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LISTE DES ABREVIATIONS

1D SDS-PAGE - Gel d’électrophorese monodimensionnel en conditions dénaturantes
2D SDS-PAGE - Gel d’électrophorése bidimensionnel

2D-LC-MS/MS - Analyse par chromatographie liquide bidimensionnelle couplée a la spectrométrie
de masse en tandem

ACN — Acétonitrile

APEX - « Absolute Protein Expression »

APS — Persulfate d’Ammonium

BS® — Sulfo-DSS

BSA — Albumine de Sérum Bovin

CD — Clusters de Différentiation

CHOP — Chimiothérapie (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone)
CID — « Collision Induced Dissociation »

CMC - Concentration Micellaire Critique

CSC — Cellules Souches Cancéreuses

CTAC — Chlorure de Cétrimonium

C-ter — Extrémité C-terminale de la protéine

CV — Coefficients de variation

DDA - « Data-Dependent Acquisition »

DIA - « Data-Independent Acquisition »

DL — Digestion Liquide

DSS — Disuccinimidyl suberate

ECD — « Electron Capture Dissociation »

EMBL-EBI — Institut européen de bio-informatique ou « The European Bioinformatics Institute »
emPAl — « exponentially modified Protein Abundance Index »

ESI — « ElectroSpray lonization »

ETD — « Electron-Transfer Dissociation »

FA — Acide Formique

FASP — « Filter-Aided Sample Preparation »

FDR — Taux de faux-positifs ou « False Discovery Rate »

FFPE — « Formalin-Fixed and Paraffin-Embedded »

FMN — Riboflavine
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GO — « Gene Ontology »

H,'®0 — Eau lourde

HCD — « Higher-energy Collision Dissociation »

HUS — Hopitaux Universitaires de Strasbourg

iBAQ — « intensity-Based Absolute Quantification »

ICAT — « Isotope Coded Affinity Tag »

IEF — Focalisation isoélectrique

IRMA — Institut de Recherche Mathématique Avancée

iRT — « index Retention Time »

iTRAQ — « isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification »
KEGG — « Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes »

LBDGC - Lymphomes B diffus a grandes cellules

LC-MS/MS — Analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en
tandem

m/z — Ratio masse sur charge

MALDI — « Matrix-Assisted Laser Desorption lonization »
MED-FASP — « MultiEnzyme Digestion FASP »

MS — Spectrométrie de Masse

MudPIT — « Multidimensionnal Protein Identification Technology »
NCBI — Centre National pour I'information biotechnologique ou « National Center for Biotechnologic
Information »

NHC — Nouvel Hopital Civil

N-ter — Extrémité N-terminale de la protéine

PAIl - « Protein Abundance Index »

PDB — « Protein DataBank »

PFF — Empreinte de fragments peptidiques ou « Peptide Fragment Fingerprinting »
pl — Point Isoélectrique

PIR — « Protein Identification Resource »

PRIDE — « PRoteomics IDEntification database »

PSM — « Peptide Spectrum Match »

PVDF — « PolyVinyliDene Fluoride »

Q — Analyseur quadrip6laire

RCPG — Récepteurs Couplés aux Protéines G

SDC - Déoxycholate de sodium
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SDS — Dodécylsulfate de sodium

SG — Gel « Stacking » ou de concentration

SIB — Institut suisse de bio-informatique ou « Swiss Institute of Bioinformatics »
SILAC — « Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell cultures »
SPE — Extraction sur phase solide ou « Solid-Phase Extraction »
SRM — « Selected-Reaction Monitoring »

TCA — Acide trichloroacétique

TCEP — Tris(2-carboxyethyl)phosphine

TEMED — Tétraméthyléthylénediamine

TFA — Acide trifluoroacétique

TG — « Tube-Gel »

TMT — « Tandem Mass Tags »

TOF — Analyseur a temps de vol — « Time-Of-Flight »

Tr — Temps de rétention
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INTRODUCTION GENERALE

Les protéines sont des macromolécules biologiques qui résultent de la traduction du génome. Elles
assurent de nombreux rdéles au sein de I'organisme et constituent ce que I'on nomme le protéome.
Cette entité est hautement dynamique et complexe de par les nombreuses versions protéiques
pouvant résulter d’'un méme géne. Ces versions, nommées protéoformes, sont conséquentes de

modifications post-traductionnelles, d’épissage alternatif ou encore de variants de séquence?.

Le protéome dépend et refléte I'état physiologique d’un tissu ou d’une cellule. Son analyse permet par
conséquent d’étudier les processus biologiques sous-jacents a des perturbations, telles que les
maladies ou les conditions environnementales?. C’est pour cette raison que I'analyse protéomique
occupe de nos jours une place grandissante dans le domaine de la recherche de biomarqueurs de
pathologies. En effet, elle offre des informations complémentaires a d’autres stratégies « omiques »,
telles que la transcriptomique ou la génomique, qui sont essentielles a la compréhension de processus

biochimiques et de maladies®.

A ses débuts dans les années 1980, I'analyse de protéines s’effectuait au travers de gels
d’électrophorése bidimensionnelle, et leur identification était obtenue par dégradation d’Edman.
Depuis les années 2000, la spectrométrie de masse occupe une place prépondérante dans ce
domaine?. Les efforts fournis par la communauté scientifique pour amener les stratégies de
protéomique « Bottom-up » a maturité permettent aujourd’hui d’analyser des mélanges protéiques
complexes de maniére quasi-routiniére, et de répondre a diverses problématiques biologiques. En
effet, les développements aussi bien instrumentaux (en spectrométrie de masse) que d’outils bio-
informatiques et de banques de séquences protéiques, offrent a I'heure actuelle la possibilité
d’identifier des milliers de protéines au sein d’'un mélange protéique complexe®®. Ces développements
permettent également d’obtenir des informations quantitatives, souvent essentielles pour répondre a
des questions biologiques, notamment dans le domaine de la recherche de biomarqueurs de
pathologies®. Pour de tels projets, des approches différentielles sont mises en ceuvre, qui opposent
par exemple des échantillons protéiques issus de patients sains a ceux de patients atteints de la
maladie étudiée, de maniere a détecter les protéines variant entre les deux conditions qui refleteraient
la pathologie®. Le laboratoire a fait le choix d’employer des stratégies de quantification sans marquage
pour répondre a ce type de problématiques, notamment parce qu’elles offrent la possibilité d’analyser
un nombre théoriqguement illimité d’échantillons. Ces techniques requiérent cependant la pleine

maitrise de la répétabilité du schéma analytique afin d’assurer une quantification robuste!!. Plus
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particulierement, la préparation d’échantillons, qui intervient au début du schéma analytique et qui
est intimement liée a I'extraction des protéines du fait de I'incompatibilité de certains tampons
d’extraction avec certaines préparations d’échantillons, doit étre pleinement maitrisée pour ne pas

impacter la répétabilité de maniére précoce??.

C’est dans ce contexte que mes travaux de thése s’inscrivent, avec le développement de méthodes de
préparations d’échantillons pour la quantification sans marquage, adaptées a diverses matrices
biologiques. Les différents développements effectués ont été appliqués a divers projets de recherche
de biomarqueurs de pathologies, pour lesquels des stratégies de quantification sans marquage ont été

employées.

Ainsi, le Chapitre I du manuscrit présentera les différentes étapes de I’analyse protéomique par
spectrométrie de masse. Il s’attardera particulierement sur les étapes d’extraction de protéines et de
préparation d’échantillons, avant de décrire les différentes stratégies et outils disponibles a I'heure
actuelle permettant I'identification et la quantification des protéines, et devant étre adaptés de
maniére a pouvoir répondre a diverses problématiques. Ce chapitre apporte quelques lumieres sur les
améliorations et efforts a apporter pour tirer davantages d’informations des données générées par les

protéomistes.

Le Chapitre Il décrit I'ensemble des développements méthodologiques de préparation d’échantillons

réalisés au cours de ces travaux de these pour la protéomique quantitative sans marquage.

- Dans un premier temps, les optimisations de préparation d’échantillons adaptée a I'étude du
protéome membranaire de cellules souches cancéreuses de glioblastomes seront
développées. Les difficultés inhérentes a I'extraction et la préparation de protéines
membranaires seront discutées. Il s’agit de développements effectués dans le cadre du projet

de recherche de biomarqueurs de glioblastomes.

- Uneseconde partie traitera a la fois de I’évaluation d’une préparation d’échantillons innovante
sans fractionnement pour la protéomique quantitative sans marquage, le « Tube-Gel », ainsi
que de I'optimisation de ce protocole afin de le rendre universel a la diversité des échantillons
biologiques. Au cours de ma thése j'ai pu implémenter cette nouvelle technique de

préparation d’échantillons rapide et répétable au laboratoire.

- Une troisieme partie traitera des développements de méthodes d’extraction de protéines et

de préparation d’échantillons a partir de tissus ganglionnaires a la fois frais et inclus en
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paraffine. L’enjeu de tels développements, effectués dans I'objectif d’'une étude de recherche

de biomarqueurs de lymphome, sera discuté.

- Enfin, une quatrieme et derniére partie traitera de I‘optimisation d’une préparation
d’échantillons permettant I'analyse du protéome urinaire. Les difficultés inhérentes a ce type
de matrice seront exposées. L'objectif de ces optimisations réside en la mise au point d’une
méthode simple, rapide et robuste pouvant étre implémentée en clinique pour le diagnostic
en routine de biomarqueurs protéiques urinaires. En effet, ces développements ont été

effectués dans le cadre de la recherche de biomarqueurs de suivi de I’état de greffons rénaux.

Le Chapitre Ill portera quant a lui sur les projets de recherche de biomarqueurs a proprement parler.
Ces études ont tiré profit des développements et optimisations décrits au Chapitre Il. Ce chapitre se

divise en trois parties :

- Une premiere partie traitera de la recherche de biomarqueurs membranaires de
glioblastomes. L’objectif étant de trouver des cibles de thérapie pouvant améliorer le
traitement et la survie des patients atteints de glioblastome. Une attention particuliere sera

portée sur les contréles permettant d’attester la qualité des données.

- Une seconde partie abordera le projet de recherche de biomarqueurs de résistance des
lymphomes B diffus a grandes cellules. L'objectif premier étant de mieux comprendre les
processus biologiques liés a la chimiorésistance, et de pouvoir éventuellement la prévenir afin
d’adapter les traitements de premiere ligne. Le traitement statistique original effectué a partir
de données de quantification peptidique sera exposé, et les résultats d’une approche multi-

« omiques » seront présentés.

- Une troisieme et derniére partie explicitera le projet de recherche de biomarqueurs de suivi
de greffons rénaux. Ce projet s’inscrit dans le développement d’'une méthode permettant le
suivi et le diagnostic précoce de complications au niveau des greffons rénaux. Cette étude a
été menée de maniére a étre robuste vis-a-vis des contraintes imposées par le diagnostic de
routine a I'hOpital, c’est-a-dire robuste a un traitement, depuis le recueil des urines jusqu’a

I'analyse, simple et rapide.

