méthode consiste dans un premier
temps a identifier les peptides présents dans ulange complexe en utilisant une combinaison de
techniques de fractionnement, nécessitant des sasalgn mode MS/MS. Dans une deuxiéme phase, les
peptides identifiés lors de la premiere phase gaantifiées dans des analyses en mode MS. L'eiiract
des signaux MS est réalisée grace a des logidelstés (Decon2LS et VIPER). Ce type d’analysesiéegu
des performances instrumentales spécifiques gwitesse d’acquisition, une résolution et une piégign

masse élevées. Ainsi, I'ensemble des analysestie étude ont été réalisé sur un LTQ-Orbitrap XL

(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany).
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(1)  Analyses MS/MS

Dans la premiere phase de I'approche AMT, qui ctesi caractériser le protéome urinaire, nous
avons réalisé des analyses par spectrométrie dgereasmode tandem (MS/MS). Dans le chapitre |, nous
avons décrit le principe de l'instrument hybrideQ-Drbitrap. La fragmentation des peptides est séali
dans la trappe ionique. Pour cela, les trois i@s plus intenses du spectre d'ion précurseurs sont
sélectionnés et fragmentés. Afin de ne pas frageneplusieurs fois le méme peptide, une exclusion

dynamique a été spécifiée, selon les paramettés lisns le Tableau II.1.

Tableau II.1 : Parametre d’acquisition pour 'analy MS/MS

mass tolerance +2 ppm
repeat MS/MS acquisition 2 times
Repeat duration 30s
exclusion duration 180 s
exclusion list size 500 entries
AGC (automated gain control) targe led
Maximum injection times 500ms

2) Analyses MS

Les analyses quantitatives ont été acquises en mit®ledans I'Orbitrap. La gamme de masse
sélectionnée s’étend de 400 a 1850 m/z avec umdutiés de 60 000. L'AGC target (automated gain
control) et le temps maximum d’injection des io@®sl la trappe linéaire ont été fixés a 1e6 et 580Cas
parametres avaient été optimisés auparavant poumeftee une meilleure couverture du protéome
(Masselon, Kieffer-Jaquinod, Brugiére, Dupierris,Garin, 2008). Toutes les analyses ont été réalisge

triplicat par blocs et les échantillons ont étélgses dans un ordre aléatoire a I'intérieur de ubagplicat.

d) Contréles qualité des analyses
(1)  Calibration du spectrometre de masse Orbitrap XL

Une calibration hebdomadaire du spectrometre desena3 Q-Orbitrap XL a été effectuée afin
d’'analyser les échantillons dans des conditionsmabes : calibration de la masse et de tous leanpatres
qui peuvent avoir une influence sur la qualité idmal. La solution de calibration utilisée estrnélange de
caféine, MRFA (Met-Arg-Phe-Ala) et Ultramark 162dlan le protocole fourni par le constructeur Thermo
Fisher Scientific. Cette solution est injectée efusion et la calibration est réalisée en mode semi

automatique.
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(2)  Echantillons de contrdles des performances instrumentales

Cytochrome C : Evaluation des temps de rétentiotieeta qualité du signal Afin de contréler la
reproductibilité des temps de rétention et dedisité des peptides tout au long d’'une étude quti gherer
plusieurs semaines voire plusieurs mois, on analgséchantillon contréle qualité, au début de Bétpuis
tous les 4 échantillons, et a la fin de l'étudersdome I'ensemble des échantillons ont été analysé.
L’échantillon injecté pour ce contr6le est un digesde cytochrome C (Thermo Scientific Dionex
Cytochrome C Digest lyophilisat) repris dans 20@uhe solution & 5% d’acétonitrile et 0.05% de Tt
échantillon est aliquoté (5uL par aliquot soit 4@ret conservé a -20°C. Au moment de I'analyse on
ajoute 195uL du tampon de chargement décrit dapartée chromatographie liquide aux 5uL de Cyt €, o
dilue ensuite 10 fois le mélange toujours dansdenmtampon C. On injecte ensuite 10ul de cet édbant
dilué sur la précolonne de chromatographie liquigs temps de rétentions et l'intensité des peptimt
ensuite suivis a I'aide du logiciel XCalibur etreatscrit sur un fichier Excel (Figure 11.8) pourifi&r qu'ils
rentrent dans les critéres d’acceptations qued'définis au préalable (+/- 3 min pour les mesdesstemps
de rétention et un facteur < 2.25 pour l'intengitgs peptides). Ainsi, I'analyse de cet échantiltan
« contr6le qualité » permet d’identifier rapidemdi#tventuel décalage des temps de rétention onuteale

sensibilité du spectrometre de masse.
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Figure 11.8 : Suivi des temps de rétention de 5tigels du Cytochrome C sur les deux colonnes de

chromatographie liquide

Chloroplaste : Evaluation de la gamme dynamique :Cytochrome C permet un contrdle rapide
des temps de rétention et de l'intensité du signatours d’'une série d'analyse. Cependant avantlyser

une série d’échantillons complexes, il est nécessbévaluer la gamme dynamique que l'instrumemnirgs
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de couvrir en observant le nombre de peptides ifisnbu quantifiés. Pour ce faire, 1 pg d’'un édiian
contrdle de chloroplaste AfabidopsisThalianaest injecté sur la colonne de chromatographiesspéptides
mesurés en mode MS. Le fichier de données brutemesite traité avec la suite de logiciels Decdh 2t
VIPER et les especes détectées sont comparées lBaseede donnée AMT du chloroplaste (Ferro et al.,
2010) afin d’évaluer le nombre de peptides déteetégpiantifiés. Pour pouvoir lancer la série d'gse| il

faut que le nombre de peptides quantifiés soitrsespea 2300 sur cet échantillon. Ce critére adéféni sur

la base danalyses réalisées a la suite d'inteikm@entu constructeur au cours desquelles la gamme

dynamique du spectrométre de masse avait eté gpemi

(3)  Suivi des analyses

L'ensemble des informations relatifs aux analyses jghatients lors de la phase de quantification a
été compilé dans un tableau, pour consultatiosielires si observations de comportements absrdant
peptides ou d’analyses lors du traitement des demr®n peut voir dans le tableau 1.2, un extraitcd
tableau qui contient le nom du fichier pour leslgses des échantillons de patients ou d’échanslien
contrbles qualités », le nom des patients assauigséchantillons analysés, la méthode instrumentale
utilisée, le volume de reprise des échantillonsrpibanalyse d'l pg de protéine totale, le nom de
I'expérimentateur qui a préparé les échantillomscelui en charge de 'analyse LC-MS, le jour leélire de

la préparation de I'échantillon et enfin des évesets survenus lors de 'analyse.
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Tableau I1.2 : Extrait de la liste des analyses MS-réalisée sur les 98 patients de la cohorte

découverte
fichier echantillon Méthode instrument wolume de reprise Operator user date heure prep commentaires
CAVEN4141 INDIV_188011307 85min_1ITMSMS 224.2016361 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4142 INDIV_188111182 85min_1ITMSMS 405.4994567 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4143 INDIV_188112263 85min_1ITMSMS 764.5441225 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4144 INDIV_188111148 85min_1ITMSMS 200.581161 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4145 controlelc 85min_1ITMSM S cytoc court court 15/07/10 9h30 AM
CAVEN4146 INDIV_188011246 85min_1ITMSMS 5134.866486 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4147 INDIV_188011109 85min_1ITMSMS 2566.009006 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4148 INDIV_188011320 85min_1ITMSMS 762.4763167 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4149 INDIV_188011373 85min_1ITMSMS 374.5831997 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4150 controlelc 85min_1ITMSM S cytoc court court 15/07/10 9h30 AM
CAVEN4151 INDIV_188112177 85min_1ITMSMS 508.5416667 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4152 INDIV_188011284 85min_1ITMSMS 976.3709756 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4153 INDIV_188011335 85min_1ITMSMS 419.6400111 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4154 INDIV_188011121 85min_1ITMSMS 6749.139074 court court 16/07/10 9h30 AM
CAVEN4155 controlelc 85min_1ITMSM S cytoc court court 15/07/10 9h30 AM
CAVEN4156 INDIV_188011221 85min_1ITMSMS 390.5371561 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4157 INDIV_188012320 85min_1ITMSMS 2453.38311 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4158 INDIV_188111177 85min_1ITMSMS 1850.263871 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4159 INDIV_188011045 85min_1ITMSMS 363.3118721 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4160 controlelc 85min_1ITMSM S cytoc court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4161 INDIV_188011313 85min_1ITMSMS 2516.290478 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4162 INDIV_188011344 85min_1ITMSMS 339.5908102 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4163 INDIV_188111185 85min_1ITMSMS 5161.976712 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4164 INDIV_188112201 85min_1ITMSMS 998.5131082 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4165 controlelc 85min_1ITMSM S cytoc court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4166 INDIV_188112148 85min_1ITMSMS 3598.860088 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4167 INDIV_188112184 85min_1ITMSMS 6102.141102 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4168 INDIV_188011304 85min_1ITMSMS 3622.737892 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4169 INDIV_188111256 85min_1ITMSMS 6416.797694 court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4170 controlelc 85min_1ITMSM S cytoc court court 17/07/10 10h20 AM remplissage A et B
CAVEN4171 controlelc 85min_1ITMSM S cytoc court court 17/07/10 10h20 AM
CAVEN4172 INDIV_188112257 85min_1ITMSMS 3048.75 court court 18/07/10 11h50 AM

On peut observer, par exemple, sur la Figure tefrésentant le suivi des temps de rétention des
peptides du cytochrome C que le temps de rétemtiopeptide 3 a été affecté par le changement des
solvants A et B lors de I'analyse numéro 4170,et ge phénoméne observé est revenu a la normate dan

'analyse suivante.

C. Traitement des données
1. Méthode AMT

la génération de la base de données AMT pour «rAtelMass and time Tags » nécessite des
outils spécifiques pour identifier les peptidesaétip des spectres MS/MS et pour compiler les imftions
dans la base de données. Dans un deuxiéme tempslapphase de quantification des peptides d’autres
programmes vont permettre d’extraire le signal M&,confronter les informations extraites des amslys
LC-MS (masses expérimentales et temps de rétentiespeptides mesurés) aux informations compilées
dans la base de données AMT (masses calculéemps e rétentions corrigés). Toutes ces étapes sont

décrites en détail dans les parties qui suivent.
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a) Traitement des données MS/MS

Dans cette partie, sont décrites toutes les égyiesonduisent a I'identification des peptides e$ d
protéines correspondantes. On retrouve égalememifférents outils qui permettent de filtrer Iésultats
d’identification et d’optimiser le calcul des temge rétentions des peptides et enfin d’archivarsiéenble

de ces informations dans une base de donnéesoquagpelle : « base AMT ».

(1)  Mascot Distiller

A l'issue d’'une analyse LC-MS/MS, un fichier de dées brutes ( raw file ) est généré. Celui-ci
contient un chromatogramme (intensité totale duamtuionique) et des spectres de masses représtgan
rapportsm/z des ions détectés et leur abondance relativeionssprécurseurs sont détectés dans I'Orbitrap,
et les ions issus de leur fragmentation dans fp&aonique. Pour extraire I'information contenusl ces
différents spectres nous avons utilisé le logiMakcot Distiller (Matrix Science, London, Unitedrigidom)
qui permet de (1) de déterminer I'état de charge don, (2) de déconvoluer les spectres MS permietta
d’obtenir des ions monochargés monoisotopique&3)eade réunir dans un fichier appelé .mgf pour Masc
Generic Format le rapport masse sur charge d'unpigiturseur, sa charge, son temps de rétention

chromatographique ainsi que la liste des massesgiFagments et leur intensité.

(2)  Recherche Mascot

Un fois le fichier « mgf » obtenu, il est ensuitanisféré au logiciel Mascot pour I'identificatioe d
peptides a partir d’'une base de données de séqupratgiques. Chaque spectre obtenu est matché a un
banque de spectres théoriques, pour établir umnespamdance soumise a un score. Le modele de cacul
score de MASCOT permet de discriminer de maniématitve la meilleure séquence théorique pour chaque
spectre de fragmentation en considérant I'interd® ions fragments expérimentaux attribués, tabme
de fragments attribués, le nombre d’ions consécdtiine série de fragmentation, et I'erreur de mass la
masse des fragments attribués. Pour notre étuateselmble des recherches a été réalisée contredadba
SwissProt TrEMBL (releases 2010 _07) contenant ZB2B2 entrées en utilisant la taxonomie “Homo
sapiens”. Elle est constituée de 2 sous-banquesssBrot et TrTEMBL. SwissProt contient des séquence
annotées manuellement avec des informations edrale la littérature et corrigées a l'aide d’outils
d’analyse informatiques. En outre, les isoformasmd’ méme protéine sont rassemblées sous une séquenc
référence et sont indexées lorsque cela est pessiblsous-banque TrEMBL (« Translation from EMBL »
contient les séquences protéigues traduites desdas séquences codantes des banques nucléatidique
EMBL/GenBank/DDBJ a I'exception de celles déja prées dans SwissProt. Les séquences redondantes
sont par ailleurs combinées. Des scripts de prétation automatique des entrées permettent d’iatétgs
informations primitives qui aideront a l'annotationanuelle avant l'indexation des séquences dans
SwissProt. La banque TrEMBL a été créée en compiérde SwissProt pour permettre de suivre

'accroissement rapide de la taille des banquesléntidiques (traduites automatiquement) sans
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compromettre la qualité et I'homogénéité de la b@n§wissProt a tres haute valeur ajoutée, mais plus

longue et délicate a enrichir.

Par ailleurs, les recherches Mascot ont été réalisén incluant des modifications post-
traductionnelles fixes (Carbamidomeéthyl ou Trioxtyola des Cystéines) en adéquation avec le protatmle
préparation d’échantillon, i.e, DTT et lodoacétdenou H202, et des modifications variables (Acéiyta
des protéines en N-terminal, Dioxydation et oxyalatiies méthionines, et oxydation des prolines)ingEnf
les criteres de tolérance pour les masses degi@csirseurs ou des ions fragments ont été détesmimé
fonction des analyseurs utilisés. Ainsi, une taiéeade + 10 ppm pour les ions précurseurs analyaes
Orbitrap, et une tolérance de + 0.8 Da pour les ifragments analysés par la trappe ionique ont été

sélectionnées. L'ensemble des parametres de réesektascot sont listés dans la Tableau I1.3.

Tableau I1.3 : Parameétres de recherche Mascot

Parameter Value
Enzyme Trypsin/P
Variable modifications Acetyl(Protein N-term),

Dioxydation (M)
Oxydation (M)
Oxydation (P)

Fixed modifications Carbamidomethyl (C) pour les échantillons réduits et

alkylés (DTT iodoacétamide)

Ou Trioxydation (C ) pour les échantillons oxydés avec

H,0,
Mass values Monoisotopic
Protein Mass Unestricted
Peptide Mass tolerance + 10 ppm

Fragment Mass Tolerance +0.8da
Max Missed Cleavages 2

Instrument type ESI-TRAP

(3) Bases de données Decoy pour la détermination des Faux Positifs

Le taux de faux positifs FDR est la propriété damsemble de spectres MS/MS définie comme la
proportion d’identifications incorrectes parmi tesitles identifications obtenues. Il représenteciabre de
faux positifs rapporté a la somme des identificgeioAfin d'estimer le FDR, différentes stratégiag été
développées. La stratégie « Target-Decoy » (EigSygi, 2007) repose sur la recherche des résultats

d’identifications par un moteur de recherche deswnt dans une banque protéique classique «Target »
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concaténée avec une banque « Decoy » qui contiatds les séquences inversées de la méme banque.
L'approche suppose que les identifications de gdeptidans la banque « Decoy » et les identificatitens
faux positifs dans la banque « Target » originalizent la méme distribution. Le taux de faux pdsiti
(FDR) peut étre directement estimé en calculanapport du nombre de peptides identifiés dans ihaba

«Decoy » par le nombre total de peptides identda&en la formule :

Fp = 2 X nombre de peptides Decoy

nombre de peptides totaux

(4) IRMa (interprétation des Résultats Mascot)

Les résultats de recherche obtenus par le logMadcot sont automatiquement validés grace au
logiciel IRMa (Interprétation des Résultats MascdBveloppé au laboratoire (Dupierris, Masseloour€
Kieffer-Jaquinod, & Bruley, 2009). Les résultaténgrés par Mascot ont ainsi été filtrés selon les
parameétres résumés dans le Tableau 11.4. A chagptidp identifié MASCOT attribue un « score
d’identification » représentatif de la probabilifée les fragments aient pu étre attribués par tigsstrun «
score d’homologie » qui dépend de la taille deplgee de recherche. Un « score d'identificationpesieur
au «score d’homologie» signifie que la probabititr que I'identification soit le résultat d’'un plamene
aléatoire est inférieure a 5 %. Une fois les pegtifiltrés, les protéines couvertes par le mémerebke de
peptides sont regroupées dangusteine groupeet celles qui n'ont plus de peptides au sortifiltiee sont

éliminées de la liste.

Tableau 1.4 : Filtres utilisés dans le logiciel VR

Report settings Auto p-value < 0.05
Peptides cutoff : 0

Sub sets threshold :#1

Parser properties Select « Read Only master protein sequences”

Filter results Homology threshold pvalue < 0.05
Rank threshold : 1

Delete Protein Group ( with no relevant peptides|)

Merge Protein Group (with same set of peptides

& ce paramétre permet de considérer 'ensemble degipes

Apres avoir validé I'ensemble des peptides et detémes d’'une analyse LC-MS/MS, les résultats

sont compilés dans une base de données relatie8lidb (Mass Spectrometry Identification database)
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(5)  hEIDI (Exploitation et Intégration des Données)

Cette application développée au sein du laborafmrenet d’explorer les données d’identification
stockées dans une base de données. Elle permemégel de compiler différentes analyses dans un
« contexte » pour extraire une liste de protéimms-nedondantes grace a un algorithme analogue Ide ce
utilisé par Mascot. Cette application permet égalemde comparer des listes de protéines, d’alitgrer
temps de rétentions de peptides dans un « contedtsnné ou d'appliquer des filtres supplémentaires
(différents des filtres implémentés dans Mascothiaeau des protéines ou des peptides. Un « cantext
représente un regroupement d'analyses selon ditiereritéres : des analyses LC-MS/MS issues d'une
méme méthode de fractionnement ou correspondaffédedt états d’'un compartiment subcellulaire dgnn

etc...

En pratique, nous avons, dans un premier temp8,wré&ontexte global regroupant 'ensemble des

études relatives a la caractérisation du protéamaite. Les parameétres de filtre appliqués étaient

* une tolérance en masse de 0.001 ppm, pour regrtayges les instances du méme peptide
identifié a multiples reprises dans les analysesMSIMS.

* une longueur minimale de séquence peptidique irérbu égale a 6 résidus

» élimination des protéines « reverse » (cf stratégiget-Decoy)

» élimination des protéines identifiées par un septiole de score inférieur a 60.

Pour compiler les résultats de plusieurs analyaas dn base AMT, il est nécessaire d’avoir (1) une
mesure de masse fiable et (2) des temps de rétentaproductibles entre les différentes analyseta S
premiere condition est facilement remplie grace spectrometres de masse utilisés a I'heure d’adjour;
la deuxieme condition qui concerne la reprodudtédbies temps de rétention est plus difficile &bt En
effet, de nombreux facteurs plus ou moins contrpisvent étre a l'origine de variations de mesurest
donc nécessaire d'aligner les acquisitions LC-MSA#S d'apparier les signaux qui se correspondansd
les diverses analyses. Pour cela, nous avons imrpténdans hEIDI une application qui permet de géali
les temps de rétentions chromatographiques deeplissanalyses MS dans un contexte. Brievemeng cett
application s’appuie sur un logiciel développé aNBN « Normalized Elution Time (NET) Prediction
Utility ». Dans un premier temps, on considere uaigent des peptides ne possédant aucune modificatio
post-traductionnelle. Les temps de rétention depepsides sont calculés grace au logiciel « NETietien
Utility ». Pour chaque peptides du contexte, orc@de suivant les schémas ci-aprés: (1) on calaudeoite
de régression entre les temps de rétentions éalgalr rapport aux temps de rétention expérimer{gum
peptide a été fragmenté plusieurs fois on ne ceasgue le temps de rétention de I'occurrence ddleuei
score Mascot), (2) on récupere les coefficientdaddroite de régression (a - la pente et b- 'ordmna

I'origine), et (3) on recalcule le temps de rétentde tous les peptides de I'analyse dans le réfétele
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l'algorithme de prédiction a partir des coefficierd et b. Au final, on a des temps de rétentiors plu

homogeénes entre les analyses et I'on peut ainstileser pour I'analyse quantitative.

Pour finir, les résultats ainsi filtrés et réaligreédnt compilés dans une nouvelle base de données a

format Access nommeée « base AMT ».

b) Traitement des données de quantification MS

Cette partie décrit les différents logiciels uglspour la seconde phase de la méthode AMT, la
guantification des peptides dans les échantillaimires. Ces échantillons n'ont pas été fractisnafin
d’augmenter le débit d’analyse. L'objectif est dilyser un grand nombre d’échantillons pour gagmer e
puissance statistique, pour la découverte de biguearrs. En évitant de fractionner les échantillonsgvite
gue des peptides se retrouvent dans plusieurssasatjun méme échantillon, et ce qui risque destaus

l'information quantitative correspondante.

Dans un premier temps, il s'agit d’extraire lesnsigx MS des données brutes (raw files), puis de
retrouver l'identifiant des especes détectées thaitmse de données AMT constituée lors de la premie
phase de I'étude. Pour ce faire, nous avons éitilise suite de logiciels développés au laborathir®r
Richard D. Smith au Pacific Northwest National Lediory: les logiciel DeconTools et VIPER

successivement.

(1)  DeconTools

Ce logiciel, permet a partir de données bruteselamalyse LC-MS, de déconvoluer les spectres et
d'extraire ainsi le rapport masse sur charge, lasmanonoisotopique ainsi que lintensité de tolges
espéces détectées dans chaque scan. Nous avonsefaoutilisé I'algorithme « Horn mass Transfosm
Le programme renvoie deux fichiers dans un forms : un fichier iso et un fichier scan. Dans tehier
is0, on retrouve pour chaque scan les informatielaives a la masse, la charge et 'abondancesisces
détectées. Dans le fichier scan, les informatiaiatives au temps de rétention correspondant auehaq

spectre de masse de I'acquisition.

(2)  Viper

Une fois les spectres déconvolués, le logiciel \RREermet, (1) de regrouper les espéces détectées
en peptides, (2) aligner les peptides détectés mgepeptides présents dans la base de données AMT
correspondante (3) identifier les peptides détegitése aux informations présentes dans la base Apids
avoir recalibré les analyses en masse et en temp®tdntion. A l'issue de ce traitement, un dossier
regroupant différents fichiers relatifs a 'analys€-MS est récupéré. Parmi ces fichiers, celui mpiis
intéresse préférentiellement est le fichier « ComgirateUMCsWithNET.txt », dans lequel sont réunies
toutes les informations utiles a I'analyse stajisti et descriptive qui va suivre. On retrouve notemt les

informations relatives a lidentification des pelas : l'identifiant AMT (MassTagID : permettant de
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retrouver la séquence en acide aminé du peptidaasae et son temps de rétention dans la basendéealo
AMT), son intensité (UMCAbondance), et des inforimas sur la qualité de I'identification tel queS&lIC-
Score qui va nous permettre de filtrer les peptiBesir la suite de I'analyse seront conservés enmgunt les
peptides avec un SLIC-Score).9.

2. Qualification des données

Une fois les informations relatives aux peptidegefisité et identité de séquence) extraites ar parti
de l'analyse des échantillons urinaires, la qualéé données est examinée par une analyse descriptis

analyses descriptives ont été réalisées gracegaidbIJMP commercialisé par SAS.

L'une des premiéres étapes de cette analyse ansistla constitution d'un fichier contenant
'ensemble des intensités des peptides dans ditfegchantillons urinaires a comparer. Ce tableamet
ensuite de visualiser un certain nombre de caiatitgres tel que le nombre de peptides et de pregéi
quantifiés dans toutes les analyses réaliséeserihgt ainsi de voir rapidement si une analyse @a p
fonctionné, par exemple quand le nombre de peptidastifiés dans cette analyse est nettement éuféd
ceux des autres analyses et éventuellement denih@i de l'analyse statistiqueAfin d’évaluer la
consistance des réplicats analytiques, les coefiiside variation des abondances entre tous l&satép
analytiques ont été calculés. Ainsi, pour chaquetipe mesuré chez chaque patient, les coefficidats
variation ont été déterminés en considérant a ehéms 2 réplicats sur 3: CVR1R2, CVR2R3 et CVR1R3.
Le CV minimum a été retenu, si celui-ci était iméér ou égal a 30%. Nous avons ensuite retenu comme

valeur d’abondance du peptide la valeur moyenneldes réplicats en question. (voir Chapitre V)

3. Analyse statistique « Abundance Index »

Afin de détecter des candidats biomarqueurs duecae la vessie, nous avons mis en place une
méthode statistique basée sur la méthode déaité&y et al. (Fu et al., 2008). Nous avons adagtie ¢
méthode a nos données de quantification peptidiqoeisqu’elle utilisait initialement des données de
spectral count sur les protéines. En pratique, pbaque peptide, I'« Abondance Index » Abl estuélc

selon la formule :

A NP B N
Abl = ——X — T == X —
A+ B NA A+B Np
A étant la valeur moyenne d’abondance des peptidas th population contrdle & la valeur

moyenne d’abondance des peptides dans la poputaiaer.

NP et NP représentent respectivement le nombre de foisstjdétecté le peptide dans la condition

contrble et cancer B.

Chapitre II : Matériel et Méthodes
Page 75



NI et NI représentent le nombre total de patients dansctewlitions controle et cancer

respectivement.

Dans un deuxiéme temps, on trace la distributicnAtd, et on extrait la médiane de ces Abl. Les
valeurs d’Abl sont ensuite soumises a une pernmtatées patients a travers les catégories a comzete
permutation nous permet de déterminer les distabhatd’Abl correspondant a I'hypothése HO : tous le
patients sont équivalents. Cela permet ensuitealdeler les bornes au-dela desquelles les peppielegent
étre considérés comme différentiellement abondamise les deux populationsa comparer. De ces
permutations on extrait I'écart type sous I'hypatned’équivalence des sous populations. On caleule |
valeur des bornes selon la formulkaédiane + 1.96¢ (intervalle de confiance). On détermine pour chacu
des peptides s'il est ou non discriminant & paes bornes, et dans quelle catégorie se situepl&peles

possibilités étant récapitulées dans le Table&u 1.

Tableau 11.5: Classification des peptides en famttide I'analyse statistique par « Abundance

Index ». La médiane d’Abl est calculée sur la bass valeurs d’Abl observés, sur la base des

permutations.
Abondance Index o _
Classement des peptides catégorie des peptides
Abl < médiane - 1.96 Significativement plus Cancer

abondant chez les cancers

ianificati Controles
Abl > médiane + 1.96 Significativement plus

abondant chez les controles

médiane -1.96 <Abl < non discriminants

médiane +1.96 Non discriminant

N/A Présents uniquement chez les cancers only
cancers

N/A Présents uniquement chez les contrdles only
contrbles

Pour les peptides présents uniqguement dans unéioan@ancer ou contréle), on ne conserve que
les peptides qui sont présents chez au moins 15% gdepulation, cette valeur ayant été définie lpar
pratique clinique. On établit ensuite une corresipmige entre le tableau comprenant l'identité desiges

et des protéines et le tableau contenant les imfiorns de quantification des peptides ainsi quesleu
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catégories résumées dans le tableau 11.5. On rpgrims protéines en sommant les peptides en camerv
linformation sur les catégories. Ainsi, on obtiesds protéines cancers, des protéines contréleeset

protéines non discriminantes (tableau 11.6).

Tableau I1.6: Classification des protéines sel@anhlyse statistique par « Abundance Index »

A = N (Peptides cancers) + N (Peptides cancers Hnly

B = N (Peptides contrbles) + N (Peptides contrabedy*)

C = N (Peptides non discriminants)

*Veérifiant le critére de présence chez au moins H&4a population concernée

Finalement, on considérera en fonction des st&ui ou C (Tableau 11.6) qu'une protéine est un
candidat biomarqueur si elle vérifie la conditioh / (A+B+C) > 0.5 et B=0. En d’autres termes, la majorité
des peptides spécifiques (A+B+C) d’'un candidat biameur sont plus abondants chez les patients rcance

ou cancer only, et aucun de ses peptides n’eseploaisdant chez les patients contrdles ou contrdie o

L'ensemble des étapes de cette analyse statisagéi®, inclus dans un script JMP pour automatiser

la procédure.

4, Analyse des données « data mining »

Les « Gene Ontologies » (GO) sont classées sadm hiérarchies indépendantes pour décrire les
processus biologiques, les fonctions moléculaiteke® compartiments cellulaires des protéines. Bepu
guelgues années et grace aux avancées dans lendodeala spectrométrie de masse et des technigues d
fractionnement, de plus en plus de protéines seétgctées par conséquent, I'analyse de ces listes de
protéines est devenue de plus en plus complexea ljuelques années, il était facile de regardetétail
chaque protéine identifiee grace a des bases dedsrcomme Uniprot ou des logiciels comme quickGO
(www.ebi.ac.uk/QuickGO/) utilisés pour I'analyse sdeatégories fonctionnelles et les localisations
subcellulaires des génes associées aux protéireegifiéles. Mais, désormais, il n’est plus possible
d’observer individuellement I'ensemble des protgitentifiées par une analyse protéomique. De reawe
logiciels ont donc été développés pour analysellistes de protéines visant a faire ressortir lEggories
fonctionnelles, les localisations subcellulairesignaussi les voies métaboliques dans lesquelsnétaie

impliguées les protéines identifiées. Il existdange choix d’outils tel que les logiciels d’acdiése comme

DAVID - Annotation, Visualization and Integrated d8bvery fttp://david.abcc.ncifcrf.goy/ les logiciels
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commerciaux comme Protein Center (Thermo) (reptéasérun outil global d'analyse informatique des
données) et Ingenuity Pathway Analysis, qui souns phcile a utiliser, mais dont le cout est impatrtéar
ailleurs, il est noté par Louie et al. (Louie, Higd & Kolker, 2010) que l'interprétation des réatsdtobtenus
par une analyse d’enrichissement des termes G@ezsulistes de protéines est souvent délicate etegue
postulats posés au départ pour I'analyse statestips données sont partiellement biaisés ou inpp@so
aux jeux de données issus d'analyse protéomiquspegtrométrie de masse. Il faut donc veiller gasesur
interpréter ces résultats qui ne donnent au miexdgs pistes qualitatives d’interprétations biigjogs de
nos listes. Dans notre étude, les analyses dedsnnGene Ontology » associés aux protéinesfideat
ont été réalisées grace au logiciel « Protein Centemmercialisé par la société Thermo Fisher.

D. Conclusion

Les protocoles présentés dans ce chapitre, coul/netétgralité de notre étude de protéomique
guantitative pour la caractérisation du protéonieaine en vue de la découverte de nouveaux bioneargu
de pathologie uro-génitales. La Figure 11.9 repréetisemble de ces protocoles de la préparation des
urines couvrant la collecte des échantillons umésa l'extraction des protéines urinaires (voira@tre 111),
la caractérisation du protéome urinaire (voir CtraplV), et enfin I'établissement d’une liste dendalats
biomarqueurs du cancer de la vessie a travers tude éomparative d’échantillons individuels d’'uride

patients atteints du cancer de la vessie et dedtestsains (voir Chapitre V).

Etudes préliminaires  Caract Découverte de

[Chap. IIl] o biomarqueurs
 Collecte des échantillons [Chap. V]
urinaires ¢ Analyse LC-MS label-free
[Ch.Il § 11.1] [Ch.Il § 11.4]
® Extraction et digestion g ¢ Analyse statistique
des protéines - Ch.ll §111.2
[Ch.Il § 11.3] : ]

e Candidats biomarqueurs
[Ch.Il § 111.4]

Figure 1.9 : Workflow de I'étude de protéomiqueaqtitative en vue de la découverte de

biomarqueurs de pathologie uro-génitale
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III. Chapitre III : Travaux préliminaires

Apres le sérum, 'urine est le fluide biologiqueples étudié pour la découverte de biomarqueurs de
pathologies. Les raisons principales sont qu'il disponible en grande quantiffusqu’a ~100mL par
collecte), la collecte en est tres facile, et ge'it en contact direct avec les protéines potéartieint
relarguées par la tumeur dans le cas de patholdgiesysteme urinaire telles que le cancer de laiees
Cependant, certaines difficultés rencontrées lasl’'dnalyse du protéome urinaire font que peu de
biomarqueurs issus d’études protéomiques de I'isore arrivés jusqu’a validation finale. Ces diffiés
proviennent entre autre de la faible concentrapimiéique de I'urine (~ 100 pg/migomparée a celle du
plasma qui est 500 fois supérieuse de sa forte teneur en sels (~ 10g/l) qui peuteg&analyse
protéomique, mais aussi de sa grande variabilir iet intra individus. Visith Thongboonkerd, deses
revue « Practical points in Urinary proteomics shd@igboonkerd, 2007), a tenté de répondre a cestaine
questions pratiques relatives a I'analyse protéamiql’échantillons urinaires, en considérant plus
particuliéerement les techniques basées sur les 2j2lsll s’est notamment intéressé aux conditions de
collecte des échantillons, a I'utilisation de camateurs ou d'inhibiteurs de protéases, ou encore a
I'élimination des débris cellulaire. S'il est paneea définir un certain nombre de recommandatitatives
a certaines de ces questions, d’autres sont resa@ssréponses ou incomplétes. Ainsi, lorsque avoss
débuté ce travail, nous avons sélectionné cerfaiiists qui nous paraissaient important : la penibee
d’ajouter des conservateurs ou inhibiteurs de pem® au moment de la collecte, la normalisation des
échantillons, ou encore les méthodes d’extractiatealigestion des protéines de I'urine. Nous avagué
ces aspects afin de mettre en place une méthodelidete et de préparation standardisée en vuade |
découverte de candidats biomarqueurs dans lessueinieur évaluation par des méthodes de proté@miqu

guantitatives basées sur la spectrométrie de masse.

A. Etude préanalytique : conditions de collecte de I'urine

Un certain nombre de recommandations concernatitigation d’inhibiteurs de protéase, la
température de stockage ou la durée écoulée entalécte et le stockage des échantillons qudéfihies
dans le cadre du projet Plasma Proteome ProjecE Igar I'organisme international HUPO (HUman
Proteome Organisation), ont été étendues a d’afltrides biologiques, et notamment a I'urine. Cegzent,
certains de ces traitements ne sont pas forcénppiicables a ce fluide. Ainsi, I'ajout d’inhibiteude
protéase (IP) dans les urines a été largementtdisctamment dans la revue « Practical Points inady
Proteomics » (Thongboonkerd, 2007). En effet, silRepermettent de limiter la protéolyse des édlhamd,
ils sont également susceptibles d'interférer alaatalyse protéomique. De plus étant donné quenkudst
stockée dans la vessie pendant plusieurs heured Huenation, les protéases sont censées avoir eu

amplement le temps d’'agir, et I'ajout d’'IP aprésctdlecte, peut étre considéré superflu, car teoplift

Chapitre III : Travaux préliminaires
Page 79



Havanapan (Havanapan & Thongboonkerd, 2009) aétmétte question en centrant son étude sur la
nécessité d'ajouter ou non des IP lorsqu’il y ssi@urs cycles de congélation/décongélation desnéiibas
urinaires. Dans ce cas précis, il est apparu lerfsadalyse différentielle de gel bidimensionnejge I'ajout

d’'IP n’était pas indispensable.

Dans la méme période, nous avons, nous aussigétatte question par une analyse protéomique
utilisant I'approche AMT. L'étude portait sur I'idtét ou non d’'ajouter des IP au moment de la delldes
urines, mais aussi sur la température de conservdéis échantillons d’urine avant leur centrifugatéon
basse vitesse. Par analogie avec le traitementadinp, de nombreuses études d’analyse protéomiue d
I'urine conseillent de stocker l'urine a froid owarg la glace, pour éviter la dégradation des preseéi
Toutefois, il est connu que les protéines peuve@tipiter a froid, en particulier en présence ds.dee
processus est méme utilisé pour isoler les praté&ifien échantillon biologique par une approche néam

« salting-out ». Le paramétre de la températurs estidonc €galement apparu important.

1. Utilisation d’additifs et stabilisateurs

Les protéases sont des enzymes qui permettengdierépar clivage spécifique ou non-spécifique
des protéines ciblées, notamment dans le contexferdttions biologiques essentielles telles queylde
cellulaire ou I'apoptose. Un grand nombre de cedéaises sont présentes dans les fluides biologejues
peuvent y entrainer la dégradation de certaine®ipes. Cette dégradation non contrdlée est subkepe
géner l'analyse protéomique en créant des peptidestrypsiques qui ne seront pas reconnus par les
moteurs de recherche. C’est pour ces raisons estiparfois conseillé d’'introduire des IP trésdéns la
préparation des échantillons. Parce que les peggasn fonction de leurs caractéristiques physico-
chimiques, ont des cibles spécifiques, il est renamdé d’'utiliser une combinaison ou un cocktail de
différents IP.

a) Interférences potentielles dues aux inhibiteurs de protéases

Dans le cadre de cette thése, nous avons testécltait d'IP commercialisé par Roche « Complete
Protease Inhibitor Coktail Tablet, EDTA-free »e#t difficile d’obtenir la composition exacte demeduit
commercial, si ce n'est qu'il s'agit d'un cocktalinhibiteurs de protéases a sérine et a cysténads pas
contre les métalloprotéase (absence d’'EDTA). Péterchiner la capacité de cet IP & interférer av@ n
mesures, nous avons analysé une tablette de datenin dans 40mL d’eau ultrapure. Nous avons quinir
cela un protocole basé sur l'ultrafiltration uwligpour la préparation des échantillons d’urine. é&pr
ultrafiltration, I'échantillon a été séparé sur GiS-PAGE (migration de type « stacking ») et digsur
gel. Le mélange résultant a été ensuite analyséL@aMS/MS. Nous avons effectué une recherche
MASCOT dans la base de données UNIPROT en incllansemble des taxonomies disponibles. Les
protéines identifiées ont été classées par ordeeoidéant de valeur d’emPAI (exponentially modified

Protein Abundance Index). Cet indice permet d’estita quantité des protéines au sein d’'un échantilEn
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utilisant le nombre de peptides identifiés par mappu nombre de peptides qu'il est possible deatiét

dans cette protéines (Ishihama et al., 2005).

pA] = observed . pAl = 10PAI 1

nobservable

Au total, 87 peptides correspondant a 10 protéodsété identifiés dans cet échantillon (voir
Tableau I11.1). La grande majorité de ces protéif@esur 10) étaient des contaminants (kératingpsiine)
provenant de la manipulation des échantillons. Qe &n effet des protéines frequemment identifiées
lorsque I'échantillon est trés peu concentré. Bramehe, nous avons identifié, mais avec seulement 2
peptides, une protéine bovine, I'isoaprotinine @ant la fonction (serine-type endopeptidase inbibit
activity) indique sa présence possible dans I'tRnEdonné le nombre trés limité de peptides ifiéatdans
I’échantillon contenant seulement I'lP, nous avoossidéré que cet ajout ne génerait en rien lactiétede

protéines minoritaires lors de I'analyse de noséttions urinaires.

Tableau Ill.1 : Protéines identifiées lors de I'dyse de l'inhibiteur de protéases dans de l'eau

distillé. (Contaminants grisés)

description accession pl jcore  npass coperage #pgptides empP Al
Isoaprotinin G2 - Bos indicus x Bos taurus (hybrid cattle) Q7M312_9CETA | 9.24 | 117.28 | 6527 27.59 2 1.66
Keratin, type Il cytoskeletal 1 - Homo sapiens (Human) K2C1_HUMAN | 8.16 [1189.19| 65978 | 28.88 16 1.32
Keratin 1 - Pan troglodytes verus AS5ABM6_PANTR | 7.61 [1156.71| 65450 | 24.96 15 1.22
Hair acidic keratin 1 - Capra hircus (Goat) Q6R651_CAPHI | 4.79 | 485.90 | 46847 | 20.10 8 0.80
Keratin, type | cytoskeletal 10 - Homo sapiens (Human) K1C10_HUMAN [ 5.13 | 827.18 [ 59475 | 21.42 10 0.79
Trypsin precursor - Sus scrofa (Pig) TRYP_PIG 7.00 | 247.95 | 24394 | 21.65 3 0.75
Keratin, type Il cuticular Hb3 - Bos taurus (Bovine) A4FUZ0_BOVIN | 5.43 | 498.99 | 53955 12.98 8 0.67
Similar to keratin, hair, basic, 1 - Bos taurus (Bovine) Q148H4_BOVIN | 5.62 | 502.80 | 54578 12.40 8 0.66
Hair type Il keratin intermediate filament protein - Ovis aries (Sheep) Q28582_SHEEP | 6.08 | 490.86 | 55210 12.80 8 0.65
Keratin 2A - Pan troglodytes verus A5A6P6_PANTR | 7.61 | 635.70 | 65944 | 15.50 9 0.61

b) Antibactériens

Des antibactériens, tels que I'Azide de Sodium 'aeaide borique, sont parfois ajoutés dans les
urines pour éviter une éventuelle contamination tév@nne. Pour la protéomique, on conseille
notamment I'ajout de tels conservateurs lorsgeeutenes sont conservées plus de 8 heures a temmgera
ambiante ou plus de 16 heures a 4°C (Thongboonkéfi)). Dans notre cas, ayant déterminé au préalabl
avec les cliniciens que nos échantillons ne setrpias stockées plus de 4 heures avant leur coimyekat
80°C, nous avons décidé de ne pas ajouter d’anditieas. Pour vérifier cependant I'absence de toute
contamination bactérienne des urines collectéessuice principe, nous avons tout de méme réahgé u
recherche dans les banques de données avec deéseddassues d'une de nos seéries d’extraits urinasres
spécifiant comme taxonomies « Ecoli » et « Eub&cterAvec les parametres de filtres que noussotik
en routine, aucune protéine n'a été identifiée dassdeux taxonomies. Nous avons donc considéréaque

contamination bactérienne était négligeable dassconditions de collecte.

Chapitre III : Travaux préliminaires
Page 81



2. Optimisation des conditions de collecte

Lors d’'une précédente étude portant sur un faiblalbme de cas, nous avions observé que I'ajout
d’IP dans I'urine au moment de la collecte pouvraduire une lIégére augmentation du nombre de pregéi
identifiées dans I'échantillon. Nous avons doncidi#ae lancer une étude plus compléte sur lintérét
d'utiliser des IP, en intégrant cette fois un plmand nombre d’échantillons. De plus, nous avookignun
autre facteur important qui est la température aleservation des urines avant leur centrifugatidrasse
vitesse. Lors de I'élaboration de I'étude, nousravaussi considéré les contraintes du milieu haiggit En
effet, la personne en charge de la collecte dassriéce d’'urologie n’a pas toujours la possibititéffectuer
la centrifugation de I'échantillon dans les minutgs suivent la collecte. Nous avons alloué un t&mp
maximum de 4 heures d'attente pour la préparateEs wtines. En ce qui concerne les IP, nous sommes
convenus avec les cliniciens qu’une tablette déPai introduite au préalable dans le tube utiisér la

collecte.

a) Design expérimental

Nous avons réalisé une analyse comparative a partihantillons urinaires de 12 donneurs sains (6
hommes et 6 femmes) poolées par paires. La figuBeillustre le design de cette étude. Différealigiuots
ont été traitées ou non avec des IP, et stockém glace fondantes ou a température ambiante pedda
heures avant centrifugation a basse vitesse. Pague échantillon urinaire, nous avons réaliséamtréle,
qui a été centrifugé immédiatement apres la callettes protéines urinaires ont été extraites par
précipitation au TCA immédiatement aprés la camgation a basse vitesse, puis digérées en solutéem.
échantillons peptidiques ont ensuite été dessalésaonnes C18, avant d'étre analysés en mode ISC-M
sur I'Orbitrap XL. Nous avons réalisé une analysaritative « Label-free » en utilisant une appeo&MT
pour évaluer linfluence du traitement préanaly@iqgaur le résultat de l'analyse protéomique semi-

guantitative.

Random urine pool
male + female

‘—‘—$
— Inhibitors+ | | Inhibitors - |
[ I

| Control | [20°C | [0°C| [20°C] |o0°C |

4 hours incubation

| R

| Protein extraction / Digestion |

l l l l l

| LC-MS analysis |

Figure 111.3 : Design de I'étude de l'influence desnditions de collecte sur les le résultat d'asaly

LC-MS d’échantillons urinaires.
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b) Métriques pour I'évaluation

Si les traitements a évaluer ont un effet surdisité de certains peptides, la comparaison de ces
intensités avec celles des mémes peptides damfigiton contréle devrait révéler des non concoods.
Cela doit donc se traduire par des points qui gjant de la droite de régression entre les abassdadu
traitement et celles du controle. Ceci peut étru@/sur la base du coefficient de corrélation dargon.
Nous avons donc évalué la corrélation de Pearstva B3 abondances des peptides dans les échasitillo
traités avec ou sans IP, a température ambiante@C, et les contrdles correspondants. Cette latimé
devrait étre proche de 1 lorsque I'échantillontéraist semblable au contrdle, et s'écarter de cateair
lorsqu’ils présentent des dissimilarités. Cette unesest également insensible aux Iégeres diffésedee
mesures provenant par exemple de la quantité égecdr toutes les abondances des peptides valoent a

d’'un méme facteur.

c) Résultats
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Figure 111.4 : Carte en couleur et box plot (cenprér échantillon) représentant le coefficient de
Pearson de la corrélation des abondances peptidigwec celles du contréle pour 6 échantillons ddt
traités ou non avec IP et conservés 4 heures agmtyre ambiante ou a froid.

La figure 1.4 (panneau de gauche) représentaite @n couleur des coefficients de Pearson de la
comparaison au contrdle correspondant pour chaesrirditements appliqués aux six échantillons @A.a
Sur le panneau de droite de cette méme Figure thd représenté les « box plot » corresponde@tdrés
par échantillon afin d’éliminer les effets dus achantillons. Les corrélations observées varier,86 a
0.99, ce qui indique dans I'ensemble une faiblgealision des signaux d’abondances quel que soit le
traitement. Néanmoins, le test de Wilcoxon (p-valu®001) montre qu’il y a un effet significatif du
traitement sur la corrélation avec le contrle. fies, le traitement consistant en I'addition d’IP &
conservation a température ambiante montre quatdsyatiguement le meilleur coefficient de Pearsan.
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condition la plus défavorable correspond, quantigg au traitement sans inhibiteur de protéases diem

urines et une conservation a 4°C.

Il est & noter que cette étude a été répliquédiksant une autre méthode de préparation des sirine
I'ultrafiltration suivie d'une digestion in-gel. Eemémes tendances ont été observées, ce qui rmmaIMs

d’établir que les conditions optimales étaient peldantes de la méthode de préparation.

Contrairement aux résultats de Havanapan (Havan&pdarongboonkerd, 2009), nous avons
constaté que le traitement pnalytique muvait introduire une variabilité en termes d'abondance
peptidiques. Cette variabilité ne nous semble péfisante pour générer des protéines significatiem
différentielles, mais elle pourrait masquer de leSeVariations dans les analyses semi-quantitativVest
donc important de minimiser cette variance en ewgpib le protocole le plus robuste. Ces résultats on
permis d’émettre de nouvelles recommandationsagpllecte de I'urine en vue d’'une étude protéomiqu
guantitative qui ont été publiées sur le site ddCa : « http://www.e-cancer.frlcomponent/docmain/do

download/4826-prelevement-et-conservation-de-lusine

B. Standardisation

Il existe dans la littérature, une grande variééretthodes pour préparer les urines dans le bat d’e
caractériser le protéome. Ainsi, il est assez darérouver deux laboratoires utilisant la méme neqple de
préparation d’échantillons urinaires. Dans les &udiniques, et particulierement dans un projahatde la
découverte jusqu’a I'évaluation de biomarqueurssdanfluide biologique, il est important de miniandes
sources de variabilités extrinséques a I'échantiliet notamment celles due a la préparation. llagsi
souhaitable d’avoir un protocole unique et standérdour la préparation des échantillons a toeegtapes
du développement des biomarqueurs. En particules,facteurs tels que la reproductibilité, la miéa et
I'exactitude des mesures obtenues doivent poutrgrégaluées objectivement (Rifai et al., 2006)nae
contexte, la standardisation de la préparationéadhantillon nous est parue essentielle. Nous adons
travaillé avec le partenaire du projet en chargdadeérification des biomarqueurs, 'ETH Zurich,yso
définir ensemble un protocole standardisé de padipardes échantillons urinaires en vue de leulyaaa

protéomique.

1. Design de I'étude

Pour la préparation de l'urine en vue d'une analgsméomique, on distingue deux étapes: la
premiére consiste a extraire les protéines urigaie la seconde a digérer enzymatiquement legipest
extraites. Initialement, deux protocoles distiretaient été optimisées dans chacun des deux lalresat
'un combinant une précipitation acide et une digesen solution, I'autre comprenant une ultradilion
suivie d’'une digestion sur gel. Nous avons combesé&eux méthodes d’extraction des protéines atdag

méthodes de digestion pour établir quatre protscdistincts que nous avons comparés entre eux. Des
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critéres d'évaluation ont ensuite été établis etétnde protéomique a été menée dans les dewalaires
en utilisant deux stratégies d'analyses quantistoistinctes : une approche AMT, qui sera utiligéela
suite pour la découverte de biomarqueurs et unégyssné&RM qui servira a I'évaluation de candidats

biomarqueurs dans le projet DECanBio.

Les quatre protocoles ainsi mis au point ont ésgegesur trois pools d’'urines détaillés dans le
Tableau IIl.2. Ces pools ont été préparés a pdiines de patients sains collectées en cliniglensle
protocole optimisé précédemment (voir Partie Ak Qaantités de protéines de chaque pool ont &&efu
de facon a ce que chaque patient soit représenitaBlgment et que les concentrations protéiquiedetm

soient semblables.

Tableau 111.2 : Tableau récapitulatif de la compash des 3 pools utilisés pour tester les protosole

de préparation des urines en vue de I'analyse proi§ue.

Concentration Volume | Concentration
. . oo . Volume
Pool Patients protéines d’'urine protéique
total mL
pg/mL mL pug/mL

Pooll 188111001 29,29 22,73
Pooll 188111014 46,27 14,38

41,29 64,47
Pooll 188111010 46,65 14,27
Pooll 188111056 50,84 13,09
Pool2 188111021 30,81 21,60
Pool2 188111038 40,82 16,30

44,25 60,17
Pool2 188111072 46,13 14,43
Pool2 188111054 84,94 7,84
Pool3 188111012 26,62 25,00
Pool3 188111029 31,95 20,83

39,38 67,61
Pool3 188111057 52,23 12,74
Pool3 188111008 73,66 9,04

Afin d’évaluer les mérites de chaque protocole,snavons réalisé une étude utilisant deux stratégies
de quantification basées sur la spectrométrie dsens@MT et SRM en introduisant trois points detdia

a différentes étapes du traitement de I'échant{ifoir Figure II1.5).
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Control points
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Figure 1lI1.5: Design de I'étude de comparaison dpsotocoles de préparation des échantillons
urinaires. Trois points de contrbles sous la fordee standards internes ont été établis aux étapesial

traitement des urines afin de pouvoir estimer k$ggmances des quatre protocoles.

Les trois points de contrbles étaient les suivafifsUn mélange contenant 3 protéines de levure
(tableau I11.3) de différents poids moléculairesgerantités équimolaires a été ajouté dans les phalme
de départ afin destimer les rendement d'extractaes différents protocoles; (i) un concatémere
(QconCAT) contenant 42 peptides marqués avec d#episs correspondant a 18 protéines urinaires
compilées dans le tableau I11.4 et couvrant ungelazamme de concentrations dans l'urine humairté a é
ajouté dans chaque extrait protéique pour évaégeptotocoles analytiques ; (iii) des peptidesisitjues
marqués avec des isotopes (AQUA peptides), cornelspa aux protéines de levures (premier point de
contrdle), ont été ajoutés avant I'analyse en LC{d8r estimer précisément le rendement global deu

protocole.

Tableau 111.3. Liste des 3 protéines de levuresiifes aux échantillons urinaires pour I'estimation

des rendements d’extraction.

Accession | Description Nombre d’AA | Poids moléculaire
P00330 Alcool déshydrogénase 1 348 36 849 Da
P00729 Carboxypeptidase Y 532 59 802 Da
P00924 Enolase 1 437 46 816 Da
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Tableau 111.4 : Protéines urinaires représentéeslde standard QconCAT et liste des peptides

sélectionnés.

Accession Protéines Peptides
CUBN_HUMAN Cubilin SDNSPTHVGEK
AGFDASFHK
LADGGATNQGR
SDLAVPSELALLK
LG3BP_HUMAN Galectin-3-binding protein ALGFEDATQALGR
GLDLTEDTYKPR
AAIPSALDTDSSK
DWVSVVTPAR
UROM_HUMAN Uromodulin VGGTGMFTVR
QDFDITDISLLEHR
DETHATYSNTLYLADEIIIR
CO6A1_HUMAN Collagen alpha-1(VI) chain DFTAADWGQSR
EGF_HUMAN Pro-epidermal growth factor LFWIQYNR
GDNSHILLSALK
FAGVFHVEK
CD44_HUMAN CD44 antigen YGFIEGHVVIPR
AFDSTLPTMAQMEK
DPDHSEGSTTLLEGYTSHYPHTK
KNG1_HUMAN Kininogen-1 TVGSDTFYSFK
LNAENDATFYFK
ANAG_HUMAN Alpha-N-acetylglucosaminidase LLLTSAPSLATSPAFR
VFPQVDVTK
TRFE_HUMAN Serotransferrin DGAGDVAFVK
QQQHLFGSDVTDCSGNEFCLER
CAD11_HUMAN Cadherin-11 DADDPTYGNSAK
EETAWLDITVFAAEIHNR
ATRN_HUMAN Attractin LTLTPWVGLR
IDSTGDVTNELR
PGS1_HUMAN Biglycan TQAIELEDLLR
LLQVVYLHSNDITK
CALR_HUMAN Calreticulin VHVIFNYK
SGTIFDNFLITNDEAYAEEFGDETWGVT
A1BG_HUMAN Alpha-1B-glycoprotein HQFLLTGDTQGR
PLADVTLTCQAR
IL33_HUMAN Interleukin-33 TDPGVFIGVK
BIRC5_HUMAN Apoptosis inhibitor survivin QFEELTLGEFLK
AALEDTLAETEAR
K1C19_HUMAN Cytokeratin-19 SLLEGQEDHYNDLSASK
LEQEIATYR
NTGVISVVTTGLDR

CADH1_HUMAN

Epithelial cadherin

PPPHQASVSGIQAELLTFPDSSPGLR

Les mélanges peptidiques des échantillons prépgatén les quatre protocoles, ont été analysés sur
les deux plateformes LC-MS (AMT et SRM) situées daeux laboratoires différents (Grenoble pour
’AMT et Zirich pour la SRM).