Pour finir, quelques Travaux complémentaires seront brievement résumés. Il s’agit notamment
d’identification de partenaires de complexes protéiques, de la caractérisation d’'une protéine et de

projets de recherche de zones d’interactions par une technique de pontage chimique.
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CHAPITRE | - L’ANALYSE PROTEOMIQUE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

La protéomique consiste en la description, aussi bien qualitative que quantitative, de 'ensemble des
protéines exprimées dans une cellule ou un tissu 8 un moment donné, dans des conditions données®.
La spectrométrie de masse est devenue une méthode clé de I'analyse protéomique suite a deux
avancées datant de la fin des années 1980, portant sur le développement de deux méthodes
d’ionisation : lionisation « MALDI » (« Matrix-Assisted Laser Desorption lonization »)* et
I’électrospray (ESI pour « ElectroSpray lonization »)*®, qui ont rendu I'analyse de larges molécules peu,
voire non volatiles telles que les protéines, possible. Par ailleurs, 'augmentation croissante et la
curation des banques de données protéiques provenant de banques génomiques, les progres
instrumentaux de ces derniéres années améliorant la sensibilité, la résolution, la vitesse d’acquisition,
I'exactitude de masse, et en ce sens la qualité et la quantité des données, ainsi que I’évolution
constante des outils bio-informatiques permettant I'automatisation de 'interprétation des résultats
ont également joué un role important dans l'instauration de la spectrométrie de masse comme

élément central dans le domaine de I'analyse protéomique® 4> 1617,

I- Les différentes approches en analyse protéomique

L’analyse protéomique par spectrométrie de masse permet aussi bien de caractériser une protéine et
ses partenaires d’interaction, que d’étudier le niveau d’expression d’un ensemble de protéines. Selon
la nature de I'information souhaitée, trois types de stratégies, schématisées en Figure |-1, peuvent étre

envisagées :

- L’approche « Top-Down » consiste a analyser les protéines entiéres, de maniére a identifier
des protéoformes ou les modifications portées par les protéines'’ 8, Dans ce type d’approche,
la masse de la protéine est dans un premier temps déterminée, puis sa séquence peut étre
déduite de sa fragmentation. Au vu de la complexité des données générées, le « Top-Down »
nécessitait jusqu’il y a peu de temps d’analyser la protéine seule, et impliquait de ce fait de
disposer d’échantillons trés peu complexes, voire de la protéine purifiée!®. En effet, les
difficultés rencontrées lors du fractionnement des protéines en amont, ou encore le manque
d’outils bio-informatiques permettant de traiter ce type de données en aval, limitaient
I'utilisation du « Top-Down » a haut débit sur des mélanges complexes”*°. Depuis, des études
identifiant quelques centaines de protéines par des méthodes de « Top-Down » ont

progressivement fait leur apparition dans la littérature?® 21,



Chapitre | - L'analyse protéomique par spectrométrie de masse

L’approche « Bottom-Up » consiste quant a elle a analyser les protéines par I'intermédiaire de
peptides (d’une taille inférieure a 3 kDa) résultant d’'une digestion enzymatique, généralement
effectuée a I'aide de la trypsine. Les milliers de peptides générés par la digestion des protéines
au sein d’'un mélange complexe sont généralement séparés par chromatographie liquide,
avant de faire I'objet d’une analyse par spectrométrie de masse. Au cours de cette derniere,
la masse de chaque peptide peut étre déterminée de maniére a étre par la suite isolé,
fragmenté, puis identifié!” 18, A partir de I'identité des peptides, il est possible de remonter a
I'identité des protéines présentes dans le mélange complexe de départ. Cette approche est
aujourd’hui largement utilisée, notamment pour I'analyse de mélanges complexes, du fait des
récents développements instrumentaux et d’outils bio-informatiques adaptés qui permettent

d’effectuer des analyses a haut débit.

L’approche « Middle-Down » est une approche hybride des deux précédentes. Elle consiste a
analyser des peptides, tout comme la stratégie « Bottom-Up », mais de plus grande taille
(entre 3 et 20 kDa), générés par une digestion avec des enzymes telles que I’Asp-N, la Glu-C*
ou encore I'OmpT2. Elle génére des données de type « Top-Down » sur de grandes régions de

protéines tout en contournant les problémes inhérents a I'analyse de protéines intactes®.
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coe8e
Protéine(s)
[ « Bottom-up » ’ ‘ « Middle-Down » ] [ « Top-Down »
Digestion Digestion Protéine intacte
50000 000006 ‘ SeTED
[ e

Acquisition des Acquisitiondes
{ données données

Acquisition des
données

Figure I-1 - Les différentes approches de I'analyse protéomique par spectrométrie de masse, adaptée de 22
L’analyse des protéines par I'approche « Bottom-Up » s’effectue apres digestion enzymatique de celles-ci, générant des
peptides < 2 kDa. L’analyse des protéines par approche « Top-Down » s’effectue sur la protéine entiére. L’analyse des
protéines par I'approche « Middle-Down », intermédiaire entre I'approche « Top-Down » et « Bottom-Up » s’effectue apres
digestion enzymatique des protéines, générant des peptides de 3 a 20 kDa.

Seule I'approche « Bottom-Up » a été utilisée au cours de ces travaux de these et sera détaillée étape

par étape dans la suite de ce chapitre.
II- Les étapes de la stratégie « Bottom-Up »

L’analyse protéomique par approche « Bottom-Up » peut étre résumée en quatre étapes, décrites en
Figure 1l-1 et détaillées dans la suite de ce paragraphe, a savoir: I'extraction des protéines, la
préparation d’échantillons, I’analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
en tandem (LC-MS/MS) et le traitement des données. Chacune de ces étapes devra étre adaptée de
maniére a ce que le schéma analytique permette de répondre au mieux aux questions biologiques

posées.
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e Extraction des protéines

Mélange

protéique [

* Préparation compatible avec I'analyse protéomique

Préparation « Digestion enzymatique des protéines en peptides

d’échantillons

* Séparation des peptides

Analyse

* Analyse de leur masse et fragmentation

LC-MS/MS

« |dentification des peptides et protéines

Traitement ¢ Quantification des peptides et protéines

des données

Figure II-1 - Les étapes de I'approche « Bottom-Up »

1- L’extraction des protéines

La réussite des analyses protéomiques est fortement dépendante de la qualité de I'échantillon de
départ?*. Ainsi, I'extraction des protéines est une étape clé du processus qui contribue largement 3 la
variabilité des données si elle n’est pas maitrisée?. Le type d’échantillon étudié (sang, tissu, etc.), la
quantité de matériel disponible, le type de protéines auxquelles nous nous intéressons, mais aussi la
méthode de préparation de I'échantillon souhaitée en aval, sont autant d’éléments a prendre en

considération avant d’opter pour une stratégie d’extraction de protéines?.

L'extraction des protéines s’effectue au travers d’'un tampon de lyse et d’extraction, souvent
accompagné de stimuli mécaniques. Le choix du tampon, qui a pour réle de lyser, extraire, solubiliser
les protéines et faciliter I'accés de la protéase aux protéines?®, est primordial. Il peut étre basé sur

Iutilisation :

- De chaotropes telles que 'urée ou la thiourée qui, en stabilisant I'état déplié des protéines,

les dénaturent?,

- De mélanges solvant organique-eau tels que acétonitrile (ACN)-eau ou méthanol-eau qui sont

compatibles avec une analyse LC-MS/MS?,

- D’acides organiques qui cassent les membranes et solubilisent bien les protéines

membranaires, tels que I'acide formique (FA) ou I'acide trifluoroacétique (TFA),
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De détergents qui contiennent a la fois un domaine hydrophobe et un domaine hydrophile, et
qui sont capables de s’auto-assembler et de former spontanément des micelles a partir d’'une
certaine concentration seuil nommée concentration micellaire critique (CMC), propre a
chaque détergent. C'est a cette concentration que les micelles sont présentes en quantité

suffisante pour solubiliser les protéines® ?’. Nous distinguons quatre types de détergents :

0 Les détergents ioniques, tels que le dodécylsulfate de sodium (SDS), qui est trés
largement utilisé et souvent considéré comme une référence, notamment pour
I’extraction de protéines membranaires. Du fait de sa longue chaine carbonée et sa
téte anionique (Figure 1I-2), il casse les interactions inter- et intraprotéiques. Ainsi, il
solubilise, prévient de I'adsorption des protéines sur les parois des contenants utilisés,
de I'agrégation, et dénature les protéines. Cependant, ce type de détergent n’est pas
compatible avec une digestion enzymatique ainsi qu’avec une analyse LC-MS/MS
consécutive, étant donné qu’il interfére I'analyse chromatographique et perturbe

I'ionisation des peptides!? 2527,

0 Les détergents non-ioniques qui sont des agents de solubilisation doux tels que le
Triton X-100, le NP-40 ou le Dodécyl-B-D-maltoside (DDM). Tout comme les
détergents ioniques, ils possédent une chaine carbonée, mais leur téte polaire ne
présentant pas de charge, ils ne sont pas capables de casser les interactions protéines-
protéines. Certains de ces détergents sont compatibles a faible concentration avec une
analyse LC-MS/MS (DDM), alors que d’autres peuvent provoquer de fortes

suppressions de signal et former des adduits (Triton X-100, NP-40).

0 Les sels d’acides biliaires, tels que le déoxycholate de sodium (SDC), qui possedent
une face polaire et une face apolaire et présentent des capacités de solubilisation et
de dénaturation plus faibles. L'avantage de ces sels est la facilité avec laquelle ils
peuvent étre retirés d’un échantillon pour rendre I'échantillon compatible avec une

analyse LC-MS/MS.

0 Les détergents zwitterioniques, tels que le CHAPS qui ont des capacités de
solubilisation intermédiaires entre les détergents non-ioniques, les sels d’acides
biliaires et les détergents ioniques. A tres faible concentration, ils peuvent étre
compatibles avec une analyse LC-MS/MS, cependant ils peuvent former des adduits et

générer des suppressions de signal a plus haute concentration.



Chapitre | - L'analyse protéomique par spectrométrie de masse

0 Les détergents compatibles avec la spectrométrie de masse (MS). Il s’agit de
détergents qui contiennent un groupement labile vis-a-vis des acides, situé entre la
téte hydrophile et la queue hydrophobe, qui permet de générer des sous-produits
compatibles avec la MS suite a I'ajout d’acide dans le milieu. De plus, a faible
concentration, ils sont tolérés par les protéases classiques'? 26, Ces détergents offrent
la possibilité de traiter rapidement les échantillons, puisqu’ils permettent de
s’affranchir d’étapes ayant pour but de les retirer avant digestion et analyse LC-
MS/MS, mais restent cependant trés colteux. Il s’agit notamment du RapiGest™
(WATERS), ProteaseMAX™ (Promega), PPS™ (Protein Discovery)?® et MaSDeS?. La
Figure II-2 décrit le mécanisme d’hydrolyse du MaSDeS permettant de le rendre

compatible avec une analyse par MS.

Par ailleurs, il a également été décrit que I'ajout d’alkylamines ou de polyamines comme la spermine
et la spermidine a un tampon de lyse a base de détergent, permet d’améliorer la solubilisation ainsi

que la stabilisation des protéines membranaires?.