2. Observations initiales

L’'un des premiers constats sur les différents males testés est que la méthode de préparation de
I'échantillon a fortement influencé le résultatl'dealyse protéomique, a la fois qualitativemetiffécentes

protéines ont été détectées) et quantitativemaste Aprés I'extraction, chaque échantillon aeés dans
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du tampon Laemmli et I'extrait protéique a été dépsur un gel 1D pour une premiére évaluation ifsue
A partir de ces gels, il apparait sur la Figurélih que les deux méthodes d'extraction ont abouth a

enrichissement différentiel du protéome urinaire.
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Figure IIl.6. A: Profil protéique sur Gel SDS-PAGHes trois pools d'urine préparés par
ultrafiltration ou précipitation TCA. et B : Cartde couleur représentant le nombre de protéines grou

identifiées par bande de gel sur une piste « Lltrafion » et piste « précipitation TCA ».

On observe sur la figure 111.6.B le nombre de progoup qui ont été identifiées dans chacune des
bandes correspondant a une des pistes de I'ultaéifin et une piste de précipitation TCA. De lame
maniere que sur la figure A, on observe peu deépres identifiées dans les hauts poids molécupsite
I'ultrafiltration et peu de protéines identifieearss les bas poids moléculaire pour la précipitali@A. De
plus, on compte globalement plus de protéines ifited sur la piste correspondant a I'ultrafiltosti Mais
ces deux figures ne représentent qu'une premiengeétle la comparaison entre les deux méthodes de

préparation et méritent d’étre complétées par madyae quantitative plus approfondie.

3. Etude comparative - AMT

Afin de comparer les quatre protocoles, nous awdars un premier temps constitué une base de
données AMT a partir de 136 analyses LC-MS/MS issdes échantillons préparés selon ces quatre
protocoles. Cette base contenait 3102 peptidesraou$29 protéines non redondantes, avec une douver
moyenne de 5 peptides par protéine. La redondaesepbtéines dans la liste finale a été minimigée e

utilisant un algorithme de regroupement des pretoorrespondant aux mémes ensembles de peptides.
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Chacun des trois pools d'urines, traité selon leatrg protocoles de préparation a été analysé en
mode LC-MS. Toutes les analyses ont été réaliséésplicat par blocs. Plusieurs mesures ont étéaggs
afin d'évaluer les effets de chaque traitemeniasuéponse analytique : (1) le coefficient de datién de
Pearson basé sur I'abondance des peptides mesurgded différents protocoles testés (2) le nencler
peptides communs entre deux analyses LC-MS eé (8)iinbre total de peptides identifiés et quantiidss
chacune des analyses LC-MS. Comme indiqué précédatnrie coefficient de Pearson nous permet
d’apprécier la similitude entre les différentes lgs@s. De plus, nous avons représenté sur une earte
couleur le nombre de peptides commun a chaque gainalyse et qui participaient au calcul du cadfit
de Pearson. De la méme maniére, le nombre totgtegides mesurés dans chaque analyse permet
d’évaluer le potentiel de chaque protocole d’accédeprotéome le plus exhaustif possible.
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Figure 11l.7 : Carte en couleur représentant lesefficients de Pearson moyennés sur les réplicats
analytiques de la corrélation des abondances peptes pour chaque pool d’urine préparé selon les 4
protocoles (A) et le nombre de peptides commutague paire d’analyse (B).

La Figure II.7 représente la carte en couleursatesficients de Pearson et le nombre de peptides
communs (moyennés sur les trois réplicat analysigpeur les trois pools d'urines préparés selomjiedre
méthodes de préparation (précipitation TCA - digessur gel, précipitation TCA - digestion en salnot
ultrafiltration - digestion sur gel et ultrafiltiah - digestion en solution) analysés en mode LC-M&
corrélations observées varient a I'intérieur deqefesprotocole de 0.83 & 0.88 indiquant une faildpetsion
des abondances peptidiques quel que soit le pletatibsé. Par contre lorsque I'on observe legéations
entre différentes méthodes de préparation, legledions varient de 0.45 a 0.99 avec une moyenre5g
Ceci met en évidence que la dispersion des aboedareptidiques s'aggrave de facon significativeqoe
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les échantillons sont préparés selon différenttopates. Néanmoins le fait de digérer les protéswsn la
méme meéthode de digestion, que ce soit en solutiosur gel, semble améliorer cette corrélation en
obtenant une moyenne de 0.74. Ainsi, la digestemprotéines représente une étape beaucoup piggecr

gue la méthode d’extraction (précipitation TCA duaiiltration).

Nous avons, dans un deuxiéme temps, observé leraaebpeptides communs a deux analyses en
considérant 'ensemble des pools préparés seloguiase protocoles (Figure I11.7.B). Sur cetteufig, on
observe de grandes variations du nombre de peptim®esnuns a deux analyses préparés selon le méme
protocole. Ainsi, lorsque I'on compare des échkm# dont les protéines ont été extraites par une
précipitation en milieu acide et digérées en soiyton obtient en moyenne 593 peptides commung entr
deux analyses LC-MS. Lorsque l'on fait la méme carajson cette fois-ci sur des échantillons dont les
protéines ont été extraites par ultrafiltratiordiggérées en solution on obtient en moyenne 400depen
communs. Ainsi, le choix du protocole pour extraike digérer les protéines semble affecter de manier

significative le nombre de peptides communs ergrexénalyses LC-MS de deux réplicats biologiques.

Dans le but de minimiser les variabilités dues r@paration des échantillons urinaires, il est
préférable, aux vu de ces résultats, d’extrairgptestines par une précipitation en milieu acid€AT et de
digérer les protéines en solution. Cette méthadprdparation apporte en effet la meilleure reprodilité
en termes de nombre de peptides communs entre atmlyses (593) et de corrélation des abondances
peptidiques (coefficient de Pearson de 0.87 : gldivést a noter qu'il ne s’agit pas de compamisaotre

réplicats, mais bien d’analyse de trois pools desidifférentes.

4, Etude comparative - SRM
a) Rendement des méthodes de préparations

Le rendement d’extraction des protéines est mesaréomparant la quantité initiale de protéines
urinaires a celle que I'on estime aprés le traitgnde I'échantillon. Pour évaluer 'effet de la pagation des
échantillons sur ce rendement, nous avons ajouté s urines des protéines de levures en quantités
connues et I'on a évalué, par une méthode quawtitatblée (SRM), la quantité de protéines récupéré
apres le traitement global des urines comprenétdpe d'extraction et de digestion des protéings.
meélange de protéines était composé de trois pesde levure de masse moléculaire differentes4@e&t
59 kDa), représentatives des masses des protééssnges dans les urines (<60 kDa en raison de €l
rein). Les quantités de protéines ont été détemsipadr SRM en utilisant comme standards de quzattdin
des peptides AQUA qui avaient été rajoutés dans é@santillons avant l'analyse LC-MS, a des
concentrations de 100 fmol/ul. Le rendement d'etiva des protéines de levure a été calculé mpus fes

peptides issus de ces protéines. Les résultatt@mioyennés sur les trois pools d’urine (Figuré)Ll
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Figure Ill.1 : Moyenne des rendements obtenus asiprotéines de levure ajoutées dans l'urine et

estimés par SRM. Trois peptides AQUA pour l'alatishydrogénase, deux pour la carboxypeptidasa et

pour I'énolase 1 ont été utilisés pour la quanfion.

Ces résultats montrent que la digestion en solytenmet d’obtenir de meilleurs rendements de
récupération des protéines : les valeurs sont deegprentre 25 et 40% pour les peptides de l'alcool
déshydrogénase et I'énolase 1. En revanche, leemants obtenus pour les protocoles avec une iigest
sur gel se situent entre 5 et 25% pour ces ménwdipes. Concernant la carboxypeptidase, un renateme

beaucoup plus faible a été systématiquement obtexas barres d’erreur montrent que ces rendements s

reproductibles quel que soit le pool analysé.

b) Gamme dynamique

Afin d’évaluer les performances des quatre proes@n terme de gamme dynamique nous avons
utilisé une protéine chimérique « QconCAT » ajoutaas les urines juste avant I'étape de digestos|
gue les 3 protéines de levure ajoutées dans lessuries protéines ciblées avec le QconCAT corretgrd
a 18 protéines (21 peptides marqués isotopiqguenmntyrant une large gamme de concentrations des
protéines urinaires dans les échantillons humaies.concentrations relatives de ces 18 protéinesmmes
et 3 protéines de levure dans les trois pools nigriont été déterminées par SRM dans les quatiecples

et sont représentés dans la figure 111.2.
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Figure 111.2 : Concentration des 21 peptides issles 18 protéines humaines (QconCAT) et des 5
peptides issus des 3 protéines de levures (AQUEKs tbs trois pools d’urines préparés selon lestigua

protocoles. Les peptides quantifiés ont été cladaés I'ordre décroissant de leurs concentratiossneées

par SRM dans l'urine.

La meilleure gamme dynamique de concentration de®ipes a été obtenue avec la méthode de
précipitation TCA suivie d’'une digestion en solaticCette gamme dynamique comprend environ 4 ordres
de grandeur entre la protéine la moins concenttéa @lus concentrée (Figure Il.2). Seize peptides
correspondant & 13 protéines urinaires et 6 peptids protéines de levure ont été quantifiés dengdis
pools d'urines par cette méthode de préparation.chacentration de la protéine la plus abondante
('uromoduline) a été estimée dans les trois pdalsines entre 1,5 et 3,3 mg/mL, et la concentratie la
protéine la moins abondante (la survivine) a étiénég entre 0,25 et 0,15 ng/mL. En revanche, ssari¢ 9
protéines urinaires et 6 peptides provenant detipes de levure ont pu étre quantifiés dans léesu

protocoles de préparation, faisant ainsi diminaegdmme dynamique a trois ordres de grandeur.

En conclusion, sur les quatre protocoles qui chtéstées, les résultats et les métriques quitént é
utilisés, ont permis systématiquement de réveélguréipitation TCA suivie d'une digestion en sabuti
comme étant la meilleure méthode de préparationidess.
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5. Comparaisons AMT-SRM

Afin d’établir une validation croisée entre les deauateformes d'analyse (AMT et SRM), nous
avons réalisé une derniere expérience dans ladaslteois pools d’urines ont été précipités eriauihcide
TCA) puis digérés en solution. Trois opérateursBAst C) se sont partagés les pools qui ont égapéé en
duplicats. Des standards QconCAT ont été ajoutés ks échantillons juste avant I'étape de digegtmur
estimer les concentrations des 18 protéines uesalu tableau Ill.4. Les analyses ont été réakses des
deux laboratoires en utilisant les deux méthodesgwmtification : 'approche AMT et I'approche SRM.
L'extraction des sighaux MS (AMT) et des transio(SERM) ont permis de quantifier les 18 protéines
urinaires en utilisant le rapport entre 'abondadee peptides endogénes et les peptides issuscda€AT
marqués isotopiquement. La figure I11.8 montre dapipe des estimations de log de concentrationsioése
par les deux approches. Ce graphe se caractérisarpaoefficient de corrélation élevé (R 2 = 0.9p4LCe
résultat démontre la cohérence des résultats detification obtenus par les plateformes AMT et SRM.
Ceci valide la qualité des mesures d’abondancesnabs par la méthodologie AMT que nous avons égilis

pour I'étape de découverte de candidats (voir Gref).
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Figure I11.8 : Log de concentration des peptidesuis des protéines urinaires estimées a partir des
QconCAT en utilisant les plateformes AMT et SRMsdas trois pools d’urines préparés en duplicabgel

le protocole standardisé (précipitation TCA — dity@s en solution).

C. Conclusion

Au cours des travaux préliminaires décrits danschapitre, nous avons mis en place, en
collaboration avec les partenaires cliniques dyepraes conditions de collectes standardiséesceorc

avec les exigences de l'analyse protéomique etdesraintes de la clinique. Ainsi aprés la colledss
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échantillons d’urines dans lesquels ont été ragdés inhibiteurs de protéases, sont conservésaimmum

de quatre heures a température ambiante. Pauarajllenous avons établis, en collaboration avec nos
partenaires en charge de I'évaluation des biomarguen protocole standardisé d’extraction desépmes
urinaires basés sur la précipitation TCA suivieng'wigestion en solution. La combinaison de cex deu
méthodes (précipitation TCA et digestion en sohjti fourni des données quantitatives de meillgqugdité

que trois autres protocoles testés. Ainsi, cettthoa® a été employée pour I'étude quantitative @ de

déterminer les candidats biomarqueurs du cancler eissie dans les urines (Chapitre V).
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IV. Chapitre IV : Caractérisation du protéome urinaire

L’'une des premiéres étapes essentielle dans laldénent d’'une étude de protéomique clinique
repose sur une caractérisation approfondie dudlhidlogique en lien avec la pathologie ou fluideximal
(tel que l'urine pour le cancer de la vessie). @esiieres années, plusieurs études (Adachi e2G06),
(Kentsis et al.,, 2009), ont été menées pour teméecaractériser le protéome urinaire. Par ailledes,
nouvelles technologies basées sur le fractionnemeid déplétion des protéines ont été développéas
atteindre « le protéome profond » de fluides bimjogs comme le sérum ou le liquide céphalo rachidie
(Mouton-Barbosa et al., 2010). Ainsi dans notredétuafin de caractériser I'urine en profondeur ee v
d’établir notre base de donnée AMT qui nous sempdala suite a rechercher des nouveaux biomargueur
cancer de la vessie, hous avons mis en ceuvre ginvegthodes de déplétion ou de fractionnement. Nous
avons été en mesure d'évaluer a postériori lesteséréspectifs de ces différentes méthodes en gantpa
les listes de protéines ainsi identifiees. Nousnavégalement réalisé une analyse bioinformatiqueede
listes pour vérifier I'existence de biais analytguassociés aux différents fractionnements, ernrdigtant
s'il y avait un enrichissement de catégories famgielles ou de localisations subcellulaires paiéoes. Par
ailleurs, nous avons comparé notre base de doraveesles études montrant la meilleure couverture du
protéome urinaire publiées dans la littératurergifigue. Nous avons finalement évalué le poterdehotre
base de données pour la découverte de biomargeeursnfirmant la présence de certains biomarqueurs
possibles du cancer de la vessie ou d'autres pafies! urinaire telle que linsuffisance rénale aigu

précédemment rapportés dans la littérature.

A. Contexte général - Biomarqueurs de pathologies
1. Recherche de biomarqueurs

Les protéines biomarqueurs sont par définitionesetlont I'abondance différe en fonction d’un état
pathologique. Depuis maintenant plusieurs annéesjécouverte de biomarqueurs par des approches
protéomiques suscite beaucoup d'intérét et d’esgimdz les cliniciens car elle ouvre des perspestie
développement de nouveaux tests cliniques plusibdesset plus spécifiques. Grace aux avancées des
technologies d’analyse protéomiques, il est désarpassible de détecter des milliers de protéinete des
guantifier dans des tissus ou des fluides biolagggqiMéme si le tissu tumoral reste incontestablédaen
ressource la plus appropriée pour repérer des wsigapecifiques de la tumeur, il y a un réel intéxét
rechercher les biomarqueurs dans les fluides Limleg car ils impliquent des collectes beaucoupnmoi
invasives pour le patient qu'une biopsie du tissudral. En tant que milieu physiologique potengiglent
représentatif de la composition des tissus envantm(fluide proximal) et des processus patholagggle
plasma ou l'urine représentent ainsi des matrieeshmix pour la mesure de biomarqueurs,. La déctaive
de biomarqueurs dans le plasma représente un éelpdur la protéomique clinique. En effet, des

biomarqueurs protéiques sont dosés dans le samisdigpnombreuses années, mais trés peu de maqueur
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issus de la protéomique, ont été approuvés paausxités de santé comme la FDA (Food and Drug
Administration). Ce n’est que trées récemment, gaeFDA a approuvé le premier test diagnostique
développé par une approche protéomique : 'OVAle t€st repose sur le dosage d'un panel de 5
biomarqueurs pour le diagnostic du cancer de lrevéirung, 2010). Pour étre validé par ces autonit@s
biomarqueur doit étre fiable et reproductible. diitden plus présenter une sensibilité (proportiencds
diagnostiqués par le marqueur, c’est-a-dire depasaitifs) et une spécificité (proportions de ssijjetdlemnes
reconnus par le marqueur, c’est-a-dire de vraigtiféyjtrés élevées. Cependant, dans un fluideimadxles
protéines caractéristiques d’'une tumeur sont mmnsentrées que dans le tissu tumoral, et diluges dne
grande variété de composés sans liens avec lalpgith@tudiée. Il était donc nécessaire de carligetréen

profondeur le protéome urinaire pour accéder aatépres minoritaires spécifiques de la pathologidiée.

2. Méthodologie protéomique

D’'une maniére générale, les études protéomiquesigugmt une analyse par MS des peptides
générés par digestion trypsique des protéines. Bagsntexte, de telles analyses impliquent aia 9 la
mesure de masses peptidiques et (i) des expésete MS en tandem (MS / MS) afin d’obtenir des
informations de séquence permettant l'identificaties protéines dont sont issus ces peptides. e, ou
lorsque les mélanges de peptides a analyser smitctmplexes, le couplage avec la chromatographie
liquide (LC) permet d’améliorer la caractérisatibun protéome en limitant le nombre de peptides sp@ami

spectromeétre de masse au méme moment.

Il a été montré que, lorsque la masse d'un peptitienesurée avec une précision telle qu'elle est
unique parmi toutes les masses peptidiques préipestir d'une séquence génomique déterminéepelie
étre utilisée comme marqueur spécifiqgue d'idemtificn d’'une protéine, marqueur que I'on nomme AMT
pour « Accurate Mass Tag ». La précision de mesaqeise (partie par million) est actuellement asités
en utilisant la spectrométrie de masse a transted-ourier (FTMS). Cette propriété essentielierese a
profit dans une méthode d'identification de peidppelée approche AMT qui se déroule en deux phase
consécutives. La premiere est une étape classigqueCdMS/MS sur des échantillons fractionnés pour
générer une base de données. Cette base de donéeee « base AMT » contient toutes les masses des
peptides calculées sur la base de leurs séquenteacide aminés et leurs temps de rétention
chromatographiques observés. Dans la seconde pbese« AMT tags » sont utilisés, lors d’analyses
nanoLC-FT-MS, comme des signatures des peptideségeément caractérisés sans recourir
systématiqguement a la MS/MS pour l'identificatiétar conséquent, une fois la base de données AMT
généree, il devient possible d'identifier et dengifiar des milliers de peptides dans une anal@ette
approche AMT permet en particulier d'utiliser leréthodes de quantification sans marquage ou « Label
Free » qui consistent en la comparaison des inésndes signaux MS pour apprécier 'abondanceivelat
des protéines issues de chaque échantillon afimeltre en évidence celles dont I'abondance varie en

fonction de perturbations dues a une pathologiestllainsi possible de comparer plusieurs protéosaes
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limitations de nhombre comme dans le cas des méshdelejuantification avec marquage isotopique. Pour
ces différentes raisons, I'approche AMT représente méthode de choix, dans le cadre d’'une étuddasur

découverte de biomarqueurs.

B. Exploration du protéome urinaire

La caractérisation du protéome urinaire représaint& la premiere phase de I'approche AMT. La
base de données qui en résulte va ensuite perrdeté@der a I'identifiant des peptides dont I'mt#é sera
mesurée pendant I'analyse quantitative des éclm#tiprovenant de patients sains ou pathologiqueuen
de découvrir de nouvelles protéines biomarqueurscdncer de la vessie. Dans cette optique de
caractérisation, de récentes études ont démongdegprotéome urinaire contenait une bien plus dgan
variété de protéines que ce qui était supposé augatr (Adachi et al., 2006), (Kentsis et al., 20023s
études ont permis en particulier de montrer quaitépossible de détecter des protéines minorgail@ns
'urine. En extrapolant ces travaux, nous avonssgesti qu'il pouvait étre possible d’accéder a des
marqueurs potentiels du cancer de la vessie graoe analyse approfondie, qualitative et quaniiatilu

protéome urinaire de patients sains ou malades.

Comme nous l'avons vu précédemment, l'urine esfluide biologique extrémement complexe
contenant une grande variété de protéines, etdpiersa gamme dynamique soit moins élevée quedielle
plasma, elle reste malgré tout importante. En digstavancées récentes en spectrométrie de massagec
la vitesse d’'acquisition des spectres MS/MS etklzsibilité, il reste a I'heure actuelle nécessditgiliser
des méthodes de décomplexification de I'échantiioar accéder aux protéines minoritaires qui satdrd
de biomarqueurs potentiels. A cet effet, plusietratégies sont disponibles. Les protéines et dgsiges
peuvent étre fractionnés suivant différents pareesephysico-chimiques : leur poids moléculaire,r leu
hydrophobicité, leur charge ou leur point isoéigci. Il est possible d’effectuer ces fractionnetaevant
ou apres I'étape de digestion. Dans le cas ddéipes non digérées, la méthode la plus répanstusaeée
sur la séparation sur gel SDS-PAGE. Au niveau dgstigies obtenus par digestion, la méthode la plus
classique est celle de la séparation multidimemstd® par chromatographie liquide par échange tierca
couplée a la phase inverse connue sous le nom d#¥IWMuH Liu, Lin, & Yates, 2002). Cependant les
gradients de sels combinés aux gradients de ploagariques sont bien souvent difficiles & concifier
une méme chaine de chromatographie liquide etpmadi poser des problémes de robustesse (Slebbs et a
2009). Une meéthode alternative a MudPIT, basée |suséparation des peptides suivant leur point
isoélectriques (IEF OFFGEL), a également montréxagllents résultats pour I'analyse d’échantillons

complexes (Hubner et al., 2008).

Pour améliorer la détection des protéines miriogiail est également possible d’agir sur la gamme
dynamique de I'échantillon en procédant a la dépiétotale ou partielle de protéines majoritair&msi,

dans le cas du sérum ou du plasma, les meilleuregedures de protéomes ont été obtenues suite a la

Chapitre IV : Caractérisation du protéome urinaire
Page 98



déplétion des protéines les plus abondantes tekel'qlbumine, et les immunoglobulines a l'aide rd'u
mélange d’anticorps spécifiqgues immobilisés surmagrice chromatographique (Stempfer, Kubicek, Lang
Christa, & Gerner, 2008). Il est & noter que dansds de l'urine, les kits commerciaux élaborés pou
sérum ne sont pas totalement adaptés car d’auttsmes que celles du sérum, telles que I'uroninduly
sont présentes a haute concentration. Par ailleurséthode Equalizer, que nous verrons plus eail ggr

la suite, constitue une stratégie originale quinmr d’éliminer partiellement les protéines les plus
abondantes par saturation de leurs sites de fixauw une librairie combinatoire de ligands hexéidep

greffés sur des billes de polyméthacrylate.

Dans le cadre de ce travail, afin d'accéder a lédlenee couverture du protéome urinaire, nous
avons sélectionné trois méthodes complémentairdsadéonnement ou de déplétion des protéines. Nous
avons réalisé, pour référence, un fractionnemestéjgue par SDS-PAGE. Nous avons eu recours ersuite
deux technologies innovantes basés sur des prspipgsico-chimiques trés différents : un fractioneat
des peptides par focalisation isoélectrique etdéptétion partielle des protéines majoritaireslpanéthode

Equalizer.

1. Fractionnement de I'échantillon
a) Au niveau protéique

Le gel SDS-PAGE permet de séparer les protéindsrmtion de leur poids moléculaire mais aussi
d’éliminer les impuretés présentes dans les édlundtiurinaires. C’'est une technique facile et dapa
mettre en ceuvre, et qui permet d’analyser une graadiété de protéines de caractéristiques physico-
chimiques diverses (protéines basiques ou hydras)oltomme son pouvoir de séparation est limitési ai
gu’en témoigne la présence d’'un grand nombre décipes dans certaines bandes de gel 1D lors de
'analyse d’échantillon complexes (fluide biolog&uelle est typiquement couplée a une seconde élap
séparation des peptides par chromatographie licavdet I'analyse MS. Ce couplage est souvent désign
sous le terme GeLC-MS. La figure IV.1 décrit suctément le protocole expérimental d’une analyse
GeLC-MS. L’échantillon biologique est dans un premiemps fractionné sur gel 1D. Ensuite, le gel est
découpé en une quarantaine de bandes. Chacunantsstest lavée et les protéines contenues daes le
sont digérées a la trypsine. Les peptides ainsérgénsont extrudés du gel par traitements sucsessif

solvants organique et aqueux en vue de leur anpbrseanoLC-MS/MS.
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Figure IV.1 : Principe général de la stratégie GeMS

La technologie GeLC-MS est une méthode de référencprotéomique. En 2006, la publication
d’Adachi (Adachi et al., 2006), a révolutionné lgomique urinaire. Avant cette étude, I'estimatau
nombre de protéines urinaires basés sur une cdiopildes résultats de différentes équipes étaitviten
800 (Castagna et al., 2005). En utilisant la tegimi GeLC-MS et une instrumentation avancée de
spectrométrie de masse (LTQ-Orbitrap), conduisatda détection de plus de 1500 protéines urinaires,

Adachi a démontré la complexité véritable de celéu

Dans le cadre de cette these, nous avons dorséutiitte technique pour caractériser les protéines
extraites d'échantillons d’urines individuels owpis issus de 60 patients atteints de cancer deskie ou
de donneurs sains. Nous avons analysé un totel&#&ctions SDS-PAGE conduisant a I'identificatide
12868 peptides de séquences uniques correspondB@saprotéines non redondantes. Ce résultat, trés
similaire a celui obtenu par Adachi, représentgramier jalon vers la caractérisation du protéomeaire
dans le contexte du cancer de la vessie. En pltican pouvait se demander si c’était la unetintde la
technologie de fractionnement utilisée. Le fraatiement par gel SDS-PAGE présente, en effet, cedain
limitations telles qu'une perte de débit analytisjdiée au grand nombre de fractions gu'il enger{dfe
bandes /échantillons) et des problemes de réciumémde I'échantillon liés a la digestion ou a I'exdtion

des peptides du gel (Brun et al., 2007).

Dans le chapitre précédent nous avons établis otoqnie standardisé basé sur I'extraction des
protéines par précipitation TCA suivie d'une digasten solution. Ce protocole a été sélectionndashase
d’observations quantitatives en vue de I'étude laurecherche de nouveaux candidats biomarqueurs du
cancer de la vessie dans les urines. Ce protoooleatht directement acces a des échantillons dapspn
solution ; nous nous sommes intéressés aux tedmide fractionnement peptidiques, et en particalier

I'lsoélectrofocalisation.

b) Au niveau peptidique (IEF) Hors gel

L'approche IEF hors gel représente une alternativefractionnement par Gel SDS-PAGE qui

permet de s'affranchir des limitations soulevéeéc@demment. Ainsi, en travaillant en solution le
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rendement de digestion est meilleur et peut étriéié&évoir chapitre 11). De plus, le nombre dedtimns (12

ou 24) suivant le systeme utilisé est nettemerdrigfir a celui du Gel SDS-PAGE, impliquant un débit
analytique plus élevé. Cette technique commeréilipar Agilent sous le nom « OFFGEL Fractionnator

a fait I'objet d’'une comparaison approfondie avec ftactionnement par gel SDS-PAGE dans une
publication d’Hubner en 2008 (Hubner et al., 20@®jr Figure 1V.2).
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/ \
/ \
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: \// in-gel digestion isoelectric focusing
Figure IV.2 : Comparaison de la couverture du pootée de levure obtenue aprés fractionnement

sur gel ou par IEF hors-gel. Tiré de Hubner et2008.

A partir de 50ug dextraits de levures, Hubner @nidié 2892 protéines en fractionnant
I'échantillon par IEF et 2104 protéines en fractiant ce méme échantillon par Gel-SDS-PAGE. De ilus,
a observé que la quasi-totalité des protéinesifoiag par les deux méthodes I'étaient par fract@ment
IEF, alors que seulement quelques protéines étaientifiées uniquement par GeLC-MS. Ces obsermatio
ont été répliquées a partir de différentes quantiet protéines déposés séparées par gel SDS-PAGE. et
Il est ainsi apparu que la technique d’isoélectraligation donnait systématiquement de meilleussltéts
en termes de couverture protéique ou peptidiquela@eLC-MS. Les performances de la technique IEF
sont donc supérieures a celles du gel sur plusientéres : une meilleure couverture du protéonme u
digestion plus contrdlée avec un meilleur rendemeetla digestion in gel et un débit d’analyse sepé a

celui de la GeLC-MS. Nous avons donc testé cettenique sur un échantillon d’urine.
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Figure 1V.3: Comparaison de la couverture du pootée urinaire aprés précipitation TCA et

digestion en solution avant et aprés fractionnenpamtiEF hors gel.

Aprés avoir extrait les protéines urinaires parcimiéation TCA, les protéines ont été dénaturées a
'urée et digérées en solution. Aprés un premiessdiage des peptides obtenus sur colonne C18,
I'échantillon a été repris dans une solution cotfyp@tvec le fractionnement par isoélectrofocailisahors
gel et analysé par LC-MS/MS. Nous avons ensuitepdéniensemble des résultats obtenus dans une base
de donnée, groupé les protéines identifiées dansAdractions et confronté cette liste de protéire liste
obtenue a partir du méme échantillon non fractioenénalysé par LC-MS/MS (voir Figure IV.3). Nous
avons ainsi identifiés un total de 830 protéinescdes critéres de validation décrits au chapltrddnt la
guasi-totalité (816) a été identifiée a partir d@sfractions IEF. Ces résultats nous ont permisaelure
gu'il était possible d'utiliser cette technique slgs échantillons urinaires préparé selon notréopote
standardisé défini dans le chapitre Il : précipita TCA suivi d’'une digestion en solution. De plus
nombre de protéines identifié a partir d’'un échimmticontrole fractionné par Gel SD-PAGE était d/iean
700 protéines. Le résultat obtenu sur un échantfiactionné par IEF était donc similaire, voirgééement

supérieur a celui obtenu par GeLC-MS.

Par ailleurs, dans le cadre de ce projet, nousosligps d’'une cohorte de patients décrite en détail
dans le chapitre suivant. Cette cohorte était cadpale patients sains et de patients atteintsnakeuts de
la vessie. Les échantillons urinaires de ces patiem été regroupés en 10 pools constitués patifesiens
selon des critéres de risque de progression oédadive de la tumeur. Chague pool contenait chdesin
urines de 10 patients. Les protéines urinairegthextraites par précipitation TCA et digéréesa@ntion
selon notre protocole standardisé, les peptides abtenus ont été fractionnés en 12 fractionslpar A
l'issue de I'analyse des 120 fractions obtenuearirples 10 pools de patients sains ou malades, &wons

identifiées un total de 8903 peptides correspondarit357 protéines non redondantes. Ce résultat,
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comparable en profondeur d’analyse a celui obtemge e fractionnement par Gel SDS-PAGE et a celui

d’Adachi correspond a une bonne couverture du pna¢eurinaire.
Réduction de la gamme dynamique : Equalizer

Parallelement, a I'évaluation des techniques detifranement, nous avons testé une méthode
permettant de réduire la gamme dynamique d’éclhamilcomplexes appelée Equalizer. Cette technglogie
parue en 2008, a été développée par Biorad et coriaiigée sous le nom de ProteoMitter Cette
approche permet de réduire la gamme dynamique afis&gt les concentrations protéiques d’'un
échantillon biologique. Pour cela, I'échantillont éacubé en présence d’'une banque combinatoire
d’hexapeptides (soit 20ou 64 millions de ligands différents) greffés sdes microbilles de
polymethacrylate. Chaque bille porte des millioms abpies d’'un unique ligand. Théoriquement, chaque
protéine de I'échantillon complexe posséde un ligaour lequel son affinité est maximale. Une fas |
sites de leurs ligand préférentiel saturés, legpres en exces sont éliminées avec le surnagesmbgettant
ainsi de réduire les différences de concentratiotneeles protéines les plus et les moins abondatees

I’échantillon.

L’Equalizer a d’abord démontré son potentiel pdaircaractérisation du sérum (Thulasiraman et al.,
2005) qui présente une trés importante gamme dynamil a ensuite été testé sur 'urine par Castagn
2005 (Castagna et al., 2005). Dans cette étudeanp d'un méme échantillon urinaire, 134 protginat
été identifiées apres traitement d’'urine par urtquale conventionnel (GeLC-MS), et 383 protéineeap
I'étape d’'égalisation. lls ont ainsi quasimentlé&ife taux d’identification de protéines urinaigrdice a cette
déplétion. Sur la base de ce résultat, nous aw&iméque cette technique avait le potentiel d'aemper de
facon substantielle notre couverture du protéonmgaine et d’accéder ainsi a des candidats biomargue
tres faiblement abondants. Néanmoins, nous notoadeqvolume d’urine utilisé par Castagna et alirpa
déplétion était considérable (1,6 litre) et ditéchent compatible avec les contraintes d’'une étlidejue
telle que la nétre. En considérant un volume moyemine par patient de 80mL, il faudrait collectes
urines d’'une vingtaine de patients de méme patiwlsade, grade, risque de progression ou deivégid
pour pouvoir obtenir une telle quantité d’'urine, ©n fonction de la prévalence de la maladie éfdita
peut prendre plusieurs mois voire des années pouairrun aussi large panel de patients, et c’a$pigaout
simplement infaisable. Ainsi, dans notre cas, raisgosions d'un volume d'urine de seulement 40 rat. p
patients a partager entre trois centres de reckerchpliqués dans la découverte et I'évaluation des

biomarqueurs. Nous avons donc été obligés d’adépmotocole en conséquence.

D’apres les concepteurs de la méthode Equalizgradamétre le plus critique pour I'égalisation est
le taux de saturation des billes, c’est a direaterentre la capacité de charge des billes etidentifé totale
de protéines dans I'échantillon. Pour permettre hoene interaction entre les protéines et leuenlig, il

est préconisé de travailler avec un taux de saardae 50x pour des performances optimales, soitghfe
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protéines pour un volume de 100uL de billes. Siecqtiantité de protéines est aisément atteinte havic
de plasma, elle correspond a environ 500mL d'urdiié.est possible de jouer sur le volume d’urihesst
également possible de réduire le volume de billgpeddant, le risque encouru est que cela induis®ust
échantillonnage de la librairie de ligands, c'eslir@ que la sous-population de billes utiliséest’plus
représentative de la complexité de la librairieci@®urrait engendrer une perte de reproductibditére les
analyses. De plus, réduire le volume de billes ar pésultat de diminuer la capacité de charge at da
sensibilité de I'analyse. Pour évaluer ces diff&ydacteurs, nous avons fait varier le volume diedien
fixant le volume d'urine & 8mL (Tableau 1V.1). Rant d’'un taux de saturation proche de celui quit éta
recommandé (20x), nous sommes descendus a degsvalés inférieures (2.5x). Il ne nous a pas été
possible d’atteindre le taux préconisé de 50x,ntars étions limités par le volume trop faible diéebia

prélever (inférieur a 2uL).

Tableau IV.1: design de l'optimisation de la qusntde billes Equalizer pour la déplétion des

protéines a partir d'un faible volume d’urine.

_— . Volume de billes ) )
Volume initial d’urine ) Taux de saturation des billes
Equalizer
8mL 2uL 20 x
8mL 4ul 10 x
8 mL 16 pL 2.5x

Albumine [

2ul 4ul 16ul
de billes de billes de billes

Figure IV.4: Gel SDS-Page des extraits
protéiques obtenus aprés déplétion partielle dest§ines majoritaires par la méthode Equalizer d'un
échantillon d'urine de 8 mL a l'aide de quantitéariables de billes. Piste 1: contr6le (échantillon
ultrafiltré). Pistes 2, 5, 8 : fractions non retersi(apres ultrafiltration). Pistes 3, 6, 9 : lavagdistes 4, 7,

10 : Extraits élués des billes.
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On observe sur la figure 1V.4 les profils protéiguabtenus a partir d’'un méme échantillon traité
dans les différentes conditions de déplétion désrdans le tableau IV.1 comparés au profil du méme
échantillon non égalisé correspondant a notre gondiontréle (piste 1). Les piste 2 a 10 corresien a 8
mL d’urine égalisée avec : 2uL de billes Equaligastes 2 a 4), 4uL de billes (pistes 5 a 7) epll&de
billes (pistes 8 a 10). Apres avoir incubé ledédénts volumes de billes dans 8 mL d’urine etdesir
lavées de maniére a éliminer les protéines en gyistes 2-3, 5-6 et 8-9), nous avons élué lesepres

fixées sur ces billes a I'aide de tampon de Laer(iidites 4, 7 et 10).

On observe que les profils protéiques corresponaaxtractions non retenues (piste 2, 5 et 8) sont
tres similaires a I'échantillon initial, ce qui pest de confirmer que l'on n'a pas extrait une geand
proportion des protéines en exces dans l'urine. d@atre, a I'exception d'une bande correspondant a
I'albumine sur I'échantillon & 16 L de billes, thgsu de protéines sont élués lors de I'étape daytapistes
de gel 3, 6 et 9). De plus, les profils protéiqgd&dution correspondants aux volumes de billes 2|4t
(piste 4 et 7) sont trés faiblement colorés. Cenfiome que la capacité de charge des billes quaedrop
faible quantité est utilisée, entraine une perteselesibilité de I'analyse. Cependant, les résuttbtenus
avec un volume de billes de 16uL sont tres enceanatg. En effet, on observe un enrichissement afil pr
protéique et une diminution tres significative ddande correspondant a I'albumine (protéine najoeide
l'urine). En conclusion, il semble donc possibledépléter efficacement les protéines majoritainecain

taux de saturation 20 fois moindre que celui recamoié en partant de seulement 8mL d'urine.

Cependant, étant donné que nous avions utiliséfranton de la librairie de ligands (16 pL d’'un
volume globale de 100 puL), nous nous sommes inggiigt risque de sous-échantillonnage de la libratri
du risque d’irreproductibilité ainsi encouru. Nauns donc évalué la répétabilité de la mesungigsant
le méme taux de saturation (2.5X) mais en incomgoreette fois-ci, la totalité de la librairie dgdnds a
I'échantillon d’urine. Pour ce faire, nous avoneubé la totalité des billes dans 50 mL d’urine poloitenir
le méme taux de saturation. Les résultats obtenugesprofil protéique du gel SDS-PAGE étaient trés
similaires & ceux obtenus a partir de 8 mL d’'urimaibé avec 16 uL de billes. Cependant, pour ergue
nous obtenions des résultats homogénes a partitedesvolumes urines (50 et 8 mL), nous avons ooér
les listes de protéines obtenues a partir des semlyC-MS/MS correspondant a ces deux conditioaes. L
deux échantillons ainsi traités ont permis d’idéertil103 protéines au total : 993 ont été obterzupartir
de 50 mL d'urine égalisée avec 100uL de billes%et 8 partir de 8 mL d'urine égalisée avec 16 uL de
billes. Au total, on obtient 77% de recouvremerttefes deux méthodes, ce qui est tout a fait coalya
au taux de recouvrement entre deux réplicationa di@me échantillon protéique. Ceci démontre que le
faible volume de bille utilisé pour les 8 mL d'weime génere pas de biais expérimental d0 au sous

échantillonnage de la librairie de ligands.

En conclusion, il a été démontré qu'il était poksitte travailler avec un taux de saturation bien

moindre que celui préconisé par Biorad (2.5X), & gela n'affecte pas la reproductibilité. Celanmetr
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d’égaliser les protéines urinaires a partir de fadildes volumes d’urine (8 mL) compatibles aves daudes
de protéomique clinique. Nous avons ainsi réal@ dnalyses LC-MS/MS avec cette technique, a partir
d’échantillons urinaires issus de 30 donneurs sairasemble de ces analyses a permis d’identifietotal

de 12035 peptides correspondant a 1467 protéimesedondantes.

Cette approche présente, cependant, quelquestiongaEn effet, il est extrémement difficile de
récupérer la totalité des billes par sédimentagipres I'étape d’'incubation. Une amélioration pdssie la
méthode serait d'utiliser des billes magnétiquaa dfaméliorer la reproductibilité des analyses snai
également la couverture protéique. De plus, il pé& encore été démontré la faisabilité de digémer e
solution les protéines fixées sur les billes. Déppkr un tel protocole permettrait de coupler kentages
de I'égalisation aux avantages du fractionnememntlgg hors gelet d’obtenir une meilleure couverture

protéigue.

On note également que les résultats obtenus eresedm couverture du protéome urinaire sont
nettement supérieurs a ceux de Castagna. En effatipbe quasiment le nombre de protéines qu'ils on
identifiées. Cette différence peut s’expliquer emtip par I'évolution de I'instrumentation (LTQ-Qulap)
mais aussi par le traitement préanalytique des ndéilbas. Lors de notre analyse, nous avons tenté
d'ultrafiltrer de plus grand volumes d’urines etusavons observé que les protéines urinairespitaent
lors de la préconcentration de l'urine dans lesesulivaspin. Nous n’avons donc pas conservé ces
échantillons pour le reste de I'étude. Ainsi, lers@Castagna ultrafiltre 1.6 litre d’urines jusqd@mml, il est

possible qu’il ait perdu une grande proportion pleg€ines a cette étape de préconcentration.

2. Comparaison des techniques de fractionnement

Afin de déterminer si une méthode était meilleure tps autres en termes de couverture protéique,
de gamme dynamique et de cout associé a I'obted@arette couverture protéique, nous avons coniparé
techniques de fractionnement et de déplétion qus awions utilisé. Enfin, nous avons analysédesi¢s
de la Gene Ontology associés aux protéines idéeifiafin d’évaluer s’il n'y avait pas de biaistermes de

classes de protéines identifiées, introduit pameéthodes de fractionnement ou de déplétion.

En partant des seules entités qui peuvent étre a@mp entre elles, c’'est a dire les peptides
identifiés, nous avons élaboré une méthode perntetta comparer des listes de protéines a partir de
différentes analyses LC-MS/MS. Lorsque l'on veutnparer des listes de protéines qui proviennent de
plusieurs analyses LC-MS/MS, il faut un algorithgue n’était pas disponible a I'époque ou cette étacté
réalisée. Nous avons donc développé un tel algoetfui a été, par la suite, intégré dans un logitédie
développé au laboratoire : hEIDI (Exploration antegration of Data and Identificaton). Ce logicglen-

source est maintenant disponible a la communabité:(/biodev.extra.cea.fr/docs/heidi ). Quelques

définitions sont nécessaires afin de mieux compeente fonctionnement du logiciel. Ainsi,

uneidentification est un résultat généré par le logiciel Mascot @hmilé dans une base de données
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relationnelle appelée Mass Spectral Identificatitaiabase (MSIdb)Typiquement, dans notre pipeline
actuel, les résultats de recherche de Mascot sdidiég a l'aide du logiciel IRMa, et exportés VvarSidb
ou ils sont représentés comme ddentifications(Figure 1V.5). Le plan d'expérience peut étre éspnté
comme une structure hiérarchique ou chaque « ngaagpelécontexte correspond a un stade expérimental
particulier, incluant lesdentificationscorrespondantes. Ceci permet de regrouper aulnig’esm contexte
'ensemble des fractions d’'un méme échantillon. é@mple, dans notre étude, eomtexteappelé GelLC-
MS pourra regrouper toutes ledentificationsobtenues a la suite des analyses d’extraits ueiregires

fractionnement sur gel.

Succinctement, hEIDI, permet de créer, d’exploteteecomparer différentsontextesde filtrer les
peptides et les protéines selon le nombre de mEptdi permettent de les identifier. Ce logicietnpet
également de regrouper les protéines identifieesupaméme ensemble ou sous ensemble de peptides
(appelé aussi protéine groupe). Enfin, il est gidssile comparer des listes de protéines et d’eaptes
résultats dans une base de données AMT, au formegs& compatible avec les logiciels utilisés paur |

guantification.

Identifications
(Résultats de recherche en base de données)

IRMa
(filtres& export) Gestion de Contexte
Options de filtres

regroupement de Protéines

Comparaison de listes d’identification

Génrération de base AMT

Export PRIDE

Base de données AMT

Figure IV.5:
Périmétre fonctionnel du logiciel hEIDI utilisé pooompiler les résultats de multiples identificatsoau
sein de contextes définis par I'utilisateur. Cesteates peuvent ensuite étre comparés entre etermes

de protéine groupes et de peptides identifiés.

La méthode de comparaison que nous avons utiiedsjste en premier lieu a combiner ensemble
plusieursidentificationsdans urcontexte Ainsi nous avons regroupé les analyses LC-MS/&igées dans
les différentes méthodes de fractionnement ou gitién, dans un seabntexte Dans un deuxiéme temps,
'ensemble des protéines identifiées ont été rqmFes erprotéine groupes On exporte ensuite la liste des
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peptides non-redondants, les protéingsretéines groupesorrespondants dans une base de données AMT.
On établit ensuite la correspondance entre chadWi€ tags et les peptides de la MSldb sur la baskeue
séquence et de leur masse calculée pour retrouedle gnéthode avait permis leur identification. iBnbn
attribue alors a chaqumotéine groupda ou les méthodes de fractionnement ou de déplétii ont permis

de I'identifier.

Tableau IV.2 : Exemple simplifié de comparaisorreenteux listes de protéines obtenues par des

méthodes de fractionnement différentes.

Protein Equalizer IEF Résultat final
@] (@) @ @O
Protein P1 © © o o *®
(@) () @ @
(@) O
O (@) [ ) o € )
. (@) O o @ € ()
Protein P2 o o ® ® e
@] (@) [ ) aso
O @) 00
Protein P3 e} @) ©0)
. (] @ (]
Protein P4 ® °

O Peptide identifié par Equalizer
® Peptide identifié par IEF

Le tableau IV.2 présente un exemple simplifié degaraison de deux contextes. Ainsi, si on a
identifié les protéines P1, P2 et P3 avec la méttieglializer et que la méthode IEF a permis d’ifienties
protéines P1, P2 et P4, on regroupe toutes ce8impestdans un contexte global (colonne Résultat)fin
L’interrogation du tableau complet permet de dézlgjue les protéines P1 et P2 ont été identifieedepa
deux méthodes Equalizer et IEF, que la protéina Bt@ identifi€ée uniguement avec la méthode Ecpradiz
P4 uniqguement avec la méthode IEF. Il est de physrtant de comprendre que, lors du regroupement de
protéines erprotéine groupesians uncontexteplus large, des protéines identifiées dans les-sontexte
par un méme sous-ensemble de peptides peuverdigtréminées en plusieugmotéines groupesur les
base de nouveaux peptides identifiés. La figuré iNustre ce phénomene a travers I'exemple d’'wemper
contexte dans lequel on identifie les protéines P1 etAA2.constitue alors le septotéine groupguisque
dans le set de peptides qui permet de I'identifigren a au moins un qui lui est spécifique (#2ar contre
P2 n’'est pas uprotéine groupemais une protéine « sub-set » ghotéine groupeP1* puisqu’on n'a pas
identifié de peptide spécifique de cette protép2 ét p3 permettant d’identifier également P1l)nPke

second contexte, P1 et P2 sont tous les deuwpadéine groupespuisqu’ils ont au moins un peptide
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spécifique (pl pour P1 et p4 pour P2). Lorsque fegroupe les deusous-contextedans urcontexteplus

global, P1 et P2 deviennent ainsi toutes dewpdatgine groupes

contexte 1 contexte 2 Contexte global
* * . *
P*; P*, grouping P*;
+ ——>
* %
P2 P 2 P 2

* Protéine groupe
@ Peptide 1

Figure IV.6. Comment le fait de regrouper les ide#tion de plusieurs contextes permet de lever
'ambigiité concernant des protéines appartenaitialement au méme protéine groupe par I'ajout d’'un

peptide non-partagé.

A partir des analyses des échantillons traitésndels différentes techniques de fractionnemeneet d
déplétion (GeLC-MS, IEF OFF GEL et Equalizer), n@w®ns constitué une base de données contenant
'ensemble des protéines urinaires identifiéesteClease comprend 18 551 peptides correspondan7adal3
protéines regroupées en 2014 protéines non redt@xdawprotéine groupes

Tableau V.3 : résumé de caractéristiques des tteshniques comparées dans le cadre de la

caractérisation du protéome urinaire par différemtechniques de fractionnement.

Gel SDS-PAGE 1D | __Equalizer __| Précipitation TCA - F

Donneurs Sains et malades sains sains et malades
Nombres de donneurs approx. 60 30 100
Quantité d’urine 2mL 8-50mL 10mL
Nombres d’analyses LC-MS/MS 693 121 120
Nombres de protéines identifiées 1593 1467 1614

Dans le tableau 1V.3, on a regroupé les performmetearactéristiques des trois méthodes utilisées
pour accéder aux 2014 protéines urinaires. Il gsttar que les fractionnements GeLC-MS ou IEF oét é
effectués sur des échantillons de patients sainglketdes, alors que la déplétion Equalizer n'aeffaxtuée
gue sur des donneurs sains. Les patients dontilesswnt été fractionnées par la technique IER kn
patients de la cohorte qui a ensuite servie poguémtification et la découverte de nouveaux bigueaunrs

de cancer de la vessie (voir Chapitre V). En cecqacerne la technologie Equalizer, nous avonecdlles
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urines de personnels du laboratoire pour testedif&yentes conditions citées plus haut. Le fiautiement
par gel SDS-PAGE a été réalisé a partir de 2 mlimy tandis que I'Equalizer ou I'lEF ont nécessité
plus grand volume 8 et 50 mL pour I'Equalizer emlOpour I'lEF. Ces différents volumes d'urine, ndis
part les 50 mL correspondant au contréle de remtdulité de I'Equalizer, sont tout a fait compdéb avec
un projet cliniqgue dans lequel il est commun detggmr les échantillons entre différents partenastgs
différents axes de recherche. Enfin le nombre d&pres identifiées est sensiblement identique$ que
soit la méthode utilisée pour caractériser le o urinaire. Cependant, les nombres d’analyses aju’
fallu pour atteindre ces résultats sont quant & #és disparates allant de 120 jusqu’a environatflyses.
Les résultats en termes de nombre de protéinetifiles sont Iégérement différents de ceux dédatss les
paragraphes dédiés a la description de chaque detlette différence est due au fait que I'on & cné
contexte global regroupant toutes les protéines urinaimsntifiées quelle que soit la méthode de
fractionnement ou de déplétion et que le regroupérdes protéines eprotéine groupegst réalisé a ce
niveau. Ainsi des peptides identifiés dans lesesutraitements vont permettre de différencier mfeséine
groupesqui étaient initialement impossible a distinguamnsl le contexte d’'une seule technique, comme

illustré sur la Figure IV.6.

Lorsque I'on analyse le recouvrement obtenu enderdeprotéine groupesdentifiés grace aux
méthodes de fractionnement et de déplétion, onrebsgue le nombre dprotéine groupesommuns
représente 52% de la totalité des protéines idéesif(Figure IV.7). Si on considére maintenanplegéine
groupescommuns a au moins deux méthodes, on aboutitigoar80% de recouvrement. Ceci indique que
les méthodes utilisées pour caractériser le pra@minaire conduisent plus ou moins a la méme atunee
du protéome urinaire, bien qu’'elles soient conaglfgment tres différentes : fractionnement deséines,
fractionnement des peptides et réduction de la gamymamique. On note de plus un fort recouvrement
(70%) en comparant les deux méthodes de fractioaneet la technique permettant de réduire la gamme
dynamique semble Iégérement différentes (140 presécommunes avec la méthode IEF ou GelLC-MS,
alors que l'on obtient 269 protéines communes elgseprotéines identifiees par GeLC-MS et celles
identifiees par IEF). Pour autant, apres avoir ééppartiellement les protéines par Equalizer raumns

utilisé la GeL.C-MS pour fractionner et digérer pgstéines ainsi extraites.
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1595

Figure IV.7 : Diagramme de Venn représentant leotecement des listes de protéine groupes
couverts a l'aide des trois méthodes de fractiorer@nou de déplétion utilisées pour la générationlale

base de donnée du protéome urinaire.