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

M;: 288.1371

Mass Spectrometry-compatible Degradable
Surfactant (MaSDeS)

/

7 o

Acide

0
H&/\/\ﬁ/—&
+ (o]
" M:: 139.0303

M,: 264.1704

M,: 441.1620 Hzo& /v\fn e

Sous-produits compatibles avec la MS

Figure 1I-2 - Molécule de SDS et mécanisme d'hydrolyse du MaSDeS, générant des sous-produits du détergent
compatibles avec la MS (adaptée de %7)

Enfin, il est parfois nécessaire de retirer des contaminants tels que les lipides ou l'acide
désoxyribonucléique (ADN) qui interférent en chromatographie liquide et dégradent le signal en MS.
Généralement, ces composés sont retirés par une étape de précipitation des protéines (a I'acétone

glacial, éthanol, acide trichloroacétique (TCA), ...). Cependant, il faut garder a I’esprit qu’une étape de
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précipitation peut engendrer une perte d’échantillon, en plus d’une resolubilisation du culot de

protéines souvent difficile?.

En résumé, il n’existe pas de méthode générique applicable a I'ensemble des échantillons. C'est
pourquoi, il est nécessaire d’optimiser cette étape d’extraction des protéines a I’échantillon étudié afin

d’en tirer un maximum d’informations de qualité®?,

2- La préparation d’échantillons

La préparation d’échantillons est intimement liée a I'étape d’extraction des protéines. Par conséquent,
celle-ci doit étre adaptée de maniere a rendre I'échantillon compatible a la fois avec une digestion
enzymatique et une analyse LC-MS/MS, notamment si le tampon utilisé n’est pas directement
compatible avec ces étapes ultérieures. Nous distinguons deux types d’approches de préparation

d’échantillons :

- Les approches en solution qui consistent a dénaturer les protéines, réduire les ponts
disulfures, alkyler les cystéines et digérer les protéines en phase liquide. Ces approches ont
I'avantage d’étre simples, mais nécessitent I'utilisation d’'un tampon de lyse compatible avec
la digestion enzymatique et I'analyse LC-MS/MS?. La digestion liquide est I'une de ces
approches, qui emploie le plus souvent un tampon d’extraction a base d’urée ou de SDC,
compatible avec une digestion enzymatique a faible concentration, mais qui nécessite d’étre
retiré avant analyse LC-MS/MS par des étapes d’extraction sur phase solide (SPE) ou
d’acidification dans le cas du SDC'* 2>, Certaines approches en solution permettent I'utilisation
de détergents pour l'extraction des protéines, tels que le SDS, puisqu’elles impliquent
I'utilisation de filtres ou de membranes permettant de se débarrasser de ces composés avant
protéolyse, entrainant ainsi un risque de perte d’échantillon?. Il s’agit notamment du « Filter-
Aided Sample Preparation » (FASP)*® 31, Dans cette préparation, les protéines contenues dans
un tampon a base de SDS sont déposées sur un filtre ayant un seuil de coupure de 10 ou 30
kDa. Ce filtre permet de retenir les protéines et d’effectuer un échange de tampon par des
étapes de centrifugation, afin de rendre I’échantillon compatible avec une digestion
enzymatique qui va générer des peptides de plus petite taille qui ne seront plus retenus par le
filtre. Enfin, les sels présents dans I'extrait peptidique résultant sont retirés par une étape de
SPE. D’autres techniques permettent de retirer le SDS tout en restant en phase liquide, comme
la précipitation?®, ou encore |utilisation de réseaux métallo-organiques MOF pour « Metal-
organic frameworks »*%, qui n’ont a notre connaissance pas encore été employés dans une

étude protéomique. En plus de ces méthodes, de nombreuses solutions commerciales
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existent, souvent « tout-en-un », comme le IST Sample Preparation Kit (PreOmics)®, S-trap
(ProtiFi)3*, Smart Digestion Kit (Thermo Scientific), Thermo Scientific Pierce Mass Spec Sample
Prep Kit for Cultured Cells ou encore Rapid Digestion-Trypsin for Mass Spectrometry Analysis

Kit (Promega).

Les approches en gel sont généralement employées lorsque les protéines ont été extraites a
I'aide d’un tampon Laemmli*®> & base de SDS et d’agent réducteur, ou lorsque les échantillons
sont susceptibles de contenir des contaminants. Un gel d’électrophorése monodimensionnel
dénaturant (1D SDS-PAGE) est alors préférentiellement réalisé.

L’electrophorese est une technique qui consiste a séparer des analytes sous I'effet d’'un champ
électrique®®. Les analytes chargés migrent vers le pdle de signe opposé, et la vitesse de
migration dépend du rapport charge/taille. Dans le cas de I'utilisation d’'un tampon Laemmli,
I'agent réducteur couplé au SDS va permettre de dérouler les protéines en plus de leur
conférer une charge négative nette. Les protéines ayant ainsi la méme densité de charge,
migreront toutes vers le pdle positif. Le gel de polyacrylamide au travers duquel elles
migreront, forme un tamis moléculaire qui permet d’effectuer une séparation en fonction de
la masse moléculaire des protéines. La dimension des pores du gel, dictée par la concentration
en acrylamide et bis-acrylamide, contrGle cette séparation. Ainsi, plus la proportion
d’acrylamide sera élevée, plus le maillage sera serré et permettra de séparer des petites
protéines. Le gel d’électrophorése 1D constitue un systéme discontinu, schématisé en Figure
11-3, avec deux parties distinctes : le gel « de concentration » constitué d’un faible pourcentage
d’acrylamide/bis-acrylamide (4 a 5 %), et le gel « de séparation » constitué de 8 a 20 %
d’acrylamide/bis-acrylamide. Du fait de la composition du tampon de migration a base de Tris-
HCl et de glycine, la vitesse des ions sera influencée par le pH. Ainsi, dans le gel de
concentration a pH 6,8, les ions chlorures (ions pilotes qui imposent la vitesse de migration)
auront une grande mobilité, alors qu’a I'inverse les glycinates auront une mobilité plus faible
puisque le pH est proche du point isoélectrique (pl) de la glycine, créant ainsi un vide ionique
de faible conductivité qui ralentit les protéines et permet de les concentrer en une bande avant
d’arriver a l'interface entre le gel de concentration et de séparation. Ce dernier, ayant un pH
plus élevé (de 8,8), permettra aux ions glycinates d’accélérer et aux protéines de se séparer en
fonction de leur masse moléculaire®. Une fois séparées, les protéines sont fixées dans le gel
et leur présence est généralement révélée a I'aide d’une coloration au bleu de Coomassie®”- 3,
Les bandes de gel sont alors découpées et peuvent étre décolorées, lavées pour retirer le SDS,

et les protéines sont réduites et alkylées directement dans le gel avant digestion enzymatique.
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Figure II-3 - Schématisation d'une séparation de protéines sur un systéme de gel d’électrophorése discontinu 1D SDS-
PAGE, adaptée de 36
Dans la situation initiale, I’extrait protéique est déposé dans un puits d’un gel d’électrophorese composé d’un gel « de
séparation » et d’un gel « de concentration ». Les protéines sont d’abord concentrées sur une bande dans le gel « de
concentration » avant d’étre séparées dans le gel « de séparation ».

Etant donnée la tres grande gamme dynamique de certains échantillons, pouvant aller jusqu’a 12
ordres de magnitude dans un fluide biologique complexe comme le plasma®’, il est souvent nécessaire
de décomplexifier I’échantillon avant analyse LC-MS/MS en le fractionnant, comme cela est le cas lors
de l'utilisation d’un gel 1D SDS-PAGE. Le fractionnement en gel peut également s’effectuer a 'aide
d’un gel bidimensionnel 2D SDS-PAGE, qui, dans une premiéere dimension sépare les protéines selon
leur pl (focalisation isoélectrique IEF), et dans une seconde selon leur masse moléculaire comme dans
un gel 1D SDS-PAGE®. Cependant, cette approche est relativement chronophage? %, et la premiére
dimension n’étant pas compatible avec I'utilisation d’un tampon d’extraction a base de SDS, ne permet
pas 'étude des protéines membranaires?®. Notons que les approches en phase liquide permettent
aussi le fractionnement des échantillons, soit au niveau protéique par des techniques d’IEF, soit au
niveau peptidique apres protéolyse par des techniques de chromatographie, comme le couplage d’une
premiére séparation, par échange d’ions par exemple, a I'analyse LC-MS/MS classique que I'on nomme
souvent 2D-LC-MS/MS (ou MudPIT pour « Multidimensionnal Protein Identification Technology » dans

le cas précis d’une séparation par échange d’ions suivie d’une phase inverse)®.
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Les performances instrumentales accrues résultant des récentes avancées, permettent aujourd’hui
d’envisager, selon le type d’étude et la question biologique posée, de ne pas fractionner I’échantillon
avant analyse LC-MS/MS. Dans ce cas, en dehors des approches en phase liquide sans technique de
fractionnement, il est possible d’envisager des approches en gel, comme ['utilisation du gel
« Stacking », qui est une approche détournée du gel 1D SDS-PAGE et qui consiste a faire migrer les
protéines uniquement dans le gel « de concentration » dans le but de les concentrer sur une seule

bande.

De maniére générale, il faut garder a 'esprit que des préparations d’échantillons multi-étapes sont a
éviter pour limiter les biais techniques et garantir une bonne répétabilité des résultats. C’est pour ces
raisons que le fractionnement de I'échantillon est souvent évité de nos jours, en plus du fait qu’il
augmente la durée d’analyse pour un échantillon limitant ainsi le nombre d’échantillons a analyser, et

gu’il requiert souvent une plus grande quantité de matériel de départ.

L'ensemble des approches décrites ici font systématiquement I'objet d’'une digestion enzymatique
avant analyse LC-MS/MS, que ce soit directement en solution ou en gel. Cette protéolyse s’effectue le
plus souvent a I'aide de la trypsine, qui clive de maniére spécifique en partie C-terminale (C-ter) des
lysines et des arginines, acides-aminés fréquents, générant ainsi des mélanges complexes (d’une
centaine de milliers) de peptides de tailles compatibles avec une séparation chromatographique et

une analyse par spectrométrie de masse*.

3- L’analyse par LC-MS/MS

a. Laséparation des peptides par chromatographie liquide

Une étape de séparation par chromatographie liquide est systématiquement réalisée avant une
analyse par MS en protéomique « Bottom-up ». Elle permet de réduire le nombre d’analytes qui
entrent dans le spectrométre de masse, diminuant de ce fait le phénoméne de compétition a

I'ionisation, ce qui a pour finalité d’améliorer la sensibilité et la profondeur d’analyse® .

La chromatographie liquide en phase inverse est la plus communément utilisée en protéomique haut-
débit, étant donné que la composition de la phase mobile est directement compatible avec une analyse
par MS, rendant le couplage en ligne de ces deux techniques possible. La phase inverse permettant de
séparer les peptides est constituée de silice greffée de chaines de 18 carbones (C18). Du fait de son
caractére hydrophobe, ce type de phase permet de retenir et de séparer les peptides en fonction de

leur hydrophobicité. Ainsi les peptides hydrophobes seront davantage retenus que les peptides
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hydrophiles. La composition de la phase mobile, basée sur I'utilisation d’un mélange d’acétonitrile et
d’eau, va évoluer de maniere a ce que la polarité diminue au cours du temps, rendant ainsi les
interactions analytes-phase mobile plus favorables. Ceci va permettre le transfert des peptides de la

phase stationnaire a la phase mobile qui va emmener les peptides dans le spectrometre de masse.