Par ailleurs, le nombre d’analyse nécessaires atteindre les différentes couvertures protéiques
doit étre pris en considération. Dans une étudprd&omique, le colt moyen d’'une analyse d’une éeur
réalisée sur une plateforme de service représqeoximativement 100 euros. Ainsi il est important
d’évaluer si la technique choisie pour explorgprietéome permet d’accéder rapidement a une cougedtu

protéome suffisante pour accéder aux protéinesntaires qui sont autant de biomarqueurs potentiels
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Figure 1V.8 : Nombre
cumulé de protéine groupes identifiés par chacues tlois méthodes de fractionnement ou déplétion
utilisées pour la génération de la base de donmégaine en fonction du nombre de fractions analgsée
Exemple de gel SDS-PAGE obtenu en vue de 'an@gk€-MS d’'un échantillon urinaire.
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La figure 1V.8 représente le nombre cumulé de [met§roupes identifiés en fonction du nombre de
fractions analysées par LC-MS/MS pour chacunend&hodes utilisées. On observe une croissance plus
rapide de la couverture du protéome urinaire quanditilise le fractionnement peptidique par IEmdia
gue celle associé au fractionnement par GeLC-MSaeplus modérée. Les analyses LC-MS/MS aprés
déplétion partielles des protéines les plus abdedapar Equalizer donnent, quant a elles, destaésul
intermédiaires. Dés la premiére analyse, on idenéfiviron 400 protéines avec I'lEF alors que lem
identifie moins d’une centaine avec le fractionnetr@eLC-MSavec ou sans déplétion. Ceci s’explique e
partie par le fait que les premieres bandes deagalysées correspondent aux protéines de haut poids
moléculaire, et lorsque I'on observe la coloratéhngel (Figure IV.8), on note une faible coloratidens
cette zone, indiquant qu'il y a sans doute peurd&mes dans ces bandes. Si I'on considere deotugce
I'on ne contrdle pas le rendement de digestioni @jus I'efficacité de I'extraction des peptides gil, on
récupére au final un peu moins de protéines quéap@chnique IEF. Lorsque I'on analyse un échiantil
complexe en fractionnant les peptides par IEF, dargs un premier temps Vvérifié que I'étape de tiges
s’était bien déroulée et qu'il ne reste pas demfrags trop important sur un Gel SDS-PAGE. De pétant
donné que I'on sépare ensuite les peptides etawoprbtéines, on couvre potentiellement une lasgenge
de protéines dés les premieres fractions. Paugsll@lans une bande de Gel SDS-PAGE, les protéords
séparées selon leur poids moléculaires, et si andebcontient des protéines majoritaires, cellegé@@nt
une gamme dynamique défavorable a I'identificaties protéines les moins abondantes. C’est poutguoi
fait d’avoir égalisé auparavant les concentratiprgéiques avec la méthode Equalizer permet d'ameli

le nombre d’identifications par rapport au GeLC/MS.

Dans une publication datant de 2004, Liu (Honghin Sadygov, & Yates, 2004) a développé un
modéle capable d'estimer le nombre d’'analyses fptit réaliser pour atteindre la saturation du nande
protéines identifiées sur un extrait de levure g la trypsine. lls concluent qu’au bout de l18lgses du
méme échantillon, on atteint une saturation de @&%otal de protéines identifiées. Méme s'il esfiaie
de faire un stricte paralléle avec nos donnéegphrait que I'analyse d’'un seul échantillon qusaieavec
un fractionnement par IEF ou une déplétion Equalimrmet d'atteindre entre 75% et 85% des protéines
identifiées. En ce qui concerne la GeLC-MS, partregron atteint seulement 50% de la couverturdetGta
l'issue de I'analyse des quarante bandes du preduorantillon analysé. En conclusion, d'apres lassence
du nombre de protéines en fonction des analyseMIBO4S, c’est le fractionnement peptidique par IEF g
permet d’accéder le plus rapidement a la meilleoteverture du protéome urinaire (1614 protéine 2

analyses).

Si I'on ne devait choisir gu'une seule méthoderdetionnement, il serait important d’évaluer si les
protéines que I'on perd ne seraient pas issuesdiatégorie fonctionnelle ou une localisation patigre.
Ainsi, en faisant le choix d'utiliser uniguementftactionnement IEF, nous avons vérifié que ledgines

perdues ne permettaient pas d’enrichir une catédomictionnelle, ou une localisation cellulaire.
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En conclusion, nos résultats montrent qu'il n'exipas de biais analytiques considérables dus aux
méthodes de fractionnement ou de déplétion. En, effeobtient une couverture équivalente du progom
urinaire quelle que soit la méthode utilisée. Pautant, nous avions sélectionné pour cette phase de
caractérisation du protéome, trois stratégies th@erses: une classique et deux innovantes et tres
prometteuses d'aprés la littérature. En conséqueteefait d'opter pour une seule méthode de
fractionnement ou de déplétion, ne remettrait pascause de maniere drastique la profondeur de
caractérisation du protéome urinaire. Il est a mtdat de méme que I'isoélectrofocalisation présemt
léger avantage avec une croissance plus rapide odibre d’identifications en fonction du nombre
d’'analyses comparé aux deux méthodes utilisamalgibnnement des protéines par gel SDS-PAGE, grace
en particulier a son débit analytique accru (12tfoms a analyser comparé a une quarantaine debazad
échantillon pour la GeLC-MS). De plus avec a cettéthode, il est possible de traiter jusqu'a 16
échantillons en paralléle. Toutes ces raisons, @t nous pourrions recommander cette méthode pour

I'analyse de grand nombre d’échantillons complexes.

;r’:n)n-
Focus sur les protéines quantifiées '
soit par IEF, soit par Equalizer
.‘\.. *37 protéines ProteoMiner™
-~
o~ o
—
—
\\~\\\
*44 protéines « unique ProteoMiner™ » ‘\\
©219 protéines « unique TCA - IEF » \\
\
o - 7 7 7 " Figure IV.9: Gamme

dynamique des protéines groupes quantifiés lorg gdhase de découverte (voir chapitre V). Les pgodte
couleur correspondent aux protéines groupes idéstifexclusivement par une seule méthode de

fractionnement/déplétion.

Aprés la phase de caractérisation du protéome itgjn@mous avons réalisé une étude de
quantification des protéines urinaires pour étabie liste de candidats biomarqueurs du cancex dessie.
Comme nous allons le voir par la suite (voir Chapif) nous avons ainsi pu quantifier 1378 protésias
les 2014 protéines identifiées lors de la phaséngréire. Nous avons également pu déterminer quell
méthode de préparation et de fractionnement aeaihig I'identification de ces protéines quantifigdssi
gue leur abondance relative chez les patients sémly.a Figure IV. 9 montre la gamme d’abondanee de

protéines ainsi quantifiées. On note sur ce graple parmi I'ensemble des protéines quantifiées, 44
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protéines avaient été identifiées uniguement paedanique Equalizer et, parmi ces 44 protéines,large
majorité (37) se situe parmi les protéines de fdilde abondance. Ces protéines ne se regrouperdgre
une catégorie fonctionnelle ni dans une localisatiellulaire particuliere. Ce résultat confirmeyfiothese
selon laquelle la technique Equalizer permet deliiréda gamme dynamique d’échantillon complexe et
donc d’accéder a I'identification de protéines mitaires. Il est important de noter également, e que
ces protéines aient nécessité un technique detibépl@our étre identifiees par MS/MS, elles onté§ite
quantifiées par la suite dans des échantillonsframtionnés sur la base de leur signal MS. D'apes
résultats, il nous semblerait intéressant apres a&duit la gamme dynamique protéique a l'aide bides
Equalizer, de pouvoir digérer les protéines fixées les billes en solution et de fractionner leptipes
résultants par IEF. Ceci permettrait en effet dapter 'augmentation de gamme dynamique due a la
déplétion avec les avantages en termes de déhie etouverture du protéome obtenus a l'aide du

fractionnement par isoélectrofocalisation.

C. Base de données des protéines urinaires

1. Description générale

Une base de données urinaire a été compilée & p@rtil233 analyses LC-MS/MS d’extraits
protéiques issus d'urines de patients sains etdeslaAu final, nous avons identifiees 18551 peptide
correspondant a 2014 protéines urinaires non redded. Cette base de données est représentééadans
Figure IV.10, ou chaque point représente un peplim® les coordonnées sont sa masse monoisotopique
calculées sur la base de sa séquence en acideeaminges modifications post-traductionnellese ¢¢inps
de rétention chromatographique observé pour ceideepdrs de la compilation de la base de donnée
normalisé sur la durée de la séparation. Sur €igiiee, nous avons mis en évidence quelques peséin
majoritaires de I'urine telles que I'albumine, Ithépexine, la sérotransferrine ou I'uromoduline. g\imous
pouvons visualiser pour I'albumine, 247 AMT corresgant a 119 séquences en acides aminés uniques et
une couverture protéique de 95.6%. Les donnéeseoumamut la sérotransferrine, I'hémopexine et
'uromoduline sont regroupées dans le tableau Na4nédiane du nombre de peptides par protéineeeSt d
et pour la plupart des protéines majoritaires deire, telles que I'albumine, la sérotransferring o
’'hémopexine, on obtient une excellente couvertpretéique, supérieure a 75%. En ce qui concerne
'uromoduline, il n’a pas été possible d'identifisnsemble des peptides de cette protéine et dityléer
le peptide signal et la partie N-terminale de letgine ne contenant aucun site de digestion, cexqlique
la couverture relativement plus modeste de cett#épre (58.4%), alors qu’elle représente l'une des

principales protéines de I'urine.

Chapitre IV : Caractérisation du protéome urinaire
Page 114



Protéines urinaires
majoritaires

7000

6500

® ALBU_HUMAN
® HEMO_HUMAN
. ® TRFE_HUMAN
® UROM_HUMAN

6000

55007

5000+ .

b= .
.2 4500+
8' 3 o
3 s e ons
2 4000 . . . L TR
e ) . g B, .
5} . - S A ) 79
£ 35007 3 ; ST L TR, - .
= . . ! *a 2e o
= T W oy A .
< 3000 o 8 0 Ve ARy iy e’ . %'

. TPy s =ikt

Y . ®. %
S e '“.0 % - ” ’“."v“ » o

2500 i SEAER

-
>
-
»
9,

2000+

1500 ~
PRt 13 n* o '“:r.’:').l :0‘ ...° g N
%

1000 - S e R ST
. . . R - ': L d
500
T T L) T ¥ T T T T T I L
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

NET temps de rétention normalisé

Figure 1V.10 : Représentation bidimensionnelle @édése de données AMT du protéome urinaire
compilée dans le cadre de ce travail. Chaque painrespond a un peptide dont les coordonnées
analytiques sont la masse monoisotopique et ledatapétention normalisé. Les peptides correspondan

guelques protéines majoritaires de I'urine ont gtié en évidence par un code couleur.

Tableau IV.4: Nombre d’AMT et couverture de ségaede quatre protéines majoritaires de

l'urine.
3 Nombre de séquenceg 3
Proteine Nombre AMT ] ] . | Couverture proteique
uniques (acides aminés)

Albumine 247 119 95.6%
sérotransferrine 177 95 91.5%
hémopexine 49 34 74.7%
uromoduline 93 38 58.4%

Au niveau de la MSldb utilisée pour compiler nditesse AMT, le taux de faux positif, estimé par la
formule de Gygi (Elias & Gygi, 2007) était de 1.53@ependant il est a noter que ce taux de fauxipesi
estimé avant les filtres sur la longueur des peptilongueur> 6 AA) et I'élimination des protéines

identifiées par un seul peptide de score inférée@0. Ainsi, ce taux de faux positif est une sumesgion de

celui que I'on a réellement dans la base de donABBS
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L'analyse des termes de la Gene Ontology pour sbségs classifications fonctionnelles des 2014

protéines identifiées a été faite a I'aide du ladiProteinCenter (ThermoFisher).

cellular component

count

molecular function

count

GO term GOterm

I cell surface Il mitochondi I antioxi activity Il signal transducer activity
I chromosome Il nucleus || catalytic activity I structural molecule activity
| cytoplasm | organelle lumen I oNA binding | transporter activity
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Figure IV.11 : Résultat de I'analyse des termes &®Qociés aux protéine groupes de notre base de

données du protéome urinaire regroupés par compegailulaires, fonctions et processus biologiques.

A partir de ces résultats, nous avons observéslifgents compartiments cellulaires, fonctions
moléculaires et processus biologiques mis en égilsar la base de nos protéines urinaires (Figudel).
La classification des comportements cellulaire®lewne majorité de protéines cytoplasmique (2a#é),
protéines membranaires (19%) et de protéines g&xréfl5%). Ces observations, proches des celles
précédemment publiées dans des études antériearddapimuthu (Marimuthu et al.,, 2011) ou Adachi
(Adachi et al., 2006), s’expliquent par le fait dugine est un fluide biologique dans lequel otroave les
déchets de l'organisme et également des protéiimetées par I'épithélium qui tapisse l'intériewr ld
vessie. Les fonctions moléculaires, quant a eliégelent des protéines impliquées dans des adivité
catalytiques (19%) ou qui interagissent avec des étalliques (12%). La plupart de ces annotstidéja
observées par ailleurs, sont trop génériques poutirer des conclusions informatives. Les simiégit
trouvées avec les études d’Adachi et de Marimutious permettent de conclure qu'il N’y a pas deveéri
sur ces classifications dues a nos méthodes darptéms ou de fractionnement.

D’autre part, une analyse de notre liste de pretiarinaires, a I'aide du logiciel GORILLA
(http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il) a permis delculer son enrichissement en termes GO particpbe
rapport a I'ensemble du protéome humain. Il res$ertette analyse que notre base de données dwimet
urinaire est significativement enrichie en protéinepliquées dans le métabolisme lipidique et en
lipoprotéines (et plus particulierement celles dabolisme), ainsi qu'en protéines impliquées dens
transport et la dégradation (voir Tableau IV.5)t @arichissement trés significatif du protéome aire n'a
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jamais été rapporté par ailleurs et il serait Bg8ant de le mettre en lien avec les processusofigigues
du rein et de la vessie. Néanmoins, il est impordanoter que pour I'analyse d’enrichissementlesaent
41% des protéines ont été utilisés par le logi€elci est dO au fait que GORILLA utilise des barmyde
données dans lesquelles un terme GO n’est pasrgtai@ement associé a chacune des entrées. Cdci peu
donc induire des biais dans l'interprétation desiltats. De plus les processus surexprimés repetadas
processus les mieux documentés a I'heure actumlequi peut engendrer un biais supplémentaire dans

'analyse.

Tableau IV.5 : Principaux enrichissement en ter@€s basé sur une analyse par le logiciel

GORILLA, de notre base de données du protéomeirginamparée au protéome humain.

GO term Description P-value FDR g-value| Enrichment (N, B, n, b)
G0:0019216 regulation of lipid metabolic process 4.08E-08 0.000199 8.41 (810,20,53,11)
G0:0006869 lipid transport 0.00000013 | 0.000316 7.71 (810,21,55,11)
G0:0034375 high-density lipoprotein particle remodeling 0.000000137 | 0.000223 12.89 (810,8,55,7)
G0:0045833 negative regulation of lipid metabolic process 0.000000168 | 0.000204 15.28 (810,6,53,6)
G0:0033700 phospholipid efflux 0.000000168 | 0.000163 15.28 (810,6,53,6)
G0:0044765 single-organism transport 0.000000329| 0.000267 2.83 (810,138,58,28)
G0:0006810 transport 0.000000395 [ 0.000275 2.58 (810,168,58,31)
G0:0051234 establishment of localization 0.00000055 | 0.000335 2.55 (810,170,58,31)
G0:0034377 plasma lipoprotein particle assembly 0.000000752 | 0.000407 11.45 (810,9,55,7)
G0:0065005 protein-lipid complex assembly 0.000000752| 0.000366 11.45 (810,9,55,7)
G0:0033344 cholesterol efflux 0.000000752 | 0.000333 11.45 (810,9,55,7)
G0:0015711 organic anion transport 0.000000824 | 0.000335 8.60 (810,16,53,9)
G0:0015748 organophosphate ester transport 0.00000133 | 0.000497 13.10 (810,7,53,6)
G0:0015914 phospholipid transport 0.00000133 | 0.000462 13.10 (810,7,53,6)
G0:0043691 reverse cholesterol transport 0.00000212 | 0.00069 12.62 (810,7,55,6)
G0:0034367 macromolecular complex remodeling 0.00000272 | 0.000829 10.31 (810,10,55,7)
G0:0034368 protein-lipid complex remodeling 0.00000272 | 0.00078 10.31 (810,10,55,7)
G0:0034369 plasma lipoprotein particle remodeling 0.00000272 | 0.000737 10.31 (810,10,55,7)
G0:0006820 anion transport 0.00000683 0.00175 7.24 (810,19,53,9)

2. Comparaison avec I’état de I'art

Aprés les efforts conséquents qui ont été conseatiparticulier au sein du consortium internationa
HUPO (Human Proteome Organization), pour caragefléplasma, l'urine a suscité un grand engouement
dans les laboratoires de protéomiques de par smordislité et son potentiel pour la découverte de
biomarqueurs. Plusieurs études ont ainsi été aigespet publiées ces dernieres années. Nous avons
comparé notre étude aux deux études les plus @téesrtinentes en termes de couverture du protéome
celle d’Adachi (Adachi et coll. 2006) qui représefd premiere étude ayant permis d'identifier plasl500
protéines urinaires, et celle de Kentsis (Kentsisadl. 2009) qui est celle ayant rapporté la piwande
couverture du protéome urinaire a ce jour (23628mes non redondantes). Les études précédentgExda
essentiellement sur le fractionnement des protgiaessel-2D, n'avaient jamais atteints de tels aivede
profondeur d’analyse. Pour réaliser la comparageslistes de protéines identifiées dans ces deae® et
la n6tre, nous avons utilisé le logiciel Proteintéertommercialisé par la société Thermo Fisherrtifie
Ce logiciel permet de comparer rapidement et fawl® différentes listes de protéines provenant de
difféerentes banques de données comme NCBI (Natiddahter for Biotechnology Information),
UniProtKB/Swiss-Prot ou encore International Proteidex (IP1). Cependant, comme beaucoup de Idgicie

commerciaux, I'algorithme qui permet de comparsrlites de protéines n’est pas décrit avec suffisant
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de détails et nous verrons par la suite que ldtedqueut dépendre du niveau auquel on se place qadte

comparaison (protéique ou peptidique).

Adachi Kentsis
Urine 12 mL
Urine 50 - 100 mL
(single or pooled sample)
iy ¥
Centrifugation Centrifugation
(2000 9. 10 min) (17000g, 15’, 10°C)
8- Supernatant pellet g < supernatant
i I 1D SDS gel
C°”°e"‘u'§,‘,f?20n§‘négesa ting Centrifugation
rpon (210000g, 60’, 4°C)
ellet
" & p " o > | supernatant
HSA removal
(Human albumin depletion kit, VIVA science SCX
1D SDS gel
Protein g ’
1D SDS gel Reverse phase HPLC
E 4-12% Bis-Tris Gel, ivirogen)  SEPAration mAP-C18 Column, Aghent) (pep and prot (pep and prot
5 < <30kDa) > 30kDa)
In-gel digestion In-solution digestion ‘
RP ci18 Precipitation
s ¢ TCA
Nano LC-MS/MS/MS
(LTQ-FT and LTQ-Orbirap, Thermo Electron) Nano LC- MS/MS ‘
e 3 ¢mmmmm 1D SDS gel

Data analysis
(Mascot)

Figure IV.12 : Stratégies de fractionnement et dlgee suivies dans les publications de Adachi (Adat
al., 2006) et de Kentsis (Kentsis et al., 2009)

La stratégie de préparation et de fractionnemeritudiee utilisée par Adachi se rapproche d'une
des technologies dont nous nous sommes servis Rigire 1V.12) : les protéines ont été extraites pa
ultrafiltration en utilisant des dispositifs simiikes aux vivaspin utilisés dans notre étude. Ledyars LC-
MS/MS ont été réalisées sur un systéme hybride DOrQitrap et c’est le logiciel Mascot qui a été igél
pour l'identification dans la banque de données (IRternational Protein Index). Cependant, dans le
protocole, un kit de déplétion de I'albumine adiése, aprés I'étape d’extraction des protéir@stte étape
de déplétion a été contestée dans le cadre ddyandu sérum, car d’autres protéines potentielfeme
intéressantes peuvent étre éliminées en raisopudénteraction avec les protéines que I'on soetaiclure
(Thulasiraman et al., 2005). Enfin, les protéines &é fractionnées par Gel 1D et par chromatoggaph
liquide en phase inverse suivie d’'une digestion plegéines sur gel ou en solution. Pour l'analys: L
MS/MS, l'auteur s’est appuyé sur la MS3 pour valides protéines identifiées avec un seul peptides al
gue dans notre cas ces protéines identifiées paeptide unique n’ont été validées que si le sttaiscot
du peptide était supérieur a une valeur seuil dgd#te valeur ayant été précédemment définiedanse

étude pilote au laboratoire (Ferro et al., 2010).
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L’étude de Kentsis était, quant a elle, basée maraxtraction des protéines par précipitation TCA
suivi d'un fractionnement des protéines sur Gel diDsur une colonne échangeuse de cations. De plus,
Kentsis s’est employé a séparer les exosomes gmpar une centrifugation a trés haute vitesse (P0g)
en vue de les analyser plus spécifiguement. Lesoemes sont de petites vésicules membranaires pouvan
étre sécrétés par la plupart des cellules, etalgrpient jouer des réles de « messagers intelaietia »,
transférant divers signaux entre les cellules ({;h@strowski, & Segura, 2009). Les protéines orduée
été séparées sur un gel SDS-PAGE ou sur colonneApt8s digestion des protéines in gel ou en swiuti
les peptides résultants ont été analysés par LCH4Sdonnées ont été soumises au moteur de reeherch
Mascot pour effectuer les recherches dans la bathgjdennées IPI.

Une premiére comparaison basée sur les clasdificatiies termes de la Gene Ontology a été
réalisée avec le logiciel Protein Center en fomctes compartiments cellulaires, des processusdiples

ou des fonctions moléculaires des protéines isssidistes d’Adachi, de Kentsis et de notre basdgodeées.

Kentsis notre étude Adachi
biological process cellular
b B cell communication B cell surface I antoxidant activity
I cell death I chromosome I catalytic activity
3 =:nll differentiation B cytoplasm I ONA binding
2 cell division
H e I cytoskeleton I enzyme regulator activity
3 I cell growth B cytosol - 1 ion bindi
metal ion binding
el and | | reticulum — ¢
cell proliferation - motor actviy,
B celluiar = nucleotide binding
Processus biologique I cellular homeostasis M Goigi I protein binding
I coagulation I membrane [ receptor activity
. S . I gefense response mitochondrion I RNA binding
Kentsis notre étude Adachi P - °
Il development I nucleus [ signal transducer activity
I metabolic process I organelle lumen I structural molecule activity
I regulation of biological process. I proteasome [ transcription regulator activity
I reproduction » Il ibosome [ translation regulator activity
o I response to stimulus B spiiceosomal complex )
8 Il transporter activity
g I transport I Unannotated mu aiadi
3 I Unannotated I vacuole nenne’

Compartiment cellulaire
Kentsis notre étude Adachi

wa 00

Fonction moléculaire

Figure 1V.13 : Résultat de I'analyse des termes &Sociés aux protéines identifiées dans notre
base de données du protéome urinaire et dans lelegtd’Adachi et Kentsis, regroupées par composants
cellulaires, fonctions et processus biologiquess Lépartitions sont trés similaires quelles queesbiles
listes.

Sur cette figure, on peut observer pour les trhides des répartitions tres similaires des termees d
Gene Ontology que ce soit sur les compartimentsilaigks, les processus biologiques ou les fonstion

moléculaires. Il n'existe donc apparemment pasidss significatif en termes de couverture du protéo
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urinaire entre les trois études, ce qui est sugsremotamment parce que Kentsis et al ont entahi

protéines d’'origine exosomales.

Lorsque 'on observe la cohérence des trois listesermes de protéines, (Figure IV.14) on est
surpris de constater un faible recouvrement emseétudes prises deux a deux (~33%) et un trek faib

recouvrement entre les trois études (11%).

Sur la base de la comparaison des listes de pest@ar le logiciel Protein Center, ces trois études
semblent présenter des différences tres signiiesitiqui n’avaient pas été mises en évidence lors de
'analyse des catégories fonctionnelles ou des eotinpents cellulaires (Figure 1V.14). Pour autae,
comparant les trois méthodes de préparation que agions employées pour caractériser le protéome
urinaire, le recouvrement que nous avions obteanil Bettement supérieur : ~80% de recouvrement par
paires et 52% entre les trois préparations. Céérdifces sont donc difficilement imputables auxhroées
de préparations des échantillons urinaires. Leldailecouvrement doit donc s’expliquer par d’autres
raisons : Tout d'abord, il est difficile de donrtr sens a une comparaison des listes de protéiaesl des
identifications initiales proviennent de banquesidenées différentes (NCBI, Uniprot, IP1). Dansraatas
les identifications de protéines ont été effectuggesitilisant la banque SwissProt TrEMBL, répytéar sa
forte valeur ajoutée grace a la qualité du tradailtri des entrées de la banque, alors que legipest
identifiees par Adachi ou Kentsis ont été identifieen utilisant la banque IPI. Cette banque qii ikiae
des plus utilisées dans les approches de protéengisiudepuis fermée et a été remplacée par UniBrotK
(Griss et al., 2011). La correspondance entredestifiants dans ces différentes bases n’est pgeuis
établie de fagcon non ambigué. Cela est encore aggar le fait que plusieurs protéines qui partaden
méme ensemble de peptides identifiés sont regrelgmies un mtéine groupedont le choix de I'identifiant
est arbitraire. C’est pourquoi les taux d’'intergew entre les différents sets de données sonhsidegmer
d'une maniere purement qualitative. Pour éviteigeare de biais et avoir une estimation plus fialde
similarités et différences entre les trois étudepmtéome urinaire, nous avons également comparéstes

de peptides identifiés.
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Figure V.14 : diagramme de Venn traduisant le agement en termes de protéines (panneau de
gauche) et de peptides (panneau de droite) en canpaotre liste et celles d’Adachi et de Kentsis

Le recouvrement est assez similaire a celui obsemuda base de la comparaison des protéines. En
effet, on obtient 16% de recouvrement entre lets tébudes en comparant les séquences des peptides
identifiés, au lieu de 11% en considérant uniquéntes protéines. Néanmoins, le recouvrement entre
'étude d’Adachi et la nbtre est légérement supgreeu niveau peptidique (34% au lieu de 23% sur les
protéines). Si maintenant on observe dans notre d&slonnées les peptides communs entre les tuoiese
(3682), ils correspondent a 11gdotéine groupesdont 662 sont identifiées par au moins 1 pepiddéo-
spécifique. Par conséquent, le recouvrement olgganle logiciel Protein Center, ne refléte peue §as le
véritable recouvrement qu'il y a entre les troigdéts qui est sans doute plus élevé que 11%. Cepeihda
reste difficile d’estimer ce recouvrement qui emhss doute compris entre 17% (obtenu sur la bada de
comparaison peptidiques) et 50% (sur la base deugerture de nogrotéines groupeavec les peptides de

l'intersection des trois études).

Par ailleurs, le recouvrement limité que I'on obsgpeut s’expliquer par les populations qui ont été
analysées pour la caractérisation des difféeremti®pmes urinaires. Dans notre étude, nous avioasaste
proportion de patients atteints d’'un cancer dedssie (68) dont les dges variant de 43 a 90 arswae
moyenne de 70 ans. L'dge moyen de nos patientsdbesitétait de 50 ans. Les autres études avaiént ét
réalisées a partir d'urine de jeunes patients §h2iffrant de douleurs abdominales aigues dansdedea
Kentsis et de patients sains (9) de moyennes dddgeé ans dans le cas d’Adachi. Ces différences de
populations (nombre de patients, age, patients sstimalades) peuvent donc aussi expliquer erepdasi

différences observées sur les listes de protédetifices.
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Figure IV.15 : diagramme de Venn traduisant le mgement en termes de protéines identifiees
obtenus par notre algorithme (section B.3) enteelistes issues des différentes catégories deratde la

cohorte de découverte de candidats biomarqueurs.

Dans notre base de données, nous avions des pat@nt et des patients atteints de cancer de la
vessie classés suivant deux catégories : incidiams(le cas ou la tumeur est détectée pour la grerfais)
et prévalent (patients avec une récidive du cadeela vessie). Nous avons donc comparé les lisgtes d
protéines issues de ces trois populations pouméra’il y avait des différences significatives rentes
protéomes identifiées. L'ensemble des échantillanaient été préparés selon le méme protocole,
standardisé consistant en une précipitation TCAvisdiune digestion des protéines en solution. La
comparaison des listes de protéines a partir digoristhme décrit précédemment (voir section B.2&npet
de visualiser un taux de recouvrement de 72% (fmure 1V.15). En conclusion, en utilisant notre
algorithme de comparaison, il semble y avoir peuifférences entre les listes de protéines idéetifia
partir d'urines de patients sains ou malade, sdctae les classes d’ages dans les 3 sous-cohamés s

équivalentes (70 ans en moyenne).

Une derniére raison pourrait expliquer les difféenentre notre liste de protéine et celles d’Adach
et de Kentsis : les traitements préanalytiques.sNamwons pu observer dans le chapitre précédentegue
conditions de conservation de I'urine avant la péeencentrifugation a basse vitesse et la congélati -
80°C pour le stockage des échantillons pouvaieoir ane influence sur le nombre de peptides idiéstif
Dans I'étude d’Adachi et de Kentsis, les échantgla’urines ont été conservés a froid avant la gnem
centrifugation & basse vitesse. Dans le chapitrendus avons pu évaluer que le fait de consefueiné
dans ces conditions avait pour conséquence la pmhrtesignaux peptidiques probablement d0 a la

précipitation de certaines protéines qui sont eagérdues lors de la centrifugation a basse @tess
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En conclusion, différentes facteurs pourraientiexer que les protéomes urinaires soient différents
les uns des autres : (1) les banques de séquentégipes qui ont servis a l'identification destgiones (IPI
vs SwissProt TrEMBL) et les algorithmes de regronget des protéines en protéine groupe, (2) les
populations de patients (pathologies, classe d'&ygB) les conditions de collectes (premiére urise
aléatoire, condition de conservation). Néanmoingr poettre ces résultats en perspective, nous rappel
que la premiére compilation de quatre études inut#gretes du plasma humain avait révélé une concoedan

de seulement 4% entre les listes de protéinesifidest(N. L. Anderson et al., 2004).

3. Intérét de I'urine pour la découverte de biomarqueurs de pathologies

La caractérisation du protéome urinaire présergaedu long de ce chapitre constitue la premiere
phase de I'approche AMT qui va ensuite nous permel¢ quantifier les protéines extraites d'échimmis
d’'urine de patients sains et atteints d’'un caneeladvessie afin d’'identifier de nouveaux biomarqeede
cette pathologie. Pour évaluer le potentiel dugmuote urinaire pour la recherche de biomarqueunss no
avons cherché a vérifier si des biomarqueurs deofmgie urinaires déja connus étaient présents ahentise
base de données contenant 2014 protéines urin®ioes. ce faire, nous avons extraits de la littéeqtu
différents marqueurs du cancer de la vessie, et m™ons recherché les peptides correspondant a ces
protéines dans notre base de données (voir Fijut®). Parmi ces biomarqueurs on trouve le catechol
methyltransferase, la calreticulin et la Gamma—slgin, toutes trois identifiées comme candidats
biomarqueurs du cancer de la vessie dans une érigeotéomique quantitative par Gel 2DE a partir
d’'urine de patients contrdle et malades (lwakilet2904). On trouve également d’autres marquealsscue
I’Adipocyte type Fatty Acid-binding Protein (Celet al., 1996), I'Ezrin (Palou et al., 2009) et anka
Filamin A (Yue, Huhn, & Shen, 2013). De plus, nawens trouvé dans notre base de données urinare de
marqueurs d’'autres pathologies urinaires commeiioet protéines associées a l'insuffisance réngie a
la lipocaline neutrophile associée a la gélatind®AL_HUMAN) (Noto, Cibecchini, Fanos, & Mussap,
2013) ou une protéine liant les acides gras (F4BEicher et al., 2013). La présence de ces prcetdneas
notre base de données conforte I'idée que l'urgteur fluide attractif pour la détection de biomargrs de
pathologies, et non seulement dans le contexteaduec de la vessie. Notre base de données a donc le
potentiel d’étre mise a contribution dans le cadrautres études du protéome urinaire dédiées a la

caractérisation d’autres pathologies rénales otgérutales.
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Figure 1V.16 : carte du protéome urinaire obtenundde cadre de notre étude mettant en évidence

certains candidats biomarqueurs de pathologies Iehau uro-génitales rapportés dans la littérature.

D. Conclusion

Nous avons caractérisé l'urine & partir de diffe@erméthodes de préparation et de fractionnement,
pour aboutir a une base de données contenant 20idines non redondantes. Nous avons ensuite pu
comparer les méthodes de fractionnement ou de td@pléntre elles pour évaluer la meilleure straégi
d’exploration du protéome urinaire. Les résultate qqous avons obtenus (croissance du nombre de
protéines identifiés en fonction du nombre d’ana)yacilité de préparation des échantillons, autmaton
possible de la méthode de fractionnement), ont déd@aue la méthode de fractionnement la plus faver
était I'isoélectrofocalisation hors gel. Cependaot)s avons également pu constater, sur la bagésidsats
des mesures quantitatives que nous aborderonsagitrehsuivant, que la méthode Equalizer permettant
d’accéder a des protéines minoritaires de I'uriiasi, lorsque I'on en a la possibilité, il est tale méme
préférable de combiner plusieurs stratégies de¢idracement ou de déplétion pour bénéficier des agms
de chacune de ces méthodes. L’exploration prélingindes protéines de la base de données nousniaisse

entrevoir le potentiel de cette ressource pouuite sle notre travail.
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V.  Chapitre V: Découverte de candidats biomarqueurs du cancer de la
vessie dans l'urine

Dans les chapitres précédents, nous avons défgig@iment les conditions optimales de collecte,
mis en place un protocole standardisé du traitendest urines, et enfin caractérisé en profondeur le
protéome urinaire par diverses stratégies de frnaiciment ou de déplétion. Ces travaux avaient pour
ultime de permettre I'analyse semi-quantitativectlamntillons urinaires de dizaines de patients dfin
découvrir de nouveaux candidats biomarqueurs deecatle la vessie dans les urines. A présent, nous
abordons l'analyse protéomique comparative réalipéar aboutir a une liste finale de candidats
biomarqueurs : de la constitution de la cohortgalkents, a I'analyse LC-MS proprement dites, stia
I'exploration statistique des données obtenuesal&ment, nous mettrons cette liste en regard descel
issues d'efforts analogues qui ont été publiées téeemment et nous évaluerons de maniére critique

certaine des protéines de la liste.

A. Constitution d’'une cohorte de patients

Pour obtenir une cohorte de patients qui satisfeEsséesoins d’études protéomiques quantitatives
couvrant les phases de découverte et d’évaluatiialeé de candidats biomarqueurs, plus d'un nrillie
d’échantillons urinaires de patients convoqués &xemen médical pour une suspicion de cancer de la
vessie ont été collectés sur une période totalgudére années. Dans le Chapitre Ill, nous avonstdés
conditions de collecte et de traitement des urip@s nous avions mises en place pour minimiser les
variations artéfactuelles d’abondances des praéPeur améliorer encore le contréle des échamsilissus
de la cohorte, nous avons établis, en collaboraiiet les cliniciens, des recommandations qui tit é
adressées aux patients quelques jours avant laltatien au cours de laquelle la collecte devadiaheu.

Ces recommandations consistaient en éviter I'edeefluide et éviter les boissons alcoolisés ouplerts
intensif la veille de la cystoscopie. Le jour decisstoscopie, il était demandé au patient d'urenedever,
puis d'attendre d’étre arrivé au service d'urologieur collecter la seconde urination avant I'examen
meédical. Ces recommandations avaient pour but @¥élobtention d’échantillons urinaires trop contés

(premiere urines du matin riches en albumine) op tlilués (excés de fluide).
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1. Sélection des patients
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Figure V.1 : Cohorte globale de plus de 1000 pdteyant consultés pour une suspicion de
cancer de la vessie, et sous-cohorte utilisée payshase de découverte, comprenant 68 patients avec

confirmation de cancer de la vessie et 30 donnsairss.

Lors de la phase de découverte de biomarqueurs aeons comparé les profils des protéines
urinaires de patients atteints d’un cancer de ksieea ceux d’'une sous-population de patients @estr
(voir figure V.1). Dans notre étude, la catégonmmtcdle était constituée de patients hospitalisssdin
autre service que celui d'urologie, par exemplerpme fracture. La cohorte de malades comprenait de
patients du service d'urologie venus consulter poue suspicion d’'un cancer de la vessie. Lors de la
consultation, une cystoscopie était pratiquée,i éd présence d'une tumeur vésicale était avéréésap
examen clinique, les patients étaient inclus dansohorte de découverte. Parmi ces patients ayant
pathologie avérée, nous avons distingué deux dakesepatients qui présentaient une tumeur deéevpesir
la premiére fois ou patients incidents ; et lesepd$ qui avaient déja eu un cancer de la vesaig tpar
résection, et qui déclaraient pour la secondeunisancer de la vessie ou patients prévalentse @ethiére

catégorie a été incluse pour permettre de metteviglence des biomarqueurs de récidive.

Au total, plus d’une centaine de patients ont étéctionnés pour la phase de découverte dans la
sous-population de 612 patients pour lesquelsdagnice d’'une tumeur avait été confirmée, et a leqae
a associé les urines de 30 donneurs sains. Cattticé a été réalisée en écartant les patientslpeguels
'examen clinique avait détecté une pathologie ieguae ou rénale. Les urines ont ensuite toutes été
préparées en vue de l'analyse protéomique « label. Parmi ces échantillons, 25 ont été rejddsla

préparation car leur concentration protéique dtajp élevée (supérieure a 3mg/mL). Cette conceaotrat
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pouvait en effet atteindre jusqu’'a 10 mg/mL chezaies patients. Au final, les extraits protéiquesaires

de 98 patients ont été utilisés pour les analygastigatives.

2. Classification des patients cancers : facteurs de risque

Les cancers de la vessie peuvent étre classéemetioh de leur facteur de risque de progression
tumorale ou de récidive selon la classificationBibjuk (Babjuk et al., 2008). Le facteur de riscpst
déterminé a partir du nombre de tumeurs, de lelle,tde leur grade, du stade d'infiltration et Gwx de
récidive. Cette classification permet d’associex aancers un score de récurrence ou de progredsion.
fonction de ce score, on calcule une probabilfiéip(//www.eortc.be/tools/bladdercalculator/) germet de
classer les cancers en trois catégories : (1) d@sers de « faible risque», (2) les cancers deque
intermédiaire » et enfin (3) les cancers de « Bsdlevé ». Lors de la phase de design de I'étudie (
Figure V.2.A), nous avions anticipé, sur la basel'tistorique des consultations dans les hopitaux
participants, que la cohorte de découverte pouétaé constituée de 30 patients controles, 30 matie
incidents (10 par catégorie de risque) et 30 pitipnévalents (10 par catégorie de risque). De, phss
patients contréles devaient été appariés selondgeret leur sexe aux patients incidents et pratal©n
peut voir sur la figure V.2.B, que notre desigtiahin’a pas pu étre strictement respecté. Cecoigne de
la difficulté de constituer une telle cohorte. Ajnwus avons obtenu au final une plus grande ptigmode
patients incidents a haut risque de progressiofo(Gies patients incidents au lieu d'un tiers prévu
initialement) et nous avons eu plus de mal a recrdgs patients incidents a risque intermédiairau(fieu
de 10). Ceci s’explique en partie par le fait gedignes cliniques de cancer de la vessie ne fiennpas
une prise en charge rapide des patients. Lorsgpatient se présente au service d’'urologie, le eanc

souvent déja progressé et le facteur de risque exntgm
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Figure V.2 : Design initialement anticipé pour lahorte de découverte (A) et composition de la

cohorte réellement analysée (B).
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3. Les cohortes multicentriques

Quand cela est possible, il est souhaitable detibagrs une cohorte multicentrique pour que
I'échantillon soit représentatif de la pathologitidiée et pas spécifigue d'un site. La collecte des
échantillons urinaires s’effectue alors simultanéntans plusieurs hépitaux. Cependant, le faitalleater
une cohorte dans plusieurs pays peut engendrediffiesiités supplémentaires. Ainsi, dans notre @as,
raison de lois d'éthiques propres a chaque paysouk a fallu gérer des échantillons qui n’étajess
anonymisés de la méme fagon suivant le pays adriless ont été collectées.

1.00 777777 e e B 77 7T T ‘
//// Espagne
France
0.757 %
2'9'_'
€ A
0501 S it
7 Intermediate
Intermediate
0.257
10 10
Low Low
0.00
incident Prévalent

Figure V.3 : Répartition des patients de la cohatéedécouverte suivant leur catégorie (controles,
incident ou prévalent), leur facteur de risquegpdegression ou de récidive et leur origine géogiigpke.

Dans cette étude, les urines de patients ont dgctges en France, a I'hdpital Henri Mondor de
Créteil (45 patients) et en Espagne a I'hopital Mal de Barcelone (53 patients). La figure V.3 mena
répartition des patients inclus dans notre anayseant leurs catégories en fonction du facteuristpie de
progression tumorale ou de récidive et leur origgéographique. Les parties unies représentent la
proportion des échantillons provenant de I'hépimindor et les parties hachurées celle des éclangién
provenance de I'hdpital Del Mar. Les répartitionstsrelativement équilibrées entre les deux pays,am
part pour les patients prévalents a bas risqueslpsguels nous n'avons obtenu que des urines titntsa

espagnols.
B. Analyse protéomique quantitative

1. Identification dans la base AMT : réalignement des temps de rétention

Lors de la génération de notre base de donnéesotiéome urinaire, plus d’'un millier d’analyses
LC-MS/MS avaient été réalisées sur les échantilloimaires provenant de différentes catégoriesatients

et de divers traitements de I'urine comme nous svaun voir dans le chapitre précédent. Cette premier
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phase, qui nous a permis de caractériser en preforid protéome urinaire, s'est déroulée sur plusie
années. Or, sur une période aussi longue, les tammxlichromatographiques peuvent dériver, avec une
répercussion sur les temps de rétention des peptateeffet, les fluctuations de température, @sgion ou
de débit de la phase mobile, I'évaporation difféeie des solvants, ou encore le vieillissementlale

colonne, peuvent étre a l'origine de variationtedeps de rétention difficilement prédictibles.

Lors de la premiére phase de I'approche AMT, quisgsie en la constitution de la base de données,
les temps de rétention de chacun des peptides laEsta sont calculés en moyennant 'ensemble dgsstem
de rétention de toutes les observations de cedeegtins les différentes acquisitions ou il a éahtifie.
Ainsi en utilisant des analyses LC-MS/MS qui s’éemt sur une plage de temps étendue, on prensbleeri
d’avoir des coefficients de variation des tempsétention importants et des temps moyens éloigeés d

temps de rétention observés pour ces mémes pejatidete I'analyse quantitative.

Dans la seconde phase de I'approche AMT, afin diifler les peptides détectés dans les analyses
LC-MS, on utilise deux logiciels décrit dans le pitee II. L'un de ces logiciels, VIPER, permet dmligner
les temps de rétention chromatographiques desdesptiétectés lors de I'analyse quantitative aveg des
peptides de la base de données AMT. Entre le moatehon a réalisé les analyses LC-MS/MS et I'asaly
guantitative, on devrait idéalement se trouver dbass mémes conditions chromatographiques. Cette
condition n’est malheureusement pas toujours rengaur les raisons que I'on vient de décrire, gyaar
principale conséquence, un alignement médiocrdeteps de rétention des peptides détectés avecdeeux
la base de données AMT. Il est donc nécessaireetizenen place des protocoles de traitement deé#snn
qui permettent de corriger les temps de rétentioservés dans toutes les analyses LC-MS/MS, utilisée

pour compiler la base AMT.

Pour chaque dataset x :

peptide
pl TR obs(1,x)
p2 TR obs(2,x)
p3 TR obs(3,x) TR corrigé (i) = a TR obs (i) + b
pi TR obs(i,x)
pn TR obs(n,x)
L Correction des
SEIE‘#'O" des temps de rétention
peptides non observés
modifiés
1 TR obs(1,x TR pré (1,x . p= . .
B (2 pesid) alignement 2 /
p2 TR obs(2,x) TR pré (2,x) s e
o
p3 TR obs(3,x) TR pré (3,x) = /-/ y:ax+b
Vi

Pi TR obs(i,x) TR pré (i,x)

pn TR obs(n,x) TR pré (n,x) TR observé

Calcul des temps de rétention (Net Prediction)

Figure V.4 : Algorithme de correction des temps@ention des peptides dans la base de données

constituée lors de la premiére phase de I'appro&Ner
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Les informaticiens du laboratoire ont implémentéolgiciel « NET Prédiction» dans hEIDI, notre
logiciel de gestion des bases de données d'ideatiibin. Cette extension permet de prédire les temeps
rétention des peptides sur la base d’'un modéle fimsén réseau de neurones (Petritis et al., 2AE)i
peut notamment permettre de standardiser les telmpgtention de tous les peptides d’'une analyse LC-
MS/MS donnée en se servant des prédictions comféeenéiel fixe. Cet algorithme, décrit dans la Fiyu
V.4, corrige les temps de rétention des peptideshdgue analyse LC-MS/MS en se basant sur des w@enps
rétention prédits pour les peptides ne portantdgasiodifications post-traductionnelle. Pour chaapalyse
LC-MS/MS, les temps de rétention ainsi prédits siginés avec les temps de rétention observés.nOn e
déduit ensuite les paramétres de régression lan¢ardonnée a l'origine et coefficient directeunyre les
valeurs prédites et les valeurs observées quiesmite utilisés pour recalculer les temps de tiéreme
tous les peptides de I'analyse LC-MS/MS. On faitrtame pour chaque analyse LC-MS/MS et, au final, un
temps de rétention est associé a chaque peptidespondant a la médiane des temps de rétention
standardisés observés pour ce peptide dans testesalyses LC-MS/MS ou il a été identifié. Lespsrde
rétention standardisés des peptides de la baseodeéels sont ainsi indépendants des variations des

conditions chromatographiques au cours des aciguisit C-MS/MS.

Original data Corrected and normalized data

Retention time

MS Scan number MS Scan number

Figure V.5 : Alignement des temps de rétention pigstides détectés dans I'analyse quantitative
avec ceux de la base de données AMT avant et apreection des temps de rétention des peptidesde |

base de données.

Pour évaluer I'impact sur l'analyse quantitativeldecorrection des temps de rétention de la base
AMT, nous avons comparé le nombre de peptides ifilntet quantifiés par VIPER sur une méme
acquisition LC-MS d’un extrait urinaire avant etreg correction. La figure V.5 illustre I'alignemetiés
peptides détectés dans une analyse LC-MS aveeft&lps de la base de données avant et apréstmorrec
des temps de rétention. Sur le panneau de gaunheéiswalise la densité des correspondances erdre le

peptides détectés lors de I'analyse LC-MS et lesTAMEsents dans une base de données dont les demps
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rétention n’avaient pas été corrigés. Sur la égie droite, on peut voir la densité de correspacel@ntre

ces mémes peptides avec les AMT d’'une base de dsmapges traitement par I'algorithme de correctian.
courbe est significativement plus dense dans lardigle droite car les temps de rétention présears &
base de données sont plus cohérents avec les sralbgervées. Grace a cette procédure, nous avons
observé, en moyenne, une augmentation de 20 % wmhbreode peptides quantifiés dans les échantillons

d’urines.

2. Quantification par spectral count dans des urines poolées.

Vers la fin de I'étape de caractérisation du protéarrinaire (voir Chap. 1V), lorsque nous avons
testé la méthode de fractionnement des peptideis@éectrofocalisation, les échantillons des pdsiele la
cohorte de découverte sont arrivés au laborataifie.d’inclure ces patients dans la base de donnémss
avons décidé de constituer 10 pools en rassemlelantrines de patients de méme catégorie. Les pobls
été constitués suivant la répartition représentged V.2.B. Nous avons ainsi constitué 3 poolgides de
patients contréles, 2 pools de patients inciddrdw risque, et un pool pour chacune des autrégaaes de
patients. Les urines ainsi poolées ont été tragétmn le protocole standardisé, et les peptidegifnnés
par isoélectrofocalisation. Chacune des 12 frastidiun pool donné a ensuite été analysée sur le

spectromeétre de masse en mode LC-MS/MS.

Aprés avoir identifié les protéines de chacune fiastions, nous avons regroupé les protéines
correspondant aux différentes fractions de chama ge patients grace a I'algorithme de regroupémen
décrit dans le chapitre IV et implémenté dans tgciel hEIDI. Ce logiciel permet, entre autre chode
calculer les «spectral count» des protéines danscontexte. Le « spectral count» d'une protéine
correspond au nombre de spectres MS/MS ayant éémulidentification d’'un peptide de cette pro&iil a
été montré que cette valeur est liée a la quadditprotéine en solution (Old et al., 2005). Lelews de
spectrals counts ont été ajustées en fonction geolo-spécificités des peptides dans un protgioape

suivant la formule :

_ Sci,proteo

SCi,weighted = SCi,proteo + Zp(wp,i X SCp) wp,i ~ sc:
j.proteo

Pour chaque protéine groupe i, on calcule un «tsdemunt » (SC) ajusté (SCi,weighted), basé sur
le « spectral count » des peptides protéo-spéedid&Ci,proteo) auquel on ajoute la contributiondsévée
des peptides partagés (p) entre différpntééine groupesiu contexte. Cette pondératiasp(i) est effectuée
en divisant le SC des peptides protéo-spécifiquegrdtéine groupe i par la contribution de I'enstardes

peptides protéo-spécifiques des protéines qui gemtde peptide p.

Les valeurs de « spectrals count » ajustés ortadta@lées pour I'ensemble des protéines groupes de
chaquecontexte correspondant a un pool des patients. Les vatrensuite été utilisées pour mettre en

évidence les différences éventuelles entre legodas de patients. Cette premiére analyse qutwtitgue
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nous avons effectuée comme un test préliminaitea eonsidérer avec réserve pour différentes raison
premierement, la corrélation entre le « spectrainte et I'abondance des protéines dans un éclaantil
donné est assez grossiére et dépend de la matatgsée. Deuxiemement, la quantification effectside
des pools de patients ne permet pas d'estimersfgediion des abondances protéiques mais seuleanent |
moyenne de I'abondance des protéines urinairegiauddin méme pool. Il est ainsi impossible de jude

la significativité statistique des différences alées entre pools car nous ne disposions que durbre

trés limité de pools par sous-population (en généraeul).

La liste deprotéines groupeavec leurs valeurs de « spectral count » ajusété analysée a l'aide
du logiciel ProteinCenter pour tenter de regroufes protéines présentant des comportements sigsilair
travers les différentes catégories de patientsigpaOette analyse a permis de regrouper les caampents
des protéines en 10 clusters. Parmi eux, un clystdiculier a attiré notre attention car les alzoms
protéiques montraient une corrélation avec risgeepbgression tumoral, que ce soit pour les patient

prévalents ou incidents (voir Figure V.6) Les pireé8 de ce cluster sont regroupées dans le taldldau

200
175
150
125
1.00
0.75
0.50
0.25
0.00
-0.25
-0.50

-1.00
-1.25
-1.50

control incident Prevalent Incident Prevalent Incident Prevalent
low low intermediate intermediate high high

Figure V.6 : Cluster de protéines dont I'abondamoentre une corrélation a I'augmentation du

risque de récidive/progression.
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Tableau V.1: Protéines représentant le cluster tdbabondance montre une

'augmentation du risque de récidive/progression.

corrélation a

Accession Description

RHOA_HUMAN Transforming protein RhoA

CO5 HUMAN Complement C5

CO8A_HUMAN Complement component C8 alpha chain

FBLN1_HUMAN

Fibulin-1

APOA2_HUMAN

Apolipoprotein A-II*

KLKB1_HUMAN

Plasma kallikrein

PRDX2_HUMAN

Peroxiredoxin-2*

B3VL17_HUMAN

Beta globin

B4DPQO_HUMAN

c¢DNA FLJ54471, highly similar to Complement C1r subcomponent (EC 3.4.21.41)

CD5L_ HUMAN CD5 antigen-like

HBD_HUMAN Hemoglobin subunit delta*

Q86TT1_HUMAN |Full-length cDNA clone CSODD006YLO2 of Neuroblastoma of Homo sapiens (human)
HPT_HUMAN Haptoglobin

CO3_HUMAN Complement C3*

Q5vVVQ8 HUMAN |C4b-binding protein alpha chain

FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma chain*

HEP2_HUMAN Heparin cofactor 2*

A2MG_HUMAN Alpha-2-macroglobulin*

DIMGQ2_HUMAN

Hemoglobin subunit alpha*

QSNSDO_HUMAN

Protein S

CFAH_HUMAN Complement factor H*

ITIH2_ HUMAN Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2*
APOC3_HUMAN [Apolipoprotein C-111*

K2C8_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 8

B3VL31 HUMAN |Beta globin

FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain*

D3DR07_ HUMAN |Catalase

TRFE_HUMAN Serotransferrin*

APOA1_HUMAN

Apolipoprotein A-1*

A8K2T4_ HUMAN

c¢DNA FLJ78207, highly similar to Human complement protein component C7 mRNA

BIN7B6_HUMAN

Cryocrystalglobulin CC1 heavy chain variable region

H2B1D_HUMAN

Histone H2B type 1-D

HPTR_HUMAN Haptoglobin-related protein*
B7Z549 HUMAN |cDNA FLI56821, highly similar to Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1
K2C7_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 7

CRAC1_HUMAN

Cartilage acidic protein 1

A8K874 HUMAN

c¢DNA FLJ78071, highly similar to Human MHC class Ill complement component C6 mRNA

C9JMH6_HUMAN

Alpha-2-antiplasmin

Sur les 38 protéines représentées sur la Figureoyi.Bote que la plupart sont des protéines sé&ique

(hémoglobine, serrotransferrine, kallikrein) ou ligpées dans la cascade du complément (Compléng&nt C

C5, factor H), traduisant sans doute les effetBimflammation liée a la pathologie. De plus on eafue 15

d’entre elles sont des protéines situées dans @gswes extracellulaires ou exosomes, connus @tar

impligués dans le trafic cellulaire et ainsi jowerrble dans la progression tumorale (Jeppesein €044).

Malheureusement, I'algorithme utilisé dans le ¢ogi Protein Center pour normaliser les donnéepau
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effectuer le regroupement des protéines en clmdtst pas décrit, et il nous est donc impossibleégeter
I'analyse indépendamment pour en vérifier les &apeméme d’extraire le comportement d’'une pretéin
particuliere sur ce graphe. Cette premiere analysdgré ses limites, laisse entrevoir qu'il exiskes
différences entre les catégories de patients agmlyNous pressentons que I'étude suivante basée sur
I'extraction des signaux MS a partir des analyséshantillons individuels, nous permettra d’évalpérs
précisément 'ampleur et la significativité de cif$érences, et d’extraire ainsi des candidats bimueurs

plus robustes qui pourront alors étre validés fmutces méthodes quantitatives (SRM, Elisa).