Au cours de ces travaux de theése, seuls des systemes UPLC Nano-Acquity WATERS ont été utilisés avec
des colonnes de 25 cm de long, d’un diametre interne de 75 um et des particules de 1,7 um de
diameétre, générant de trés hautes pressions (>500 bars) a de faibles débits (300 a 450 nl/min). Ces
systemes améliorent la résolution et la vitesse de séparation tout en offrant une quantité de
chargement diminuée par rapport a des systémes de micro-HPLCY 24, Les échantillons de protéomique
étant souvent précieux et disponibles en faibles quantités, ces caractéristiques rendent ces systemes

particulierement intéressants pour les analyses protéomiques.

b. Laspectrométrie de masse en tandem

Une fois les peptides élués de la chromatographie liquide en phase inverse, il sont ionisés grace a la
source ESI, utilisée en configuration nano-ESI qui montre a I'heure actuelle encore des faiblesses
comme des instabilités de spray. Les ions peptides multi-chargés alors générés entrent dans le
spectrometre de masse placé sous-vide, dans lequel ils vont étre guidés et focalisés par des champs
électriques. L'instrument va dans un premier temps mesurer le rapport masse/charge (m/z) et
I'intensité de chaque ion afin de générer un spectre MS, puis, dans un deuxieme temps, va séquencer
chaque peptide en l'isolant, le fragmentant, et en mesurant le rapport m/z ainsi que l'intensité de
I'ensemble des fragments générés, résultant en un spectre MS/MS*. La génération de spectres MS
suivis de spectres MS/MS est nommée spectrométrie de masse en tandem, et s’effectue avec des

instruments hybrides qui couplent différents analyseurs de masse.
Le mode d’acquisition « Data-Dependent Acquisition »

Le mode d’acquisition le plus largement utilisé en spectrométrie de masse en tandem pour I'analyse
protéomique est le mode « Data-Dependent Acquisition » (DDA). Dans ce type d’acquisition, le
spectrometre de masse effectue une succession de cycles tout au long de I'analyse. Au cours d’un
cycle, un spectre MS est acquis, sur lequel les N ions peptides les plus intenses (appelés ions
précurseurs) sont repérés pour &tre soumis a une fragmentation afin de générer N spectres MS/MS
(Figure 11-4). De ce fait, un peptide sera séquencé uniquement s’il fait partie du groupe des N plus
intenses au moment ou le spectre MS est acquis. Ce caractére stochastique de la sélection des ions

peptides a fragmenter limite le nombre de peptides séquencés au cours d’une analyse, et donc le
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nombre de peptides et de protéines identifiés. Malgré les récentes avancées instrumentales,
notamment en termes de sensibilité et de vitesse d’acquisition permettant d’effectuer davantage de
cycles afin de diminuer le phénomeéne de sous-échantillonnage, seuls 15 a 20 % des peptides
détectables en MS pouvaient é&tre séquencés en 2011%. Bien que ces performances se soient
nettement améliorées ces derniéres années, elles ne permettent toujours pas de séquencer la totalité

des peptides détectables en MS par DDA.
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Figure 11-4 - Schéma du mode d'acquisition DDA
(exemple d'un Top 3 : le spectrométre de masse sélectionne les 3 ions peptides précurseurs les plus intenses sur le spectre
MS, et les fragmente pour générer les 3 spectres MS/MS correspondants)

Pour pallier a ce probléme de stochastique des peptides sélectionnés pour leur séquencage MS/MS et
ainsi au phénomeéne de sous-échantillonnage, un nouveau mode d’acquisition est apparu ces derniéres
années : le mode « Data-Independent Acquisition » (DIA). Il consiste a isoler et a fragmenter de
maniere séquentielle 'ensemble des peptides contenus dans une certaine gamme de masse. Cette
approche, tres prometteuse, permet d’augmenter drastiquement la gamme dynamique mais est a

I’heure actuelle trés peu utilisée pour identifier des peptides et des protéines, mais davantage pour les

quantifier. Ce mode d’acquisition sera plus amplement détaillé au Chapitre | —IlI-2-c.
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La fragmentation des peptides

Le mode de fragmentation le plus largement utilisé en protéomique est la fragmentation « Collision
Induced Dissociation » (CID)*. Elle consiste a induire la fragmentation des peptides suite a la collision
avec des molécules de gaz inerte (He, Ar, N,). Celle-ci permet une augmentation de I'énergie interne
des ions et provoque le déplacement de la charge du proton le long du squelette du peptide, rompant
ainsi la liaison peptidique. Ceci a pour conséquence de générer des ions y et b, selon la nomenclature
de fragmentation peptidique de Biemann*” * (Figure 1I-5). Ce type de fragmentation, dictée par la
charge, suit le modéle du proton mobile*” **, Comme évoqué précédemment, les peptides sont
majoritairement issus d’une digestion a la trypsine qui clive apres les arginines et les lysines. lls
présentent ainsi des résidus basiques en partie C-ter, qui ont pour particularité de séquestrer une
charge au niveau de leur chaine latérale. De ce fait, le processus de déplacement de la charge
séquestrée au sein d’'un peptide trypsique monochargé requiert un apport d’énergie important,
rendant leur fragmentation difficile. Cette caractéristique pousse a exclure les peptides trypsiques
monochargés du processus d’isolation et de fragmentation. En revanche, ce type de fragmentation est
particulierement adapté aux peptides trypsiques doublement chargés, car ceux-ci portent, en plus de
la charge séquestrée en C-ter, une charge sur I'amine en partie N-terminale (N-ter) dont le

déplacement le long du squelette peptidique requiert moins d’énergie.

N

X y
0 R,[" B 0 R4
H,N _NH OH
NH ' NH
Ri o} R, 0
a b

Figure 1I-5 - Nomenclature de Biemann pour la fragmentation peptidique

La fragmentation CID génére de cette facon des spectres MS/MS sur lesquels il est possible de lire la
séquence des peptides fragmentés dans le sens C-ter vers N-ter a I'aide des ions y, qui se superposent
a la série b dans la direction opposée (Figure 11-6). Aussi, il apparait important de connaitre les
mécanismes de fragmentation mis en jeu lors d’une analyse, afin de tirer des informations

d’identification a partir des spectres MS/MS.
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Figure 1I-6 - Exemple de spectre MS/MS issu de l'isolation et de la fragmentation CID d'un peptide

Notons que d’autres méthodes de fragmentation existent: HCD>' (« Higher-energy Collision
Dissociation ») qui générent des ions y et b tout comme la CID, mais qui s’effectue a plus haute
fréquence, mais aussi 'ETD? (« Electron-Transfer Dissociation ») et 'ECD*® (« Electron Capture
Dissociation »), ou encore la combinaison de deux modes de fragmentation comme I'EThcD qui

combine ETD et HCD*.

Au cours de ces travaux de these, seuls les modes de fragmentation HCD et CID ont été utilisés.

c. Instrumentation

Durant ces travaux, quatre spectrometres de masse couplés a une chromatographie liquide UPLC ont
été utilisés. Il s’agit d’instruments hybrides qui combinent soit un analyseur quadripélaire (Q) et un
analyseur TOF (« Time-Of-Flight »), soit un analyseur Q et un analyseur Orbitrap. Leurs caractéristiques

sont détaillées dans le Tableau II-1 suivant.
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Machine Impact-HD Impact Il TripleTOF 5600 Q-Exactive +
Constructeur Bruker Bruker Sciex Therr.no Ifl.sher
Scientific
Type d’analyseur Q-TOF Q-TOF Q-TOF Q-Orbitrap
i . 30000 (MS) 17 500 4 140 000
Résolution 40 000 60 000 15 000 (MS/MS) (200 m/2)
Exactitude de masse 10 ppm 5 ppm 15 ppm 5 ppm
Vitesse d’acquisition 17 Hz 50 Hz 100 Hz , 13 _HZ .
(17 500 résolution a 200 m/z)
Gamme de masse 20000 m/z 20000 m/z 40 000 m/z 6000 m/z
Type de fragmentation CID CID CID HCD
Année d’installation 2013 2015 2014 2014

Tableau II-1 - Description des spectrométres de masse utilisés durant ces travaux de thése

4- Le traitement des données

a. L’identification des protéines

Les moteurs de recherche

Afin d’identifier les peptides qui ont été analysés, les données brutes générées sont transformées en
un fichier qui contient la masse du précurseur, des fragments associés, ainsi que leurs intensités
respectives. A I'aide de ce fichier appelé « liste de masses », il est possible d’effectuer une recherche
de type « Peptide Fragmentation Fingerprinting » (PFF)*°. Cette recherche consiste & comparer les
listes de masses expérimentales a des listes de masses théoriques issues d’une digestion trypsique
suivie d’une fragmentation in silico de I'ensemble de la banque de séquences protéiques cible. Cette
comparaison permet d’identifier les peptides, et par leur assemblage, d’'inférer I'identité des protéines
présentes dans I’échantillon analysé. Pour ce faire, de nombreux moteurs de recherche sont
disponibles, parmi lesquels Mascot>®, OMSSA®’, X!Tandem®, SEQUEST*® et Andromeda®. Ces outils
requierent des informations concernant la fagon dont les données expérimentales ont été générées,

comme :

- La tolérance de masse sur le précurseur et les fragments qui dépend de I'exactitude de la

mesure de masse de I'instrument utilisé,
- Leur charge,
- L’enzyme utilisée et le nombre de coupures manquantes autorisées,

- Letype d’ions générés qui découle du type de fragmentation utilisé.
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Au cours de ces travaux de thése, seuls Mascot et Andromeda ont été utilisés. Il s’agit de moteurs de
recherche basés sur une approche probabilistique. Cela signifie qu’ils comparent les listes de masses
théoriques et expérimentales, et attribuent un score qui refléte la probabilité que la concordance entre
ces deux listes ne soit pas due au hasard. Le score étant égal a moins dix fois le logarithme en base dix
de la probabilité, la meilleure corrélation entre masses théoriques et expérimentales aura une
probabilité faible d’étre due au hasard et présentera donc un score élevé. L’algorithme exact de calcul
de la probabilité n’est pas connu pour Mascot, étant donné qu’il s’agit d’une solution commerciale,
contrairement a Andromeda qui est disponible gratuitement sur internet. Malgré des échelles de
scores différentes, ces deux moteurs de recherche semblent produire des résultats similaires, sans
peptide exclusivement identifié par I'un ou par I'autre, selon Jirgen COX et collaborateurs®. Par
ailleurs, le moteur de recherche Andromeda peut aussi bien fonctionner seul que de maniére intégrée
au logiciel MaxQuant qui va notamment permettre de recalibrer les spectres. L'utilisation du logiciel

MaxQuant sera développée au Chapitre | — IlI-2-b-Logiciels disponibles.

Bien que ces moteurs de recherche permettent I'automatisation de I'identification des peptides et des
protéines, seul un faible pourcentage (25 %) de spectres MS/MS donne réellement lieu a des

identifications®. Ceci est d(i a plusieurs phénoménes comme :

- La mauvaise qualité de certains spectres MS/MS, notamment lorsque les peptides trypsiques
monochargés n’ont pas été correctement exclus du processus d’isolation et de fragmentation.
Il est a noter que ce phénomeéne n’a pas été observé sur les spectrometres de masse de type
Q-Orbitrap Q-Exactive + et Q-TOF SCIEX TripleTOF 5600, mais surtout sur le Q-TOF BRUKER
Impact-Il. Le Tableau II-2 reflete ce phénoméne en comparant les résultats d’identification
issus de I'analyse d’'un méme digeste de levure avec un gradient chromatographique de 79

minutes et des méthodes MS optimisées pour chaque instrument.