3. Analyse semi-quantitative des échantillons individuels par la méthode
AMT
Lors d'une analyse de protéomique quantitative,r pmhtenir des informations permettant de

détecter de faibles variations d’abondances deéiped ou de peptides entre deux conditions (madade
saine), il faut s’assurer que les conditions dges en spectrométrie de masses sont optimales dea
démarrer I'analyse. Puis, tout au long de la sé'@ehantillons, il faut s’assurer que ces condgisoient
conservees. |l faut en particulier vérifier la herreproductibilité des temps de rétention ainsilgugamme
dynamique qui est liée au nombre de peptides @&&tetdns un échantillon standard. On doit également
vérifier que les intensités de certains peptidasae soient conformes a des valeurs seuils préafeiit
fixées. A ce titre, nous avons mis en place unedguore de contrle qualité décrite plus en détail a
Chapitre Il. En particulier, pour évaluer les dégwossibles des temps de rétention chromatograshiq
traduisant une usure de la colonne ou un incidealyique (bouchage de colonne, défaut de pompwalis
également la qualité du signal MS, un standardytiechrome C digéré a été injecté (1ug) avant l\zswl
des échantillons et ensuite a intervalles régulienss les 4 échantillons). On a ainsi suivi I'mg@é et le
temps de rétention de plusieurs peptides spéc#ideecette protéine. Ce standard nous a permigrifer
tout au long de I'analyse que les conditions chitographiques et du spectrométre de masse varidéerst
une gamme acceptable : +/- 3 min pour les mesueeste@mps de rétention et un facteur < 2.25 pour

l'intensité des peptides.

Nous avons estimé au préalable que I'analyse plici de toute la cohorte et des contréles qualité
associés (3 x 130 LC-MS/MS de 100 minutes), néeeai plus d’'un mois de mesures en continu. £tiec
échelle de temps, il est inévitable d’avoir desvdérinstrumentales en dépit des contrbles quetlfertués.
Dans ce contexte, il nous a semblé inapproprié naly@er successivement les réplicats d’'un méme
échantillon. De plus, il est souhaitable d’analyissrindividus dans un ordre aléatoire. Afin detaegr la
variance globale de la mesure sur toute la durda dampagne, nous avons choisi d’analyser lesceédgl
par blocs contenant chacun tous les échantilloms da ordre aléatoire différent a chaque fois. ins
I'échantillon du patient numéro 188 011 045 a étélysé en 48iéme position dans la premiére série de

mesure, en 91liéme position dans la deuxiéeme séeie E6ieme position dans la derniéere.
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C. Analyse des données pour la découverte de candidats biomarqueurs

Une fois les données acquises nous avons procéuléseurs étapes en vue d’aboutir & une liste de
candidats. Dans une premiere phase de qualificates données, nous avons tout d'abord évalué la
cohérence des valeurs d’abondance obtenues astlagetéplicats analytiques. Nous avons ensuitzie
un filtrage et une réduction des données avanadsep a I'analyse statistique proprement dite. Pedaire
nous nous sommes servis des réplicats. Certaisgsrdeédures qui vont étre présentés dans cetie pat

été automatisées dans un script écrit en JMP Bgyipanguage.

1. Qualification des données

Le traitement des données issues de I'analyse &lésantillons urinaires en triplicat a permis la
mesure de 432 914 valeurs d’abondances peptidiqessirées qui s'étendent sur presque 6 ordres de
grandeurs (log (Ab) de 3,6 a 9,2). Au total 616ptjges distincts ont été quantifiés dans ces aeslys
correspondants a 1400 protéines groupes. Ceseshtffiduisent bien la complexité des données qiresia
profondeur d’analyse obtenues. La figure V.7 regmés sur une échelle logarithmique, I'ensemble des
valeurs d’abondances mesurées pour chacun degié8tpale la cohorte dans les trois réplicats diuaigs.

Sur ce graphe, les données sont résumées sous derimex-plot, la zone blanche correspondant au deux
quartiles centraux, et les bandes des couleursdaux quartiles extrémes. Les valeurs extrémes ont
également été représentées, et les patients omegitdupés par catégorie et par risque. Ceci peemet
particulier de visualiser qu’il n’existe pas dames données de biais notable entre les catégoripatumts.

On note que les trois réplicats d'un méme patieqprésentés cotes a cotes, sont relativement horesgi

est important de souligner encore une fois quedglicats d’'un méme échantillon ont été réalispligieurs
semaines d'intervalle, et gu’au sein de chaque dési patients avaient été analysés par ordreoakta®n
note que la normalisation des quantités injectéetahase des concentrations protéiques détermjparde
dosage Bradford a globalement permis de compeaggahde variabilité inter-individuelle. En effst)'on
compare ces variations a celles que nous aviorsoes dans une étude précédente en normalisalat sur
base du volume d’'urine, on note que les résultats rettement plus homogeénes, et cela quelle guéaso
catégorie de patient. Cependant, certains cas, edmmontrdle N° 188011226 indiqué par la flechelau
figure V.7, présentent des abondances significatdreé décalées par rapport a la moyenne de la &hort
représentée par la ligne horizontale (6.078).tllaesoter que cela représente quelques cas isblgsge ces

écarts sont obtenus de fagcon cohérente dans é&diGats analytiques de ces échantillons.
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Figure V.7 : Box plot tracés a partir des valeurstibndances mesurées pour chacun des 98
patients de la cohorte, regroupés par catégori@aat risque, dans les trois réplicats analytiquea. 20ne

blanche correspond au deux quartiles centrauxegblandes des couleurs aux deux quartiles extrémes.

Nous avons cherché a évaluer de facon plus apmtiefde cohérence des résultats obtenus dans les
réplicats analytiques d’'un méme patient. Pour dee,fanous avons focalisé notre attention sur deux
meétriques : le coefficient de corrélation Pearsainecles valeurs d’abondances mesurées dans dgicate
et le nombre de peptides quantifiés dans chaqulysand.a figure V.8 représente, pour chaque patient
I'ensemble des valeurs des coefficients de Peaybtamus entre les paires de réplicats ainsi quenebre
de peptides quantifiés dans chaque réplicat. Stie digure, les individus ont été triés par moyenne
croissante des coefficients de Pearson entre taglabces mesurées dans les trois réplicats. Lecoadieur
indique le risque de progression ou de récidiva réfere aux contréles (pas de facteurs de risgOespeut
observer que les coefficients de Pearson sur lgicaés analytigues sont en moyenne de 0.94, ce qui
correspond a une forte corrélation. Cependant,eomarque aussi que chez certains patients, lesrsaleu
d’abondances peptidiques sont moins cohérentes, @dae coefficients de Pearson inférieurs a 0.8, cec
traduisant la présence potentielle de valeurs abts dans les données. Il est a noter que cetmwatnt
da a un des trois réplicats, et que les deux aatmalyses donnent en général des valeurs plus aigsqui
apparait donc qu'il n’est pas toujours souhaitathée réaliser une moyenne des valeurs d’abondances
peptidiques sur les 3 réplicats pour tous les petidJn filtre préalable semble nécessaire afipalvoir

regrouper les valeurs d’abondances mesurées danépieats.
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Figure V.8 : (Panneau supérieur) Box plot des Goieffits moyens de Pearson entre les abondances
des peptides d’'une des trois analyses corresporadantpatient donné et celles des deux autres aeslgu
méme patient, triés par ordre croissant. (Pannedarieur) Nombre de peptides quantifiés chez ureptat

donné pour les trois analyses.

Lorsque I'on observe le nombre de peptides obtéwois Figure V.8 panneau inférieur), on note
gue l'on quantifie entre 622 a 2204 peptides pdragtllon urinaire, avec 1500 peptides quantifiés e
moyenne. Ces chiffres sont bien inférieurs a lalitétdes peptides quantifiés dans tous les édluansti(plus
de 6000). Ce phénoméne ne s’explique pas sur &admmta concentration protéique de ces urinesnalse
plus lié a la variabilité inter-individuelle deshémtillons. Dans la plupart des cas on obtient ambre
similaire de peptides dans les trois réplicatsydigples d’un patient donné. Cependant, on obseavioip
une dispersion du nombre de peptides quantifiés shenéme patient. Cela va en général de paireavec
coefficient de Pearson réduit, confortant I'idée danalyse d’'un des réplicats s’est moins bierodiée.
Méme si I'on examine plus attentivement les donrgretes correspondant a ces analyses, ainsi qu'aux

contrdles qualités les ayant précédés ou suivisednouve pas de raison particuliere a cela.

Les résultats obtenus dans les réplicats sont damanier avec prudence. En effet, I'analyse des
coefficients de Pearson et des nombres de pepfigstifiés nous a montré que des valeurs abesrante
peuvent exister dans ces données et qu'il faudidrenen ceuvre des techniques de regroupement plus
complexe que simplement faire une moyenne. Noussadonc procédé a un examen plus approfondi des
coefficients de variation des valeurs de quantiices pour tenter de limiter l'influence de cesetabk

aberrantes.

Chapitre V : découverte de candidats biomarqueurs du cancer de la vessie dans l'urine
Page 137



2. Filtrage des données

Le coefficient de variation (CV) également nommérétype relatif, est une mesure de dispersion
relative. llest défini comme le rapport entre |'écart-typeagnbyenne. Nous avons évalué les CV des 4950
peptides détectés dans au moins deux réplicatytapes d’'un méme patient (voir figure V.9 panneau
supérieur). On observe que les coefficients detran s’étendent jusqu’a 165% avec une moyenné&/ae2
une médiane de 27%. Ces importantes variationspgobiblement dues a des biais inhérents a I'amalys
protéomique (biais introduit lors de l'injectionfreur de quantification du peptide...) et traduisént
présence de valeurs aberrantes. Il est communéderis que des CV supérieurs a 30% ne peuvent @as ét

considérés pour une analyse statistique. Dans g;enocas devrions rejeter presque la moitié desigeept

guantifiés.
~/CV global
4 Quantiles 4/~ Summary Statistics
— [ e———:::: - | 1000% maimum 165574 Mean 32.672304
99.5% 115.902  Std Dev 22.538206
— 97.5% 89.9278 Std Err Mean 0.0593291
| ] 90.0% 63.5948 Upper 95% Mean 32.788588
75.0% quartile 43.8482 Lower 95% Mean 3255602
50.0% median 275829 N 144312
25.0% quartile 16.3533
10.0% 8.79161
25% 3.21957
0.5% 0.77598
0.0% minimum 0.00139
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~'min CV
— 4 Quantiles 4/~ Summary Statistics
L —————"0 ¢ 100.0% maximum 141.004 Mean 17.253473
99.5% 103.411  Std Dev 18.641435
- 97.5% 70.4927  Std Err Mean 0.0490714
90.0% 40.9061 Upper 95% Mean 17.349652
75.0% quartile 228114 Lower 95% Mean 17.157294
50.0% median 11.1647 N 144312
25.0% quartile 4.70852
10.0% 1.77061
2.5% 0.42502
0.5% 0.08605
—— 0.0%  minimum 0.00022
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Figure V.9 : (Panneau supérieur) Distribution desefficients de variation calculés sur 'ensemble
des peptides d’'un patient donnée en considéransémble des réplicats analytiques. (Panneau iniérie
Distribution des coefficients de variation de ce&mas peptides en considérant les réplicats deleua dt
en ne conservant, pour chaque peptide chez unnpate@nné, que les deux points de données présdatant
CV le plus faible.
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Pour diminuer ces influences sur le résultat dentifization, nous avons optés pour une méthode de
fitrage des données sur la base de la cohérente eiplicats. Pour ce faire, nous avons évalué les
coefficients de variation de chacun des peptides dies réplicats du méme patient pris deux a deax.
figure V.10 illustre le fait que la considératioasdtrois valeurs obtenues tend a élargir la digioh des
CV. Si par contre, on ne considéere que les coufegaleurs procurant le CV minimal, la distributiest
nettement plus resserrée. Lorsque les trois réplgant consistants, cette procédure a pour effdtialser
légérement I'estimateur de la moyenne. Par comdtrsque I'un des points s’écarte fortement des deux
autres, elle permet de s’affranchir de cette vateabablement aberrante. La figure V.9 (panneagérieir)
montre le résultat de cette procédure sur la Higion des CV. On note que la médiane est a présent
diminuée de 27% a 11%, et qu'une grande majorit® piEptides (4648 sur 4950) qualifie a I'étude
statistique sur la base du critere CV min infér@®0% (Fan, Tam, Vande Woude, & Ren, 2004).

130 AL

100

Coefficient de variation

o
(=}

T T T T T
cvOna.12replicat cvilna.23replicat cvlna.13replicat cvina.123replicat min.cy

Figure V.10 : Coefficient de Variation selon lesrrpatations deux a deux des trois réplicats
analytiques en ayant préalablement éliminé leswalenanquantes (ONA)
3. Résultats: Quantification d’'un millier de protéines dans I'urine

Aprés avoir appliqué le filtre CV min décrit préeédment, nous avons conservé 4648 peptides

correspondant a 1180 protéines groupes.
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Figure V.11: Carte en couleur des abondances mugendes 4648 peptides quantifiés sur
'ensemble des échantillons des 98 patients dehoite, classées selon leur abondance moyenneldans

panneau supérieur et occurrence décroissante dapamneau inférieur.

En vue de l'analyse statistique différentielle, #@vons mis en regard toutes les valeurs rédudes d
'abondance de chaque peptide a travers tous didgddns de la cohorte. La Figure V.11 représenie use
échelle logarithmique, les abondances moyennespdpdes quantifiés dans au moins deux réplicats
analytigues mesurées pour lI'ensemble des patidassés selon leurs catégories (incident, contrble e
prévalent) et les risques de progression ou delivéci Dans le panneau supérieur, les peptides @nt é
classés selon leur abondance moyenne a traveopldation, alors que dans le panneau inférieunritsété
classés par occurrence décroissante. On note 'shard sur cette figure la variabilité inter indivelle en

termes de variété des peptides détectés. Bienegyeebtides les plus abondants aient en moyennpluse
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grande probabilité de détection, certains sontmarg détectés. De méme, certains peptides deaitde f
abondance sont détectés chez un grand nombre i@gatpatomme le montre les courbes de fréquences
situées a droite des graphes sur la figure V.11p@u visualiser sur ces graphes un nombre imptod&n
données manquantes représentées par les cases Qateaspect spécifique des données de protéomique
nécessite la mise en ceuvre de méthodes statistgpable d’intégrer la détectabilité des especas baur
procédure de sélection. Néanmoins, un filtre pldalales peptides les plus rares est souhaitable. Su
suggestion des cliniciens, nous avons donc décéienther tous les peptides détectés chez moins53%

des patients de la cohorte. Sur la figure V.11 fean inférieur), la ligne horizontale rouge illestrette
limite de 15% de détection. Ce filtre a permis idéher plus des deux tiers des valeurs manquaretentte
tableau de données. De plus, on visualise surdardi V.11, la gamme dynamique des abondances
peptidiques qui s’étend sur 4.5 ordres de grandeette profondeur d’analyse témoigne du fait que le
protéines quantifiées ne sont pas seulement léSipes majoritaires de I'urine. L'effort réaliséysgeupler

la base de données de protéines urinaires, a dontspde couvrir un large spectre de protéinesene

d'abondance.

Sur la base de ces observations on peut tentexbtirétine classification des protéines majoritades
l'urine afin de pouvoir vérifier certaines concepis répandues concernant le protéome urinaire. En
particulier, nous nous attendions a une large itriton de 'uromoduline et de I'albumine, mais aeu
gamme dynamique plus favorable que celle du plagoar cela, nous avons estimé I'abondance médiane
des protéines au travers de la cohorte en sommsamtensités médianes de leurs peptides. La figur2
représente la contribution des protéines majoesaguantifiees dans les extraits protéiques ugsaidn
retrouve parmi les protéines majeures, des pratéide plasma telles que Il'albumine, lalpha 1
microglobuline, mais aussi la présence de I'uroninduCette derniere est cependant bien moins abuad
gue rapporté dans la littérature (Rampoldi, Scokarioroso, Ghiggeri, & Devuyst, 2011). Cette obation
peut s’expliquer en partie par sa tendance a Igggién. En effet, il a été montré que seuls 10%eatte
protéine sont retrouvés sous forme libres daninBuile reste étant présent sous forme de fibgiéssont
tres probablement éliminées lors de la centrifgedi basse vitesse. De plus, des glycosylatiofebstnce
de résidus lysine et arginine sur une partie deésmence limitent la couverture obtenue. Par ad|eon
note une différence marquée entre 'urine et lsmpkdans lequel les 10 protéines majoritaires septént
90% de la teneur totale. Dans les extraits d'uanalysés, les protéines minoritaires représent&sgpe
50% de la concentration totale. Ces observatiotiderd I'hypothése que la gamme dynamique de lairin

est bien moindre que celle du plasma, et confirfiamérét de ce fluide pour la recherche de bicyoaurs.
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Figure V.12 : Contribution des protéines majoridr quantifiées dans les extraits protéiques

urinaires

4. Découverte de candidats biomarqueurs: statistiques différentielles

Aprés avoir filtré et vérifié la qualité des donadpiantitatives issues de I'analyse par spectragnétr
de masse, nous les avons traitées selon une méttaidéique basée sur une variante de I'appropleet&l
Index proposée par Fu et al (Fu et al., 2008).eCetéthode, appelée abondance index, est basée sur
'estimation d’'un index combinant l'information coernant la détection des especes analysées et leurs
variations d’abondances entre les deux populatocsmparer. Par conséquent, elle permet de temipteo
des données manquantes. Des permutations enfepatations sont ensuite effectuées afin de détemi
la distribution qu’aurait cet index si I'on consid#é les deux populations comme équivalentes. Gewnet
enfin de définir les protéines d’abondances difiéetles entre deux conditions (malades et sair@site
méthode avait été précédemment éprouvée dans wme éle découverte de biomarqueurs de

cholangiocarcinomes a partir de cellules isoléesrperodissection laser (Dos Santos et al., 2010).

Dans notre étude nous avons remplacé les valewsspectral count » protéiques de I'étude de Fu,
par les valeurs d'abondances des peptides quastifigdce a I'approche AMT. Nous avons ensuite

déterminé pour I'ensemble des peptides quantifi@svaleur d’abondance index définie par la formule

NP B NP

N
+

o]
5
N
+

|
=
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OU A est la valeur moyenne d’abondance des peptides|dgopulation contrdle & est la valeur

moyenne d’abondance des peptides dans la poputatiarer (incident ou prévalent).

ND etND représentent le nombre de fois qu'est détectéepeige dans la condition controle A et

cancerrespecﬁvernent

N} et N§ représentent respectivement le nombre total dierpatdans la condition controle et

cancer.

Pour gagner en puissance statistique et ne pagudids@r le design de I'étude, nous avons décidé
de ne pas séparer les patients selon le risqueodeegsion ou de récidive et de comparer les éitloast
urinaires des patients sains et cancers (incidantsrévalents). En effet, dans la catégorie c@trious
avions 30 individus et dans chacune des populaiimident et prévalent, nous avions un nombre é&deint
de patients (37 et 31). La distribution des Ableligs pour les 2172 peptides quantifiés et fileés
représentée sur la figure V.13 pour la comparajsatients incidents versus patient contréles (pannea

supérieur) et pour les patients prévalents veratiem contréles (panneau inférieur) :

Distributions

ABI
— Quantiles Summary Statistics
3'-4 0 1 100.0% maximum 0.62818 Mean 0.048583
99.5% 0.49699  Std Dev 0.2210162
97.5% 0.36653  Std ErrMean 0.0047424
90.0% 0.28394  Upper95% Mean 0.0578831
75.0% quartile 0.20515 Lower95%Mean 0.039283
50.0% median 0.09597 N 2172
Peptides Peptides 25.0% quartile -0.0724
Plus abondant Plus abondant ;05'9/% 604323
A 5% -0.
chez les incidents chez les contréles 05% 0.6556
0.0%  minimum -0.8168

-0.10 010.20.304050.60.70.809 1

Distributions

ABI
— Quantiles Summary Statistics
e *af b I 100.0% maximum 0.6483 Mean 0.0424182
99.5% 0.49788  Std Dev 0.1892228
97.5% 0.35151  Std ErrMean 0.0040602
90.0% 0.25882  Upper95% Mean 0.0503804
75.0% quartile 0.17305 Lower95% Mean 0.034456
. . 50.0% median 0.06773 N 2172
Peptides Peptides 250%  quartle -0.0675
Plus abondant Plus abondant 10.0% -0.2275
5 chez les contréles 25% -0.3738
chez les prévalents 05% 05178
0.0%  minimum -0.6619
-0.1 0 0.10.20.30.40.50.60.70.80.9 1

Figure V.13 : Distribution des valeurs d’abondarindex calculées a partir des comparaisons des
patients incidents et contrbles (panneau supérieetr)des patients prévalents et contréles (panneau
inférieur)

N

Nous avons déterminé les seuils a partir desqaslspéptides peuvent étre considérés comme

significativement dérégulés dans 'une ou l'autes gopulations. Pour ce faire, des permutatioretaiftés
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des patients entre les classes (contrdle vs caooeBté effectuées pour définir I'intervalle denfiance en
dehors du gel on peut différencier les variationesda la pathologie des variations dues a la Jhigates
mesures d’abondances. Cette permutation a été&s@éatjrace a une macro développée sous Excel. Les
bornes, que I'on visualise en rouge sur les Figtd8 ont ensuite été déterminées en multipliadtait

type de la distribution obtenue apres permutati@anlp96 pour obtenir un intervalle de confiance98éo
autour de la valeur médiane de I'abondance Indeemie. Les peptides situés a l'intérieur de detvalle

ont donc 95% de probabilité d’étre non discrimigsanDe part et d’autre, on trouve les peptides
significativement surabondants chez les cancere®wontréles. En comparant les conditions inciagnt
contréle, I'intervalle de confiance a 95% s’étered-@.11 & 0.3. Pour la comparaison prévalent erden

les bornes de l'intervalle de confiance étaient40et 0.27. Par ailleurs, nous avons décidé d’rechux
résultats de l'analyse statistique les peptidesati& exclusivement dans I'une ou l'autre conditiors
peptides sont nommeés « cancer only» ou « contodlg». Ces peptides sont comptés en tant ques'tids
sont détectés chez au moins 15% des patientspgldation dont il est question, cela concerneogal tine
dizaine de peptides. Au final, & partir des 218&ides qui ont étaient traités dans cette étudistite par
Abondance index, nous avons obtenu une large r@joe peptides ne variant pas de facon signifieativ
70% et 75% pour les comparaisons incident / centgbprévalent / contréle respectivement (TabMay).

De plus, on trouve une plus large proportion detidep surabondants dans les deux conditions cancers

(22% et 16%) que dans la condition contrdle (8%).

Tableau V.2 Classement des peptides en fonctionrémdtats de I'analyse statistique par

Abondance Index.

incident vs contréle | prévalent vs contréle
contréle only 1 (0.04%) 1 (0.04%)
plus abondant contréle 166 (8%) 175 (8%)
non variant 1530 (70%) 1643 (75%)
plus abondant cancer 476 (22%) 357 (16%)
cancer only 15 (0.7%) 12 (0.5%)

A partir des informations sur la classification geptides, nous sommes passés au niveau protéique
en comptant pour chaque protéine le nombre dedmptans les différentes catégories telles quaidgfi
dans le tableau V.1. Pour considérer qu’'une pretést différentiellement abondante, nous exigeomsla
majorité de ses peptides protéospécifigues montmemtdérégulation dans le méme sens et qu'aucsesle
peptides ne montre de variation contradictoire. SN@vons ainsi extraits une liste de 64 candidats
biomarqueurs surabondants chez les patients attalet cancer et de 33 candidats biomarqueurs
surabondants chez les contrdles. La liste de aedidats tries par médiane d’abondance inde espitée

dans le tableau V.2.
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Dans ce tableaux, les candidats biomarqueurs éntléssés par ordre décroissant de médiane des
valeurs d’abondance index de leurs peptides prpédifiques dans les comparaisons incident / canie6l
prévalent / contrble. Les box plots correspondac¢savaleurs d’Abondances Index sont représentéle su
graphe a droite du tableau. On note une large digmedes valeurs médianes d’abondance Index talan
0.54 a -0.02 pour les protéines surabondanteslebgzatients cancers et de 0.13 a 0.63 pour |ld¢éipes
qui présentent une diminution de leur abondancez dbe patients cancers. Pour rappel, les bornes
déterminées lors de I'analyse statistique sontésemtées par des lignes pointillées rouges sigrégshes
correspondants. De plus, on observe que certanmidzss biomarqueurs comme la Vitamin D binding pa
exemple sont détectés uniquement dans l'une atrd’ales catégories de patients cancers (incident ou
prévalent). Ceci suggére que les primo tumeurscae® aux patients incident et les tumeurs réaés
(patients prévalents) sont peut-étre différentesxptiquerait le fait que les tumeurs récidivanbes des

caracteres différents (infiltrant le muscle, mé&tagfue) des primo tumeurs.

D. Candidats biomarqueurs du cancer de la vessie

La liste des candidats biomarqueurs maintenantrdétée, nous allons I'analyser d’un point de vue
fonctionnel (voies métaboliques, localisation tiage ou subcellulaire) en utilisant différents itsut

bioinformatiques disponibles a la communauté.
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Figure V.14 : Protéines quantifiées classées pavnalances médiane décroissante sur I'ensemble
des patients de la cohorte de découverte en mettardvidence les candidats biomarqueurs sur et sous

abondants chez les patients cancers

Dans un premier temps, nous avons mis en évideegeandidats biomarqueurs sur une courbe
représentant I'ensemble des protéines quantifig@esta de I'analyse LC-MS de I'ensemble des édhang
urinaires (Figure V.14). Pour calculer I'abondandes protéines, nous avons sommeé les valeurs
d’abondances de leurs peptides pour chaque patieatculé la médiane sur 'ensemble des 98 patikes
protéines ainsi quantifiées ont été classées pamdamce décroissante. Les barres d’erreurs cordepb
aux F' et 3™ quartiles de la distribution d’abondance de cptteéine sur la cohorte totale. On remarque
que les variations sont fortement protéines déperdaet que I'abondance de certaines protéinee dari
plus de 2 ordres de grandeurs, méme en ne condidgr@ les 50% centraux de la population. Ces tvamnis
semblent dépendantes de I'abondance de la prod¢iles protéines majoritaires montrent en génémal u
meilleure consistance. Au final, on couvre une gammynamique protéique d’environ 5.5 ordre de
grandeurs. On observe que les candidats biomargjseuou sous abondants chez les patients carwdrs s
répartis sur la quasi-totalité de la courbe. Cexifictme que les candidats biomarqueurs découvents d

cette étude, ne sont pas uniquement des protéiajesitaires de I'urine.

1. Classification fonctionnelle des candidats

Nous nous sommes ensuite intéressés aux fonctiolécuamaires, aux compartiments cellulaires et

aux processus biologiques dans lesquels pourr@ientmpliqués nos candidats biomarqueurs. Potaim
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nous avons analysé les termes d’ontologie des g&®@3$ associés a ces protéines a l'aide du logiciel
« Protein Center ». Cette ontologie est extrémemniaste et ce logiciel permet un regroupement de ces

termes en un nombre limité de catégories appel€eSi@n.

ator activity
protein binding

extracellular

Processus biologique Localisation cellulaire Fonction moléculaire

Figure V. 15 : Classification fonctionnelle desrtexs GO Slim des candidats biomarqueurs plus
montrant une augmentation de leur abondance chezphients cancers par processus biologique,

localisation cellulaire et fonctions moléculaire.

La figure V.15 montre la répartition des termes @§3ociée a nos candidats biomarqueurs par
processus, localisation et fonction. Si I'on conepaette distribution & celle obtenue précédemment s
'ensemble des protéines urinaires identifiées daogre base AMT, nous pouvons constater un
enrichissement des protéines impliqguées dans lesepsus de transport et les fonctions associées a |
régulation de l'activité enzymatique ou a l'activitles récepteurs. Ceci corrobore I'hypothése dartiép
selon laquelle le tissu tumoral relarguerait destgines susceptible d'étre détectées dans l'ulies.
biomarqueurs seraient ainsi des protéines de facgudes cellules, des protéines sécrétées, degteacs
ou des transporteurs impligués dans le trafic zétks, la dégradation ou I'externalisation. Un mmmbre

de ces protéines sont en effet annotées comme reaten

2. Les Exosomes

Les exosomes sont des vésicules membranaires id@rggdocytaire, de 40 a 100 nm, sécrétés par
les cellules dans leur environnement. Leurs fonestioe sont pas totalement élucidées, mais on gadieur
implication dans la communication intercellulaiegt, plusieurs sources (Théry, Zitvogel, & Amigorena,
2002), (Mathivanan, Ji, & Simpson, 2010) invoquemt réle de ces vésicules dans des processus
pathologiques, notamment dans le cas de patholag®génitales (Zhou et al., 2008). Ces exosomes
contiennent des signatures génomiques et protéiguegses aux cellules qui leur ont donné naissance
(Henderson & Azorsa, 2012). Depuis quelques anndgesnombreuses études ont montré la présence
d’exosomes dans les fluides biologiques et notarhiheine (Pisitkun et al., 2004). Il a été suggéiee les
cellules tumorales sécrétaient des exosomes ergmnsle quantité que les cellules normales. De pdgs
exosomes sécrétés par ces cellules peuvent partici progression du cancer, en favorisantdation du
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foyer tumoral, ou en supprimant la réponse immingitdes protéines d'origines exosomales sont donc
particulierement intéressantes comme candidatsdviqureurs car on les retrouve a I'extérieur desiledlet
gue leur signature est spécifique de la tumeur dergont originaires. Par exemple, FGF-2 (fibrebla
growth factor) qui intervient dans la prolifératieellulaire pendant I'angiogenése a été déteatd s

exosomes de cellules tumorales (Ceccarelli e2@Q7).

Lors de l'analyse bioinformatique de notre liste ldiemarqueurs, il est apparu qu'une forte
proportion des protéines candidates était annaiéene exosomales. La Figure V.16 présente les gsaphe
d’interaction obtenus a l'aide du logiciel Stringnpw and Predicted Protein-Protein Interactionjirigt
db.org) des protéines sur- et sous-abondantesldangines de patients atteins de cancer. L'angbgse
String des termes GO relatifs a la localisatiotutale de ces protéines révéle également un éssieiment
en protéines exosomales, représentées en roudg figmre. Cet enrichissement, tres significatifjgou’il
concerne la moitié des protéines de notre listé9@&st tres surprenant. En effet, nous n’aviaitsaucun
effort particulier pour purifier ces sous-compagims. C'est donc trés probablement en raison de leu

spécificité au processus pathologique que cesipastée retrouvent a ce point enrichies.

Typiquement, la préparation des exosomes requigitakcentrifugation (>100 000 rcf) de longue
durée (1 heure) a partir de grands volumes d'uribesqui peut étre compliqué pour une étude climiqu
Dans notre cas, nous avons obtenu un pool de pestdifférentielles fortement enrichi en protéines
d’'origines exosomales sans avoir eu recours arifigation de ces compartiments. Ceci illustrddailité

d’'acces a ces candidats et préfigure bien de eengelle utilité clinique.

FABPS

- GPX3
@

Figure V.16 : Graphe d'interaction de nos candidatsmarqueurs surabondants chez les patients
cancers (panneau de gauche) et surabondants cteezdetroles (panneau de droite). En rouge, les

protéines d’'origine exosomales.
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3. Evaluation critique de la liste de candidats

Pour l'instant, nous avons considéré la liste deslidats dans sa globalité a travers des analyses
bioinformatiques qui ont révélées des trais cafled’intéréts. La quéte des candidats les plusirngsrts
passe nécessairement par une évaluation critigaigm@éines de la liste. Pendant le déroulementede
projet, des études sur la découverte de biomargukucancer de la vessie dans les urines onuélées
dans la littérature. Celles de Linden (Lindén et2012) et de Chen (Chen et al., 2010), nous afgsant

les plus pertinentes pour affiner nos résultats.

Linden et collaborateurs ont identifié 29 candidaitsmarqueurs du cancer de la vessie, a partir
d'une analyse de protéomique quantitative « Lated-H d’'urine de 11 patients cancers et 11 patients
contrdles sains. Une analyse par western Blot dirowh une abondance différentielle pour 4 de ces
candidats biomarqueurs, dont deux figurent dan®tiste : le Fibrinogefi chain (FGB) et ki-1-antitrypsin
(SERPINAL). De plus I'exploration des coupes tiasek disponibles dans Human Protein Atlas (HPA,

http://www.proteinatlas.ojga montré une surexpression de ces 2 candidategesutissus cancers de

I'urothélium par rapport a des tissus normaux.

Dans I'étude de Chen, une analyse protéomique itidre des urines de 14 patients contréles sains
et 23 patients cancers a été réalisée en utilisaathnologie iTRAQ. Les urines des patients ¢épéolées
en trois groupes représentatifs de différentesselasle cancer : bas grade-stade précoce, hautsjeaide
précoce et haut grade-stade avancé. Cette étudernaispd’identifier 638 protéines dont 55 ont été
déterminées comme différentiellement abondante® éa$ patients cancers et les patients contrélas.
évaluation par Western Blot a permis de vérifiabndance différentielle de quelques-uns de cadidas
biomarqueurs. Une validation par la technique ELI&Aussi confirmé I'accroissement d’abondance de
'APOAL chez les patients cancer comparés a deeratcontroles atteints d'infections urinaires ou

d’hématurie. Les auteurs soulignent le potentiedetée protéine pour le diagnostic du cancer desaie.
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Figure V.17 : Protéine APOAL : profil d’abondance éog de la protéine chez les patients
contrbles, cancers incident associés au risque dmgrpssion tumoral déterminé dans notre étude
guantitative (panneau supérieur) ; Vérification kbondance différentielle de cette protéine daésude
de Chen par Western blot dans les urines de patiemtrble, de bas grade stade précoce, haut gstalde

précoce et stade avancé (panneau inférieur).

Dans notre liste, nous avons 23 protéines en comanwen celles de Chen et 7 avec I'étude de
Linden. Parmi ces protéines, 'APOA1L a été détedsiws les trois études comme l'une les plus dégéégul
Cette protéine associée aux exosomes est une cantpanajeure des lipoprotéines de haute densitéHD
responsable du transport du cholestérol vers &doiil pourra étre éliminé. La Figure V.17 moneerofil
d’abondance que nous avons obtenu pour cette peotdi fonction des risques de progression et dgivéc
chez les patients incidents (panneau supérieur)gr@ghe est mis en paralléle avec les résultata de
vérification par Western blot des profils quaniitsabbtenus par Chen dans son étude (panneaueuf§ri
On observe dans les deux cas une corrélation €atvendance de cette protéine et la sévérité de la

pathologie. Ce résultat est également corroboréeganofil quantitatif obtenu par Linden.
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Figure V.18 : Concentration de 'APOAL déterminge panalyse iSRM sur des urines de patients
contrbles sains et urologiques et de patients mtttei'un cancer incident en fonction du risque de
progression tumoral (panneau supérieur) ; visudlma du marquage de cette protéine sur le site HBA

des coupes de tissu d’urothélium normal et canganifeau inférieur).

A la suite de notre étude, un certain nombre dalidats ont été évalué par i-SRM chez notre
partenaire a CRP-Santé Luxembourg. Il est importensouligner que pour cette évaluation la cohorte
analysée incluait des contrbles urologiques. Gedtevelle classe était composée de patients vemsaiiter
pour une suspicion d’'une tumeur vésicale et posguels la tumeur n'avait pas été confirmée suite a
cystoscopie. Ces patients controles représentemtddtables cas auxquels sont confrontés lescidims
lorsqu’ils doivent établir un diagnostic. Le prafié concentration urinaire de ’APOAL obtenu p&N&sur
la cohorte d’évaluation est représenté Figure \pBBineau supérieur). Ces résultats confirment tidaoce
différentielle entre les patients cancer et lestrédes sains. Cependant, lorsque I'on compare ces
concentrations avec celles trouvées chez les destudologiques, on perd le pouvoir discriminantcdée
protéine pour les risques intermédiaire et faible.plus, si 'on examine les coupes tissulairepatigles
sur le site Human Protein Atlas (Figure V.18 — ggmninférieur), on peut émettre des doutes switiefie
ce marqueur ait pour origine le tissu tumoral. lgiaentation de 'abondance de 'APOA1 dans l'urine
semble donc due a une réponse de I'organisme agg80s pathologiques, et non pas lié uniguement au
développement tumoral. Ceci souligne le caractepenpiellement non spécifigue de ce candidat

biomarqueur que I'on retrouve dérégulé dans diffire pathologies confondantes.

Les biomarqueurs que I'on recherche sont idéalemsuas spécifiquement de la tumeur. Pour filtrer

notre liste de candidats, nous nous sommes ddéegses, a des études de découverte de biomaqueur
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urinaires d’'autres pathologies. Une étude en qdir a retenu notre attention, en raison du fort
recouvrement avec notre liste. Il s’agit du travad Kalantari et al (Kalantari et al., 2013) sur la
néphropathie IgA, une maladie auto-immune atteigrianrein. En comparant par une méthode de
protéomique « label-free » les urines de patietteings d’'une néphropathie IgA a différents stadms
auteurs ont extrait une liste de protéines dontalsndances étaient corrélées a la sévérité de cett
pathologie. Le Tableau V.3 compile la liste descMdidats communs avec notre étude. On note en
particulier la présence de I'APOAL, ce qui confirmecore une fois son caractére peu spécifique. On
remarque également que cette liste contient degipes associées a la cascade du complément at de |
coagulation (C3, A2M, C4BP), ce qui suggére un®mép a l'inflammation. Ces candidats semblent donc

étre d’un moindre intérét pour le diagnostic ducesrde la vessie.

Tableau V.4 Sélection de nos candidats biomarquguirprésentent une abondance différentielle daas |

néphropathies a IgA

ID name Gene name
P02647 |Apolipoprotein A-I APOA1
P01023 |Alpha-2-macroglobulin A2M
P01024 |Complement C3 C3
P00738 |Haptoglobin HP
P02763 |Alpha-1-acid glycoprotein 1 ORM1
P02774  |Vitamin D-binding protein GC
P02790 |Hemopexin HPX
P06727 |Apolipoprotein A-IV APOA4
P04217 |Alpha-1B-glycoprotein A1BG
P02766 |Transthyretin TR
P25311 |Zinc-alpha-2-glycoprotein AZGP1
P19823 |Inter-alpha-trypsin inhibitor heawy chain H2 ITIH2
A2RTY6 |[Inter-alpha (Globulin) inhibitor H2 ITIH2
P02753 |Retinol-binding protein 4 RBP4
Q15828 |Cystatin-M CST6
P61769 |Beta-2-microglobulin B2M
P06703 |S100 calcium binding protein A6 (Calcyclin), isoform CRA_a S100A6
P43652 |Afamin AFM
P00450 |Ceruloplasmin CP
P07858 |[Cathepsin B CTSB

Les protéines candidates de notre étude, méritmutrohais d’étre validée par d’autres techniques de
protéomique quantitative ou par ELISA. Pour démemta pertinence de cette liste réduite, nous nous
focalisons maintenant sur deux protéines annot@asne exosomales qui pourraient étre directemess Bé

la tumeur et permettraient d’établir un diagnodés cancers incidents et/ou prévalents.

La protéine S100P figure parmi les plus déréguldesz les cancers incidents. Cette protéine
appartient a la famille des protéines S100 locedis#ans le cytoplasme ou le noyau et impliquée dans
nombreux processus cellulaires tels que les cyeprogression ou de différentiation. En 2007, été

démontré que le géne S100P, permettrait de digtirlgs tumeurs urothéliales des tumeurs de laaimst
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du rein (Higgins et al., 2007). Selon ces sourdassurexpression du gene S100P permettrait déreliftier

les tumeurs urothéliales, d’autres tumeurs urotgkas.

Protein S100-P
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Figure V.19 : Profil d’abondance de la protéine 8P0chez les patients contrdles, cancers incident
associés au risque de progression tumoral déterrdarés notre étude quantitative (panneau de gauche)
visualisation du marquage de cette protéine sigite HPA sur des coupes de tissu d’urothélium nbeha

cancer (panneau de droite).

Dans notre étude, nous ajoutons une évidence guatéi ces observations (Figure V.19 panneau de
gauche), en démontrant que I'abondance différémtid cette protéine dans I'urine est corréléeaatefir
de risque de progression. En effet, on note uffiéreince significative (test de Wilcoxon) entre pegtients
contrdles et incident (risques intermédiaires evéd, marqué par un astérisque). Dans son étinde, &£
également détectée cette protéine comme dérégnéée,n’a pas évalué sa pertinence par westerndslot
par ELISA. Lorsque I'on examine les immunohistotxyide tissus normaux et cancéreux, dans Human
Protein Atlas, on note une différence notable deqoege (Figure V.19 panneau de droite). Cette preté
représente ainsi un candidat biomarqueur ayanbrtnpbtentiel pour la détection d’'une tumeur vésica
chez les patients n‘ayant aucun antécédent. De gaud’exploration dans HPA, on confirme I'origine
tumorale de cette protéine. Enfin les résultatsemlg par Higgins en 2007 apportent une preuve
supplémentaire sur la spécificité du géne corredgaina cette protéine. Nous n'avons malheureusepaant

de validation par SRM ou ELISA de cette protéine.

Par ailleurs, parmi I'ensemble des protéines d@iiohdance est affectée négativement par le
cancer, on note la présence d’'une protéine cononmrene marqueur de la membrane lysosomale : LAMP1.
Cette protéine a été impliquée dans la capacit@staique et I'agressivité des tumeurs sur des lewdé
murins (Fehrenbacher et al., 2008). Dans notreeétoelte protéine a été détectée surabondantelehez
patients contrdles par rapport aux patients can@ecglent et prévalent). Contrairement a la pdécde,
cette protéine a été évaluée par SRM chez notenadre au CRP Santé Luxembourg, la figure V.20

représente le profil de concentration de LAMP1 d#mscohorte d’évaluation incluant les contrbles
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confondants. L’évaluation par SRM confirme la dététion observée dans notre étude et valide sa
généralisation aux contrdles urologiques mais warigent chez les patients prévalents. De plus, tsque

la décroissance de la concentration de LAMP1 esélge au facteur de risque. Ces résultats sugpeven
LAMP1 serait capable de discriminer les patientanayléja été opéré d'un cancer de la vessie, denpat
prévalents pour qui la tumeur n’est pas confirmeielg cystoscopie. En d’autre terme LAMP1 pouréaié

un biomarqueur diagnostic du cancer de la ves®e [g#s patients prévalents. Une analyse ELISA sar u
plus grande cohorte indépendante permettrait dérowr ces résultats. Ce type de biomarqueur ést tr
important car il permettrait, s'il est validé, daciliter le suivi des patients ayant subi une résecen

limitant le nombre de cystoscopie de contrdle.
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Figure V.20 Concentration de LAMP1 déterminée pandlyse iISRM sur des urines de patients

contrdles sains et urologiques et cancer incidemrévalent en fonction du risque de progressiondrtal.

E. Conclusion

Lors de cette étude quantitative, nous avons adaystriplicat les extraits urinaires de 30
contrbles et de 60 patients ségrégés par type mgercdincident ou prévalent) et par facteur de
risque de progression tumorale ou de récidive. dlgse statistique des données a permis de
dégager un ensemble de 64 candidats surabondasrslesh patients atteints de cancer et de 33
candidats dont I'abondance était diminuée chearliémes patients. Il est important de souligner
gu’il s’agit d’'une liste de candidats et non pashiemarqueurs. Ceux-ci devront encore subir

plusieurs évaluations avant leur potentielle vaimafinale. L’exploration de notre liste a mis en
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evidence plusieurs caractéristiques intéressaiitast d’abord, ces protéines couvrent une large
gamme d’abondances, ce qui est encourageant etntkeme fait que ces protéines ne sont pas
uniquement des protéines majoritaires de I'urine plus, on note une forte proportion de protéines
d’origine exosomales qui pourraient étre sécrépmsles tumeurs. Il est important de noter que
nous n'avions pas spécifiquement ciblés cette catgle protéines lors de cette étude, leur
enrichissement a tres probablement pour origine $pécificité au processus pathologique ; En
conclusion, ces résultats trés encourageants rhetterumiére le potentiel que combine le

protéome urinaire pour la détection précoce dueate la vessie.
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Conclusion générale

Les avancées méthodologiques en protéomique pemhetésormais d’accéder a une trés grande
variété de protéines dans des échantillons ausgpleaes que les fluides biologiques, et ce dandetaps
d’analyse toujours plus réduit. Ceci permet de icldmer des applications dans le domaine de la santé
humaine, ou la variabilité inter-individuelle rendécessaire la comparaison de grands nombres
d’échantillons. Dans ce contexte, la recherche idendrqueurs protéiques présente un intérét clinique
majeur pour le diagnostic, le pronostic ou le stihvdrapeutique de patient atteints de pathologissia

diverses que les cancers, les maladies auto-imnmunesurdégénératives.

Le diagnostic précoce du cancer de la vessie ssgepsystématiquement par la cystoscopie est un
enjeu de santé important, en particulier pour lalepts suivis a la suite de la résection d’'unempeee
tumeur urothéliale. En raison de sa facilité d'acetde la diversité de protéines qui s’y retrotwvkurine
est un fluide particulierement intéressant pourelcherche de biomarqueurs de pathologies uro-dgésita
Ainsi, une simple analyse d’urine dans laquellgoarrait suivre un ou plusieurs biomarqueurs peraiet
d’améliorer de fagcon conséquente la prise en chadegepatients pour lesquels on suspecte un carder d
vessie. A I'heure actuelle, il n’existe pas de t@tsmarqueurs qui soient capable d'allier une ddlitéi et
une spécificité permettant de s’affranchir de latagcopie. Nous nous sommes donc intéressés ael'uri

dans le but de déterminer des candidats biomargaeucancer de la vessie.

Au début de ces travaux, peu d’exemple de caraaté@n exhaustive du protéome urinaire avaient
été publiés, et encore moins qui concernaient lkouléerte de biomarqueurs de pathologies par des
méthodes de protéomique a haut débit utilisaninéicomme analyte. Bien que I'urine soit un ulttedt du
sang, ce fluide comporte des spécificités, comneehien plus faible concentration protéique ou Espnce
de protéines majoritaires que I'on ne trouve pasda sang. Ainsi, les méthodologies développées lgo
plasma ou le sérum n’étaient pas tres bien adapti@es avons donc développé un protocole expérahent
couvrant 'ensemble du processus de découvert@aeeaux biomarqueurs dans 'urine : de la colletta
préparation des échantillons, a I'évaluation de hode¢s de fractionnement en vue d’aboutir a la
caractérisation la plus exhaustive possible duéprae urinaire, et jusqu’a I'application de méthodas de

protéomique quantitative et de méthodes statistigiéeiées.

Ainsi, au cours de ces travaux, nous avons mislacepen concertation avec nos partenaires
cliniciens, un protocole de collecte spécifiqueardgant aux exigences de l'analyse protéomique %t au
contraintes cliniques. Par ailleurs, nous avoninigé, avec nos collegues en charge de I'évaluatam
candidats biomarqueurs, un protocole d’extracties grotéines urinaires basés sur la précipitatioA T
suivie d'une digestion en solution qui a démontné@ bonne adéquation avec I'analyse protéomique par

deux méthodes de quantification. De plus, nous seanactérisé I'urine a partir de différentes médsode
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préparation et de fractionnement, pour aboutiré&hase de données contenant 2014 protéines usimaine
redondantes. Nous avons ensuite pu comparer cémdaest de fractionnement ou de déplétion entre elles
pour évaluer la meilleure stratégie d’exploratiam giotéome urinaire. Les résultats obtenus onti ains
démontré que la méthode de fractionnement la phweréble était I'isoélectrofocalisation hors gel.
Cependant, nous avons également pu constater guétleode Equalizer avait permis d'accéder, lors de
I'étape de quantification, & des protéines minogtade I'urine, inaccessibles par d’autres métho#afin,
'analyse quantitative des extraits urinaires dgp88ents dont les 2/3 étaient atteints de caneda dessie,

et le traitement statistique des données issuazitie analyse, ont permis de dégager un ensemkid de
protéines candidates surabondantes chez les gatitaints de cancers et de 33 protéines candidatgs
'abondance était diminuée chez ces mémes pate@mparés aux contréles. Ces biomarqueurs devront
encore subir plusieurs évaluations avant leur éedletvalidation. Néanmoins, I'examen de cette |stfait
ressortir un enrichissement surprenant en protésseciées aux exosomes, dont certaines paraésent
sécrétées spécifiguement par la tumeur. Ces résolth démontré de fagon claire le potentiel dugmme
urinaire pour la détection du cancer de la ve&3#eplus, il est important de noter que cette méthmmlrrait

également étre appliquée a d'autres pathologiegémdales.

A I'heure actuelle, la principale difficulté poum Irecherche de nouveaux biomarqueurs de
pathologies est l'intégration de I'ensemble desnd@s générées et leur mise en perspective avetedau
résultats, qu’ils soient protéomiques ou autreasihiquand nous avons voulu comparer notre coueedu
protéome urinaire & deux autres études les plablast nous nous sommes heurtés a des difficldigs ld
mise en parallele des listes d’'identification, 'etsbie de cette comparaison laisse plusieurs quesssans
réponse. Ces résultats, ainsi que d’'autres exendglda littérature montrent les limites des appescte
protéomique dites « bottom-up » basées sur l'imigzades protéines sur la base des peptides détgrss
digestion protéolytique de I'échantillon. Ceci egpk I'intérét croissant des nouvelles approchesyde
« top down » dans lesquelles les protéines sotys@es dans leur intégralité sans digestion préal&ians
le cadre de I'évaluation de nos biomarqueurs uenaies approches pourraient jouer un réle poulodéer

I'existence et déterminer la forme exacte (protgé®lynodifications) de certaines protéines d’intérét
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Le cancer de la vessie représente le 4iéme candédraiinme en Europe. Dans la majorité des
cas, les primo-tumeurs sont traitées facilementr@section mais dans 60% des cas, il y a récidives
sous formes plus agressives. Il est donc nécessaid®tecter au plus tét ces récidives. A ce jour,
I'examen de référence pour le diagnostic d'un cadeela vessie est la cystoscopie. Cet examen
permet d’examiner I'intérieur de la vessie a l'aiflan systéme optique introduit via l'urétre. Cette
méthode est spécifique et sensible mais inconflerethinvasive pour le patient. Il est donc impotta
de trouver de nouvelles méthodes de diagnosticudelrs de la vessie et, de surveillance aussi
sensibles et spécifiques pour réduire linconfbezcle patient et par la méme occasion, le co(t
associés a la cystoscopie. La recherche de biomarsiprotéiques dans l'urine représente une
alternative majeure pour le diagnostic, le promostile suivi thérapeutique de patients atteints de
pathologies uro-génitales. Dans le cas présenadcet de la vessie, la vessie joue le role devaiser
de cellules relarguées par la tumeur, ce qui faifutine, fluide dit "proximal”, le fluide idéalopir la
recherche de biomarqueurs protéiques. Ces derr@pre®s, la recherche de biomarqueurs protéiques
a bénéficié de progrés spectaculaires dans le dendai la spectrométrie de masse et de la biochimie,
permettant d’accéder a une large variété de peséisur une large gamme dynamique de
concentration. De plus, I'apparition de nouvellppraches de protéomique quantitatives, telle que la
stratégie "Accurate Mass and Time (AMT) tags" céeph la quantification « label free », permet la
comparaison de protéomes d'états physiologiquémats par mesures d'abondances des protéines.
Dans le cadre de ce travail de thése, nous avosisdeveloppé un protocole expérimental couvrant
'ensemble du processus de découverte de nouveamalfueurs associés au cancer de la vessie
dans l'urine,i.e., de la collecte et préparation des échantillonsra a I'évaluation de méthodes de
fractionnement pour la caractérisation la plus astige possible du protéome urinaire, en utilisant
des méthodes de protéomiques quantitatives et ddmdes de statistiques dédiées. Ce travail nous a
permis de constituer une base de données cont@tdmt protéines urinaires. Des variations
d’abondances ont été mesurées pour plus de laémibéntre elles, au travers d’'une cohorte de 98
patients constituée de patients atteints de camleels vessie et de patients contrdles. Une listdef
composee de 97 candidats biomarqueurs du cander\dessie a été établit. Cette liste contient un

grand nombre de protéines exosomales potentiellesgerétées de fagon spécifique par la tumeur.



Bladder cancer is the 4th type of cancer causing eeath in Europe. In most cases, primary
tumors can be easily removed by resection but ¥ @ the cases, the tumors regrowth in more
aggressive forms. Therefore, it is essential tecetarly recurrence of bladder cancer. To date, th
gold standard for the diagnosis of bladder carseystoscopy. It allows the examination of thedasi
of the bladder using an optical system which i®iites] in the urethra. This method is sensitive and
specific but extremely uncomfortable and invasieethe patient. Therefore, it is crucial to findane
diagnosis and monitoring methods for bladder tummoore comfortable for the patient, in a cost-
efficient way. The search for clinically useful pgim biomarkers in the urine is a major alternafire
the diagnosis, the prognostic and the therapengitrnent of patients with urea-genital patholodies.
the specific case of the bladder cancer, the bltaddetains the cells left by the tumour, and
subsequently urine becomes the ideal fluid for laickar investigation as a “proximal fluid”. In the
last few years, the search for protein biomarkes enefited of significant progress in the field o
mass spectrometry and bio-chemistry, allowing teection of a wide variety of proteins in a large
dynamic range of concentrations. In addition, n@praaches of quantitative proteomic, such as the
“Accurate Mass and Time (AMT) tags” approach, cedplith the “label free” quantification, allows
the comparison of proteomes from distinct phygial state by measuring protein abundances.
During this thesis, we developed an experimentaiqaol covering the whole process of discovering
new biomarkers associated to bladder cancer iresyire., from the collection and preparation of
urine samples, to the evaluation of the best waatigy method to define the urinary proteome using
guantitative approaches and dedicated statistietiodologies. This work enables the population of a
database containing 2014 urinary proteins. Abunglaraziations were measured for more than the
half through a cohort of 98 healthy and bladdercearpatients. A final list of 97 biomarker
candidates has been established. This list holsigraficant number of exosomal proteins that are

potentially secreted by the tumour.