- La génération de spectres chiméres qui résultent de la co-fragmentation de deux ou plusieurs
peptides. En effet, méme si des spectromeétres de masse de haute résolution sont utilisés pour
générer les données, l'isolation d’'un précurseur est généralement effectuée au sein de
I'instrument par un analyseur de type quadripéle qui présente une résolution inférieure, et ne
permet pas toujours d’isoler sélectivement qu’un seul ion lorsque de nombreuses espéces
présentes dans la méme région de m/z co-éluent. Pour pallier a ce probleme, le moteur de
recherche Andromeda effectue une seconde recherche lorsque sur une carte LC-MS,
représentant les temps de rétention (Tr) de I'ensemble des espéces mesurées par MS en

fonction de leur ratio m/z, I'isolation d’un ion a été effectuée alors qu’une seconde espéce
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était présente a un ratio m/z trés proche ne permettant pas de les dissocier au moment de la

sélection par le quadripéle. Les spectres MS/MS soumis a cette seconde recherche sont

nettoyés des fragments assignés au peptide identifié lors de la premiére recherche.®

La sous-évaluation des modifications lors des recherches qui est estimée a environ un tiers des
spectres non-assignés® 3, En effet, étant nombreuses, diverses, et souvent inattendues,
I'ensemble des modifications portées par les peptides ne sont pas recherchées de maniere
systématique, contrairement aux modifications induites par le traitement de I'échantillon. Or,
ces especes modifiées existent et donnent lieu a des spectres de fragmentation qui ne
meéneront alors pas a une identification. MSFragger est un outil qui propose de prendre en
compte I'ensemble des modifications qu’un peptide peut porter au moment de la recherche,
qui est effectuée avec une fenétre de tolérance sur la masse du précurseur tres large (500

Da)®.

L'utilisation de banques de séquences protéiques inadaptées ou incompléetes. C’'est le cas par
exemple lors de I'étude de maladies comme certains cancers chez 'lhomme qui peuvent
générer des mutations au niveau de I’ADN dont la résultante protéique, nommée variant de
séquence, n’est pas présente dans les banques de séquences humaines actuelles. Ce point sera

davantage discuté dans le paragraphe suivant.

Machine Impact Il TripleTOF 5600 Q-Exactive +
Quantité de lysat de levure analysée 200 ng 500 ng 100 ng
Nombre de spectres MS/MS acquis 40992 48 697 23032

Spectres MS/MS assignés a une identification 35% 55 % 63 %
?_pectres MS/MS provenan:( 11% 0% 0%
d’ions peptides monochargés

Nombre de spectres MS/MS validés 8824 13625 10 667

(FDR <1 %) (22 % des spectres acquis) | (28 % des spectres acquis) | (46 % des spectres acquis)

Nombre de peptides identifiés et validés
(FDR < 1 %) 6110 8073 8694
Nombre de protéines identifiées et validées
(FDR <1 %) 1440 1371 1562

Tableau II-2 - Comparaison des résultats d'identification suite a I’analyse d'un digeste de levure avec un gradient
chromatographique de 79 minutes et des méthodes MS optimisées pour chaque instrument
En noir les données issues des résultats non validés. En bleu les résultats validés avec un taux de faux-positifs (FDR)

inférieur a 1 % (voir Chapitre | — 11— 4 b)

D’une maniere générale, I'ensemble des données générées par spectrométrie de masse ne sont

aujourd’hui pas pleinement exploitées, en plus du fait du sous-échantillonnage lié au mode

d’acquisition DDA. Le domaine de la bio-informatique est a I’'heure actuelle un acteur clé de I'analyse

40




Chapitre | - L'analyse protéomique par spectrométrie de masse

protéomique par MS, qui est en plein développement dans le but de tirer davantage d’informations
des données de DDA, ou encore d’améliorer les outils dédiés aux nouveaux modes d’acquisition

comme la DIA.

Les banques protéiques

L'assignement des peptides est limité aux séquences présentes dans la banque de séquences
protéiques. C'est pourquoi il est important de bien choisir la banque de référence avant d’effectuer
une recherche, afin d’extraire un maximum d’informations pertinentes et de qualité. Les banques de
séquences proviennent de I'annotation des banques génomiques qui sont constamment en évolution
et mises a jour du fait de la découverte de variants de séquence, d’épissage, etc. Une grande quantité
de banques est actuellement disponible, mais leur degré de complétement, de redondance et de

qualité d’annotation différe. Nous distinguons notamment” :

- NCBI Entrez®> % qui a été créée par le Centre National pour I'Information Biotechnologique
(NCBI). Cette banque contient I’'ensemble des banques protéiques NCBI provenant notamment
de banques de séquences nucléotidiques (GenBank, RefSeq®, « Protein Information
Ressource » (PIR)®, « Protein Databank » (PDB)® et UniProtKB/SwissProt™). Il s’agit d’une
collection de séquences dont le niveau d’annotations varie beaucoup et qui présente

beaucoup de redondance car elle n’est pas « nettoyée ».

- RefSeq® qui résulte d’un projet du NCBI de nettoyage de banques génomiques publiques
annotées, de transcrits et de séquences protéiques. Il s’agit ainsi d’une banque non
redondante qui a été manuellement nettoyée et supplémentée d’informations telles que des

informations fonctionnelles par les équipes du NCBI.

- UniProtkB” qui découle de la collaboration entre I'Institut Européen de Bio-informatique
(EMBL-EBI), I'Institut Suisse de Bioinformatique (SIB) et le PIR. Cette banque contient la

banque PIR, TrEMBL et SwissProt.

0 La banque UniProtKB/TrEMBL est une banque contenant des séquences qui n’ont pas
été vérifiées mais qui ont été annotées de maniére informatique. Le 10 juillet 2017

elle contenait 88 032 926 séquences protéiques.

0 Labanque UniProtKB/SwissProt qui résulte d’un travail considérable de vérification et
d’annotations de séquences basé sur la littérature, débuté en 1986 et réalisé par une

centaine de personnes expertes, afin d’améliorer le completement de la banque et de
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fournir une annotation des séquences de haute qualité. Le 10 juillet 2017 elle

contenait 555 100 séquences protéiques.

Connaitre et comprendre comment ces banques sont générées est primordial, de maniére a choisir la
plus adaptée a la question biologique posée lors d’une étude. Pour la recherche de biomarqueurs chez
I’'hnomme par exemple, une banque nettoyée sera privilégiée afin d’obtenir des identifications de haute

qualité. Ainsi, seule la banque UniProtKB/SwissProt a été utilisée au cours de ce travail de these.

Nous distinguons, en paralléle des banques de séquence, les banques de dépdts’ . Il s’agit du portail
ProteomeXchange’ 7 qui regroupe notamment PRIDE (« PRoteomics IDEntificaiton database »)"*, qui
recueille les données des chercheurs associées a une publication scientifique, et le PeptideAtlas’, qui
avait pour objectif initial d’annoter les génomes d’eucaryotes a partir de données peptidiques
obtenues par analyses protéomiques. Ces banques peuvent fournir des jeux de données pouvant servir
a 'amélioration des outils bio-informatiques, ainsi qu’a I’élaboration et I'optimisation des banques de

séquences.

t’6 77 qui utilisent les séquences

En plus de ces banques, des plateformes existent, comme NeXtPro
humaines de la banque UniProtkB/SwissProt et y ajoute des outils tels que des annotations
fonctionnelles ou le « peptide uniqueness checker »”® qui permet de vérifier I'unicité des peptides. Elle
fournit des informations complétes, mises a jour, de haute qualité, et ce de maniére organisée dans le
but de rendre service a la communauté des scientifiques. Cette plateforme possede également un

portail contenant des variants de génome dans les cancers héréditaires, ce qui peut étre

particulierement utile pour les projets qui étudient ce type de maladies.

Comme évoqué précédemment, la non assignation de certains spectres MS/MS peut étre due a des
variants de séquence ou encore a des variants d’épissage (survenant au moment de la transcription de
I’ADN en ARN mature) qui ne sont pas présents dans la banque utilisée. Méme si la plateforme
NeXtProt propose un portail contenant des variants de cancers, il est possible de combiner des études
de transcriptomique aux études de protéomique sur de mémes échantillons afin d’obtenir des banques
spécifiques a I’échantillon. Nous entrons alors dans le domaine de la protéogénomique. Ce concept a
été introduit pour la premiére fois en 20047°. Il définit I'ensemble des études qui lient la protéomique,
la transcriptomique et la génomique. En dehors de la génération de banques spécialisées, voire méme
personnalisées a partir de données de transcriptomique et de séquencage du génome, la
protéogénomique peut également tirer profit des données de protéomique pour améliorer

I’annotation du génome et les algorithmes de prédiction des génes’3!. De maniére générale, les

études de protéogénomique sont susceptibles d’identifier des espéeces qui peuvent étre
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biologiquement pertinentes et qui expliqueraient le phénotype de certaines anormalités génétiques.
Cependant, ces approches multi-« omiques » sont relativement récentes, et I'intégration des données
demande souvent un travail manuel considérable. Il y a donc un réel besoin de solutions bio-
informatiques qui permettraient de faciliter le traitement de ce genre de données, afin de rendre ces

approches de protéogénomique plus routiniéres, car trés prometteuses®?,

b. La validation des résultats d’identification

L'identification des peptides et des protéines de maniére automatisée peut mener a des erreurs. En
effet, les moteurs de recherche assignent souvent une identification incorrecte a un spectre MS/MS.
Il n’est cependant pas envisageable de vérifier manuellement la véracité des identifications sur des
jeux de données de plusieurs milliers de spectres de fragmentation, d’autant que I'annotation et la
validation manuelle des spectres MS/MS sont largement subjectives. La stratégie « cible-leurre » est
aujourd’hui la plus utilisée, la plus robuste et efficace pour distinguer les identifications correctes des
identifications incorrectes, et ainsi garantir la qualité des résultats d’identification. Cette stratégie
consiste a effectuer les recherches dans une banque contenant des séquences leurres, pour lesquelles
il ne devrait pas y avoir de concordance avec un spectre MS/MS dans le jeu de données, généralement
concaténée a une banque contenant les séquences protéiques cibles. Le nhombre de fois qu’une
séquence leurre sera assignée a un spectre MS/MS permettra d’estimer le taux d’assignements
incorrects ou de faux-positifs (FDR). En effet, I'hypothése sur laquelle repose cette stratégie consiste a
dire qu’un vrai peptide ne peut étre trouvé a la fois dans la banque de cibles et de leurres (ou tout du
moins est censé concorder avec une séquence cible, et ce, avec un score plus élevé qu’avec une
séquence leurre), et que le nombre d’assignements incorrects a partir d’une séquence cible est
équivalent au nombre d’assignements incorrects a partir d’une séquence leurre® 84, Ceci permet de

calculer le FDR selon I’équation suivante®” :

Nombre de séquences leurres assignées
FDR =2x — — - ——— x 100
Nombre de séquences leurres + Nombre de séquences cibles assignées

Les séquences leurres peuvent étre générées, soit de maniere stochastique, soit en inversant les
séquences des protéines cibles afin de préserver la fréquence des acides aminés, |a taille des peptides
et des protéines, et ainsi leur masse®. Il n’y a a ’heure actuelle pas de consensus sur la maniére de
générer ces leurres ainsi que sur la maniére de calculer le FDR®. De plus, cette stratégie est encore
soumise a controverse du fait qu’il nest pas possible de savoir combien d’identifications sont
réellement incorrectes et que des informations potentiellement intéressantes peuvent par

conséquent étre omises.
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Au cours de cette étape de traitement des données, il est également possible d’obtenir des
informations quantitatives. Cependant, les stratégies de quantification des protéines étant

nombreuses, elles font I'objet du paragraphe suivant.

llI-Approches de quantification des protéines par spectrométrie de

masse

Au-dela de I'identité des protéines, il est souvent utile d’obtenir des informations sur I'abondance des
protéines présentes dans les échantillons, étant donné que beaucoup de variations protéiques
résultent d’une perturbation du systeme biologique étudié, et ne sont détectables qu’avec une mesure
guantitative. C'est la raison pour laquelle les approches quantitatives sont aujourd’hui au coeur de la

plupart des études de protéomique®.

Deux manieres d’aborder la protéomique quantitative existent : la protéomique quantitative ciblée
qui vise a quantifier uniquement certaines protéines, et la protéomique quantitative globale qui
consiste a quantifier I'ensemble des protéines présentes dans I’échantillon. Ces travaux de thése n’ont
fait 'objet que de stratégies de quantification globale, c’est pourquoi nous nous attarderons a détailler
uniquement ces approches. Parmi celles-ci, nous distinguons les approches avec marquage et sans
marquage. Selon la question biologique initialement posée, une technique va étre préférée a une
autre, du fait de leur différence au niveau de leur polyvalence, leur co(t, leur difficulté, leur degré de
maturité et particulierement sur le niveau d’expertise de la technique employée par le laboratoire qui
méne la recherche 8, Etant donné qu’il n’existe pas de technique adaptable a toutes les études,
chacune d’entre-elles aura une influence sur les quatre étapes du schéma d’analyse « Bottom-up »,

qui devront alors étre adaptées en conséquence.
1- Les stratégies de quantification avec marquage

Les stratégies de quantification avec marquage permettent le mélange ou le multiplexage des
échantillons a comparer, de maniéere a ce qu’ils soient analysés au cours d’une seule et méme analyse.
Les échantillons, qui auront été marqués par des isotopes de masses différentes avant multiplexage,
pourront étre distingués au moment de la mesure par MS. Ces approches ont |'avantage de ne pas
souffrir de biais induits par un manque de répétabilité de I'analyse LC-MS/MS, puisque tous les
échantillons sont analysés au cours d’une méme analyse. Parmi les stratégies avec marquage, nous

distinguons trois types d’approches :
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Le marquage métabolique qui consiste comparer l'intensité MS d’un peptide au sein d’un
échantillon avec celle du méme peptide standard marqué dans un second échantillon, pour
lequel les isotopes marqués ont été introduits au moment de la croissance et de la division des
cellules. Méme si les avantages majeurs de cette technique sont I'introduction des isotopes
marqués a une étape précoce du schéma d’analyse, limitant I’effet des biais introduits par les
différentes étapes, cette méthode est limitée a un certain type d’échantillon (cultures
cellulaires) et ne permet de multiplexer que deux a trois échantillons®®. Il s’agit notamment du

SILAC® (« Stable Isotope Labeling with amino acids in cell cultures ») et du Super SILAC®,

Le marquage chimique des peptides par des réactifs isotopiques, comme le marquage ICAT®®
(« Isotope-Coded Affinity Tag »), ou des réactifs isobariques, comme I'iTRAQ (« isobaric Tag
for Relative and Absolute Quantification ») et le TMT" (« Tandem Mass Tags »). Ces derniers
sont les plus populaires puisqu’ils permettent de multiplexer jusqu’a 11 échantillons pour le
TMT, contrairement a I'ICAT qui est limité a deux échantillons. L’'ensemble de ces approches
présentent I'avantage d’étre adaptables a tous les types d’échantillon, contrairement au
marquage métabolique®’. En ce qui concerne les réactifs isobariques, ils sont congus de
maniére a ce qu’un méme peptide présente un méme comportement en LC, le méme rapport
m/z et la méme efficacité d’ionisation dans I'ensemble des échantillons comparés, mais qu’il
soit distinguable au moment de sa fragmentation au travers d’ions rapporteurs différents
selon I'échantillon et dont l'intensité va permettre I'étude quantitative différentielle. Malgré
le multiplexage de plusieurs échantillons, I'échantillon résultant ne présente pas de complexité
supplémentaire vis-a-vis de la séparation chromatographique du fait de ces réactifs
particuliers. Cependant, la quantification s’effectuant au niveau MS/MS, ces approches sont
sensibles aux contaminations survenant au moment de la fragmentation!¥ 9. Pour ce qui est
des réactifs isotopiques de premiere génération, la forme lourde se distingue de la forme
Iégere par I'insertion de deutériums qui modifient un tant soit peu la rétention des peptides
des deux échantillons multiplexés. Ce probléme a pu étre contourné par l'insertion de *C dans
la forme lourde des réactifs de seconde génération. La quantification s’effectue ici par

I'intensité MS du peptide dans chaque échantillon.

Le marquage enzymatique qui consiste a introduire la différence de masse au moment de la
digestion enzymatique a l'aide d’eau lourde (H,®0), et & comparer lintensité MS de
I’échantillon marqué et non marqué®-°®. Cette approche est peu employée du fait du taux

d’incorporation variable de 20.
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2- Les stratégies de quantification sans marquage

Ces dernieres années, des techniques de quantification ne faisant pas intervenir de marquage
isotopique, ou « sans marquage » ont fait leur arrivée, notamment du fait du développement de
nouveaux spectromeétres de masse plus sensibles avec des vitesses d’acquisition élevées. Ces
approches présentent I'avantage d’une préparation d’échantillons facilitée et d’un nombre de
conditions a comparer non défini. Elles sont particulierement attractives lorsqu’un grand nombre
d’échantillons est & comparer’” 8, méme si le multiplexage en 11-plex des approches TMT est
aujourd’hui intéressant pour I'étude de larges cohortes d’échantillons. Contrairement aux techniques
avec marquage, les protéomes a comparer ne sont pas multiplexés mais analysés séparément, les uns
aprés les autres, dans les mémes conditions®3. Chaque étape, depuis I'extraction des protéines jusqu’a
I'analyse LC-MS/MS, peut avoir un impact significatif sur la précision et I'exactitude de la
quantification, et doit étre maitrisée (voir Figure lll-1). C'est pourquoi la répétabilité et la robustesse
de I'ensemble du schéma analytique est un prérequis majeur dans ces approches. L'ensemble des
échantillons a comparer est d’ailleurs souvent analysé au sein d’une méme séquence sur un méme
instrument %3, Pour pallier a8 d’éventuels biais techniques survenant au cours du traitement ou de

I’'analyse des échantillons, une étape de normalisation des données est souvent nécessaire.
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Figure IlI-1 - Résumé des approches de quantification par spectrométrie de masse (adapté de 1)
Le rectangle bleu et le rectangle orange représentent les 2 conditions a comparer. Le rectangle a la fois bleu et orange
représente le multiplexage des 2 conditions. Quant aux rectangles en pointillés, ils représentent les étapes durant
lesquelles les variations et les erreurs de quantification peuvent survenir

Ces approches permettent d’obtenir une estimation grossiére de la quantité de protéine présente dans
un échantillon, information largement suffisante pour des études de découvertes permettant

d’émettre des hypotheses qui devront étre validées subséquemment.

Ces travaux de thése ont fait uniguement I'objet de ces techniques sans marquage qui seront
développées ci-aprés. Nous distinguons : le comptage de spectres MS/MS (ou « spectral count »),
I’extraction des courants d’ions (quantification MS1 ou encore XIC pour « eXtracted lon Current »), et
la DIA. Parmi ces stratégies, seules les deux premiéeres approches ont été employées au cours de ces

travaux de these.

a. Le comptage de spectres MS/MS

La quantification sans marquage par comptage de spectres MS/MS est basée sur la corrélation entre
I’'abondance d’une protéine et le nombre de spectres MS/MS (ou PSM pour « Peptide Spectrum
Match ») ayant conduit a I'identification de cette protéine %’. Cette approche a I'avantage de faciliter
le traitement de données, puisque les résultats sont directement obtenus des outils utilisés pour

I'identification et la validation des protéines. Cependant, cette stratégie est fortement impactée par la
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stochastique de la DDA qui rend les données d’un échantillon a I'autre peu répétables. De plus, la
linéarité de la méthode est influencée par le paramétrage du temps d’exclusion dynamique® : un
temps d’exclusion de l'ion peptide une fois fragmenté trop long sous—évaluera I'abondance du
peptide, alors qu’'un temps d’exclusion trop court diminuerait drastiquement la couverture de
séquence du protéome. De plus, I'absence de PSM dans une condition n’est pas forcément synonyme

d’absence de la protéine, mais peut résulter du sous-échantillonnage inhérent au mode d’acquisition.

Une des considérations a prendre en compte lors de I'emploi de cette stratégie est le poids a donner
a un PSM qui est attribué a un peptide non unique a une protéine, mais qui est partagé entre deux ou
plusieurs protéines. Il est alors souvent d’'usage de pondérer ces PSM de maniére a les distribuer
proportionnellement aux protéines concernées en fonction de leur nombre de PSM uniques'!. Par
ailleurs, comme évoqué plus t6t, il est prudent de normaliser les données de quantification sans
marquage afin de prendre en compte les éventuelles variations pouvant survenir lors du schéma
analytique. Diviser chaque valeur par le nombre total de PSM pour chaque condition est un moyen

simple de normaliser les données de comptage de spectres.

Notons qu’il est possible d’estimer une quantification « absolue » en divisant le nombre de PSM pour
une protéine par sa masse moléculaire®, le nombre d’acides aminés® ou encore en utilisant I'index
PAI (« Protein Abundance Index »)'%, 'emPAl (« exponentially modified Protein Abundance Index »)'!
ou encore I'APEX (« Absolute Protein Expression »)*°% 193, Ces méthodes restent cependant peu

précises et justes.

b. L’extraction des courants d’ions

Principe

La quantification par extraction des courants d’ions repose sur |'observation que la réponse en MS
d’'un peptide dans des conditions expérimentales similaires est linéairement corrélée a sa
concentration'® 1%, Ainsi, cette stratégie emploie le sighal MS des peptides, soit en intégrant
I'intensité de chaque ion sur son profil d’élution chromatographique, soit en considérant I'intensité a
I’apex du pic d’élution du peptide pour inférer une quantité protéique!® %2, Cette inférence est faite en
agrégeant les différences observées au niveau peptidique en sommant, en calculant la moyenne

pondérée ou encore la médiane des valeurs peptidiques. Notons cependant que la moyenne et la

médiane sont souvent préférées car plus robustes vis-a-vis des valeurs extrémes®2,
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L’avantage majeur de cette stratégie par rapport a celle du comptage de spectres MS/MS est qu’elle
limite les effets de la stochastique de la DDA de par le report de I'identification effectuée dans une
condition a toutes les conditions. Plus clairement, si un peptide a été séquencé et donc identifié
uniquement dans une condition, sa masse pourra tout de méme étre extraite au sein de toutes les
autres conditions a comparer pour y étre quantifié. Attention cependant a ce que I'extraction du signal
soit assignée de maniere non ambigué au bon peptide par le logiciel de traitement des données XIC.
Cet assignement est facilité par 'utilisation de spectrométres de masse de haute résolution avec une
bonne exactitude de masse, mais aussi par 'utilisation d’un couplage robuste qui fournit des Tr stables
qui vont grandement aider a la distinction non ambigué du bon signal' %3, Cet avantage rend la
quantification XIC plus exacte que le comptage de spectres MS/MS puisqu’elle fournit moins de
données manquantes, et ce, sur une gamme dynamique plus large. En effet, le temps d’exclusion peut
ici étre largement augmenté (a condition d’avoir un seuil de sélection adapté pour générer des
spectres MS/MS de suffisamment bonne qualité) pour améliorer la couverture du protéome, étant
donné qu’un spectre MS/MS sert ici uniquement a identifier le peptide, limitant ainsi le phénomeéne
de saturation par les especes abondantes. Il faut toutefois rester vigilant a ne pas trop maximiser la
couverture du protéome en augmentant le nombre de MS/MS effectués au sein d’'un méme cycle, et
ainsi le temps de cycle, et par conséquent perdre en précision de quantification en diminuant le
nombre de points obtenus pour un pic, soit la résolution (Figure 1lI-2). Trouver la bonne balance est
une considération importante de cette stratégie. Cependant, celle-ci peut étre contournée en
effectuant deux analyses pour une méme condition: le paramétrage de la premiére analyse
permettrait d’identifier un maximum de peptides/protéines (en favorisant un nombre de MS/MS
élevé), et le paramétrage de la seconde analyse permettrait quant a lui de les quantifier (en favorisant

le nombre de points par pic).
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Figure IlI-2 - Schéma de la trace chromatographique d'un peptide aprés I'extraction de son courant d'ion
Le pic théorique est représenté en bleu. Les croix indiquent I'acquisition d’un spectre MS permettant de définir la résolution
MS du pic expérimental (en pointillés rouges). Ainsi, la distance entre deux croix rouges reflete le temps de cycle.

Un changement dans I'abondance d’un peptide peut étre le reflet d’une conséquence biologique, mais

pas seulement. Il peut également provenir d’un biais provenant de la préparation d’échantillons, voire

de I'instrumentation®. En effet, I'introduction de substances interférentes au méme Tr et & un ratio

m/z trés proche dans une des conditions peut fausser la quantification du peptide considéré. C'est

pourquoi une attention particuliere doit étre accordée au moment de la manipulation des échantillons

pour que celle-ci soit le plus répétable possible. Concernant la préparation d’échantillons, la

décomplexification est souvent écartée dans ce type d’approche. Certes, elle permettrait d’augmenter

la couverture du protéome, mais aurait malheureusement un impact non négligeable sur le co(t,

puisqu’elle résulte en un temps machine plus long, en plus d’impacter la répétabilité d’un échantillon

a l'autre et de compliquer le traitement de données. De plus, la vitesse d’acquisition et la résolution

des nouveaux spectrometres de masse permettent d’identifier et de quantifier un nombre suffisant de

protéines au sein d’'une seule analyse pour un échantillon complexe par des approches de découverte,

limitant ainsi le temps machine. Afin de pallier aux biais pouvant survenir au cours des analyses, il est

souvent d’usage de normaliser les données de quantification XIC. Ce point sera d’ailleurs abordé dans

le paragraphe llI-2-b-Logiciels disponibles suivant.

Notons que tout comme le comptage de spectres MS/MS, il est possible d’estimer des quantités

« absolues » avec cette stratégie, soit en divisant la somme de toutes les intensités peptidiques par le

nombre théorique de peptides observables, stratégie souvent appellée iBAQ pour « intensity-Based

Absolute Quantification »*

protéinel®,
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Malgré les avantages que présentent cette approche par rapport au comptage de spectres MS/MS,
elle nécessite un temps plus important pour le traitement de données qui est effectué a I'aide d’outils

dédiés.

Logiciels disponibles

Les données de quantification XIC nécessitent I'utilisation de logiciels dédiés et robustes qui
permettent 'alignement des analyses a I'aide du Tr et des ratios m/z afin de faire concorder des
distributions isotopiques identiques. Actuellement, de nombreux logiciels, aussi bien commerciaux
que publics sont disponibles, parmi lesquels certains sont implémentés dans des pipelines®®,
Généralement, les utilisateurs attendent de ces logiciels de bonnes performances avec un faible
nombre de faux-positifs, tout en offrant une interface graphique conviviale qui permette notamment
de visualiser, voire de modifier les extractions du signal MS effectuées!®®. La facilité d’installation, ainsi
que la disponibilité de documentations, la possibilité de communiquer avec les utilisateurs et les

I°2. Nous

développeurs sont également des parametres qui entrent en compte lors du choix d’un logicie
distinguons parmi les outils commerciaux Progenesis LC-MS et Mascot Distiller, et parmi les outils
publics disponibles gratuitement Proline!®®, OpenMS*, Viper!!!, MFPaQ?'?, Skyline!!® et Maxquant!®,
Ces cing derniers ont été employés par RAMUS et collaborateurs et ont montré une haute sensibilité
et une capacité a détecter de fortes variations, tout comme des ratios entre deux conditions

modéréstos,

Ces outils proposent généralement d’effectuer la détection des enveloppes isotopiques des peptides
en les dissociant des interférences afin de générer des cartes LC-MS a partir des ratios m/z, des Tr, de
la charge et de I'intensité du pic. Il s’agit 1a de I'étape la plus importante du traitement de données qui
devrait étre précédée d’étapes de réduction de la taille des données, de filtration et soustraction du
bruit, et surtout de calibration en masse et d’alignement des Tr. En effet, un mauvais un alignement
des Tr peut mener a des erreurs d’extraction du signal. Cependant, les algorithmes de nombreux
logiciels sont souvent peu décrits et ces outils souffrent d’'un manque de documentation et d’interfaces

graphiques conviviales®.

Les logiciels les plus couramment utilisés aujourd’hui sont Skyline et MaxQuant%, pour lesquels les
algorithmes sont décrits et disponibles, ainsi que des documentations et des groupes de discussions.
Ces deux outils ont été utilisés au cours de ces travaux de thése. Sachant que la qualité des résultats
est influencée a la fois par le paramétrage et I'expertise de I'utilisateur du programme, et que la
documentation sur I'utilisation de MaxQuant pour la quantification XIC a tardé a étre publiée, le

laboratoire a fait le choix au début de ces travaux de thése de traiter les données avec Skyline. Ce choix
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a progressivement évolué au cours de ces 3 années, et s’est tourné vers MaxQuant, notamment du

fait des publications de Jiirgen COX*?® et Stefka TYANOVA?S,

En ce qui concerne le logiciel Skyline, il a été originellement développé pour le traitement de données
de protéomique quantitative ciblée de type « Selected-Reaction Monitoring » (SRM), mais son
utilisation a été étendue a la quantification XIC dans le but de fournir une plateforme constructeur-
indépendante pouvant étre utilisée par tous les laboratoires. Contrairement a ce qui a été décrit plus
haut, cet outil n’effectue pas de réalignement des analyses en fonction du Tr, ni de recalibration en
masse et de détection des enveloppes isotopiques. Il effectue a partir d’'une bibliotheque qui contient
les résultats d’identification MS/MS, une extraction directe du signal MS a partir des ratios m/z et Tr
associés a un PSM de la bibliotheque, dans un intervalle de temps défini. Le signal d’une espece
présente dans la bibliotheéque va étre extrait sur I'ensemble des analyses a partir des mémes ratios
m/z et Tr, méme si elle n’a pas été séquencée dans I'ensemble des analyses (Figure 11l-3). Cependant,
cette extraction méne souvent a des erreurs puisque ce logiciel ne propose pas de réaligner les Tr. Ces
erreurs peuvent étre facilement repérées et corrigées, notamment a I'aide d’un score (« isotope dot
product ») qui compare la distribution de I'intensité relative de chaque isotope attendue et observée,
ce qui présente un certain avantage. Malgré cet avantage, |'utilisation de Skyline est relativement
chronophage du fait que les analyses brutes doivent dans un premier temps étre transformées en listes
de pics pour étre soumises a une recherche dont les résultats doivent ensuite étre validés, mais aussi
parce que les erreurs d’extraction nécessitent une vérification manuelle longue qui permet de réduire
le nombre de faux-positifs, de faux-négatifs et d’améliorer la sensibilité. De plus, si seuls les peptides
uniques ou ne contenant qu’un certain type de modifications doivent étre quantifiés, ils seront ajoutés
manuellement de maniére a n’extraire que le signal des peptides d’intérét. Ces interventions humaines

peuvent étre sources d’erreurs qui peuvent influencer le résultat final.
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Figure llI-3 - Schéma de fonctionnement de Skyline pour la quantification XIC

Le logiciel MaxQuant est quant a lui un ensemble d’algorithmes intégrés, développé initialement pour

les données de SILAC, mais qui est aujourd’hui utilisable pour des données provenant de la majorité

des techniques de quantification globale, et générées par des spectrometres de masse de haute

résolution. Ce logiciel a été concu pour étre facilement utilisable (il est d’ailleurs conseillé de ne

modifier qu’une dizaine de parameétres pour des études simples). En effet, MaxQuant nécessite comme

fichier d’entrée les données brutes de quatre marques théoriquement, et effectue a la fois

I'identification, la validation et la quantification des protéines notamment grace a I'implémentation

d’Andromeda. Les étapes s’effectuent selon I'ordre décrit dans la Figure 1lI-4. Cet outil a été testé au

laboratoire sur des données issues d’instruments commercialisés par THERMO FISHER SCIENTIFIC,

BRUKER et SCIEX, et s’est montré performant uniqguement pour le traitement des données BRUKER et

THERMO FISHER SCIENTIFIC.
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Figure IlI-4 - Résumé de la pipeline informatique de MaxQuant (adapté de 116)

L’avantage majeur de cet outil est la rapidité avec laquelle le traitement de données est effectué, sans

intervention humaine une fois le paramétrage initial réglé. Les développeurs ont fourni un gros travail

sur la détection des enveloppes isotopiques ainsi que sur le réalignement des cartes LC-MS, le transfert

d’identification grace a I'option « Match between runs » qui fonctionne particulierement bien du fait

du réalignement des cartes, et I'implémentation d’'une étape de normalisation des données de

quantification protéique. La méthode de normalisation générant des données « LFQ » s’effectue en

comparant deux a deux les analyses, en partant du principe que la majorité des protéines ne varient
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pas entre deux protéomes (hypothese partagée par de nombreuses méthodes de normalisation). Ainsi,
le comportement de la moyenne est considéré comme standard relatif. Les valeurs LFQ se sont
d’ailleurs avérées étre un bon compromis entre sensibilité et taux de faux-positifs®, Malgré ces
avantages, MaxQuant ne propose pas de visualisation de I'intégration du signal, et donc pas de moyen
de la corriger, ce qui peut étre particulierement handicapant lorsque le signal de protéines
différentiellement exprimées nécessite d’étre vérifié avant de se diriger vers une étape de validation.
C'est pourquoi Skyline est encore utilisé pour la visualisation des données intéressantes aprés un
traitement MaxQuant. Par ailleurs, I'infrastructure frangaise de protéomique ProFl dont le laboratoire
fait partie, a développé un outil nommé Proline qui permettrait d’éviter I'utilisation successive de ces
deux logiciels. En effet, en plus de la validation des résultats d’identification, cet outil permet la
quantification XIC en combinant les avantages de Skyline et MaxQuant, a savoir le méme principe
d‘extraction du signal que MaxQuant, et la possibilité de visualiser et réintégrer le signal, si nécessaire,

comme Skyline.

c. « Data-Independent Acquisition » ou DIA

Le mode d’acquisition DIA permet de générer des données qui apportent davantage d’informations,
puisqu’il consiste a séquencer I'ensemble des peptides détectables dans un échantillon. En effet, les
spectres d’ions fragments sont collectés de maniere systématique et indépendante de toute
information concernant le précurseur!’. L’acquisition des spectres MS/MS peut s’effectuer de

plusieurs maniéres :

- Suite a l'isolation et la fragmentation séquentielles d’ions précurseurs contenus dans des
fenétres d’isolation de quelques m/z, comme c’est le cas pour le SWATH™!8, Ainsi, au cours
d’un méme cycle, le spectrométre de masse va effectuer autant de fenétres d’isolation que
nécessaire, dans lesquelles il va fragmenter I'ensemble des précurseurs présents, de maniere
a couvrir I'ensemble de la gamme de masse (Figure IlI-5). Ce type d’acquisition segmentée
génére des cartes complexes d’ions fragments dans un espace bidimensionnel (Tr et m/z).
L'avantage de cette stratégie est qu’un précurseur abondant va uniquement impacter la
gamme dynamique de la fenétre d’isolation dans laquelle il est contenu en la limitant, et non
pas les précédentes et suivantes. Il est possible dans ce type d’approches de paramétrer soit
des fenétres fixes, soit des fenétres variables qui permettent de diminuer la complexité des

spectres MS/MS et d’augmenter la spécificité en s’adaptant a la densité des précurseurs'?®,

- Suite a I'alternance de spectres a basse et a haute énergie acquis sur I'ensemble de la gamme

de masse. Il s’agit du concept développé par WATERS nommé MSE qui va, 3 I'aide d’un spectre
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de basse énergie, cartographier les précurseurs, puis a I'aide d’un spectre a haute énergie,

fragmenter I'ensemble des précurseurs'®. Ce mode d’acquisition a été amélioré par I'ajout

d’une cellule de mobilité ionique au sein du spectromeétre de masse, qui permet de séparer

des espéces qui co-éluent au méme Tr en jouant sur leur temps de dérive au sein de cette

cellule, qui dépend lui-méme de la charge et de la conformation de I'espéece, et que I'on

nomme HDMSE 121, Pour les spectrométres ne contenant pas de cellules de mobilité ionique,

WATERS a récemment introduit la technique SONAR™ qui permet de séparer des especes co-

éluées a I'aide de rampes de m/z effectuées par le quadripéle. Ce type de données ne peut

généralement étre traité qu’a I'aide du logiciel constructeur, c’est pourquoi les stratégies de

type SWATH™ sont souvent préférées.
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Figure IlI-5 — Schéma d’acquisition de données SWATH™ - adapté de 11°
A) Explication du cycle qui contient plusieurs fenétres d’isolation (en m/z)
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Quelle que soit la stratégie adoptée, les spectres de fragmentation générés présentent une complexité
considérable par rapport a ceux générés par le mode DDA, et ne peuvent faire I'objet tels quels d’une

recherche classique dans les banques de données pour 'identification des peptides et des protéines!??,

Ce mode d’acquisition a été pour la premiére fois introduit par PURVINE'® pour contourner les
problemes liés a la stochastique du mode DDA (couverture du protéome limité et répétabilité
insuffisante de détection entre réplicats). Ainsi, une analyse effectuée a faible voltage permettait
d’obtenir les informations des précurseurs, et une seconde a haut voltage induisait une fragmentation.
C'est seulement en 2004 qu’une notion supplémentaire de quantification par DIA est apparue suite a
I'isolation et la fragmentation séquentielle des précurseurs'?*, La quantification s’effectue alors au
niveau MS/MS, ce qui présente I'avantage d’étre plus sensible du fait d’'un meilleur rapport signal sur

bruit, plus spécifique, et avec une grande gamme dynamique.

Afin d’obtenir des informations quantitatives, il est nécessaire d’extraire correctement le signal des
peptides a partir de ces données DIA. Jusqu'ici, I'extraction était majoritairement effectuée de maniere
ciblée, ce type de données se substituant alors a la SRM puisqu’il permet de quantifier les peptides
avec une bonne répétabilité et avec la méme exactitude que la SRM. La DIA offre en théorie la
possibilité tant espérée des protéomistes de quantifier 'ensemble des peptides présents dans un
échantillon, mais cette possibilité est limitée par I'extraction des données qui s’effectue a I'aide de
bibliotheques spectrales obtenues par une analyse DDA préalable, ou d’autres données DDA
disponibles dans les banques de dép6t par exemple. Le nombre de peptides quantifiés est alors limité
au nombre maximum de peptides identifiés dans la librairie, cependant cette quantification tire tout
de méme avantage d’une meilleure sensibilité et spécificité offertes par la quantification au niveau
MS/MS. A I’heure actuelle, cette extraction des données reste un défi et confine malheureusement
souvent la DIA a la quantification ciblée. Cependant, des espoirs reposent sur de nouveaux outils,
comme DIA-Umpire!?® ou Group-DIA?® qui visent a retrouver le lien précurseur-fragments au sein des
données de DIA et a générer des pseudo-spectres MS/MS afin de les soumettre a une recherche
classique d’identification dans les banques de données, dans le but ultime d’identifier I'ensemble des

peptides et des protéines afin d’extraire les données correspondantes permettant de les quantifier.

3- Conclusion

Au travers des différentes stratégies évoquées dans ce chapitre, nous avons pu nous rendre compte
que la boite a outils de la protéomique « Bottom-up » est vaste et contient de nombreuses approches
qui présentent chacune des forces mais aussi des faiblesses. Le travail du protéomiste consiste ainsi a

choisir le spectrométre de masse (en fonction de sa résolution, de son exactitude de masse et de sa
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gamme dynamique), la stratégie d’acquisition, ainsi que le traitement de données les plus adaptés aux

échantillons a analyser'?’.
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CHAPITRE || — DEVELOPPEMENT ET OPTIMISATION DE METHODES DE PREPARATION

D’ECHANTILLONS POUR LA PROTEOMIQUE QUANTITATIVE SANS MARQUAGE

Les approches de protéomique quantitative sans marquage ne permettant pas de multiplexer les
différentes conditions a comparer, elles nécessitent d’analyser de maniére séparée et successive
I'ensemble des échantillons d’'une étude. Dés lors, une répétabilité élevée et une maitrise de
I’ensemble du schéma analytique sont indispensables afin de garantir la similarité des conditions
d’analyse de chacun des échantillons, dans le but d’éviter I'introduction de biais techniques pouvant
mener a une quantification, voire une conclusion biologique erronées. Comme évoqué au cours du
Chapitre I, les premieres étapes du schéma analytique, intimement liées, que sont I'extraction de
protéines et la préparation d’échantillons sont a I'origine de la majorité des variabilités pouvant

intervenir dans les études de protéomique quantitative.

Afin d’assurer un maximum de répétabilité au cours des études de protéomique quantitative sans
marquage, ces travaux de thése ont principalement porté sur le développement et I'optimisation de
protocoles de préparation d’échantillons qui impliquent peu, voire pas de fractionnement de

I’échantillon, dans I'objectif :
- De limiter les biais inhérents a la répétabilité du fractionnement.

- De réduire le temps machine nécessaire a I'analyse d'un échantillon, puisque les
spectrometres de masse de derniére génération présentent des vitesses d’acquisition rapides
et des gammes dynamiques plus larges, compatibles avec I'analyse de mélanges complexes.
Cela permet en outre d’assurer la stabilité du couplage LC-MS tout au long des analyses de
maniére plus aisée, mais également de minimiser les pertes de peptides hydrophobes qui
peuvent étre adsorbés sur les parois du contenant lorsque les échantillons d’une séquence ne

sont pas analysés de suite.

- De limiter la manipulation de I’échantillon par le biais de préparations d’échantillons simples
et rapides. La perte de protéines et de peptides est minimisée lorsque les protocoles

impliquent peu d’étapes.

L’ensemble de ces objectifs permet d’augmenter le nombre de conditions a comparer tout en gardant

un temps d’analyse raisonnable.



Chapitre Il — Développement et optimisation de méthodes de préparation d’échantillons pour la
protéomique quantitative sans marquage

Etant donné qu’il n’existe pas de préparation d’échantillons universelle, adaptable a la diversité des
échantillons a analyser ainsi qu’aux nombreuses questions biologiques pouvant faire I'objet d’une
analyse protéomique, le développement et I'optimisation de préparations d’échantillons pour

différents types d’échantillons ont été effectués.
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|- Optimisation d’une préparation d’échantillons pour ['analyse
protéomique d’un enrichissement membranaire de type « ghosts »

membranaires

Les protéines membranaires sont encodées par 20 3 30 % du génome'?, Elles se situent a un endroit
clé de la cellule, soit a la jonction entre le compartiment intracellulaire et I’environnement
extracellulaire. De ce fait, elles sont impliquées dans de nombreux processus biologiques
fondamentaux de la cellule, comme les échanges de matériel et d’énergie entre la cellule et son
environnement, la communication entre les cellules, et le transport de signaux'?. Leur réle majeur
dans ces processus en font des cibles thérapeutiques préférentielles?® 139, Ces protéines sont d’ailleurs
aujourd’hui la cible de 50 % des médicaments sur le marché. De surcroit, les récents développements
de thérapies a base d’anticorps monoclonaux dirigés contre la surface des cellules augmentent I'intérét

des scientifiques pour les protéines membranaires®°,
Ces protéines représentent cependant un défi analytique du fait qu’elles sont :

- Difficiles a extraire car insérées dans la bicouche lipidique de la membrane des cellules, et que

leur caractere hydrophobe les rend tres peu solubles,
- Faiblement abondantes,
- Présentent peu de sites de coupures a la trypsine,
- Et ont tendance a s’agréger.

Afin de faciliter leur analyse et d’augmenter leur nombre d’identifications, il est souvent nécessaire
d’effectuer un enrichissement en protéines membranaires, en plus d’employer une préparation
d’échantillons compatible avec I'utilisation de détergents pour permettre leur solubilisation?® 129131,
Les stratégies d’enrichissement permettent d’effectuer un sous-fractionnement de I'échantillon en
augmentant la proportion de protéines membranaires. Parmi ces stratégies, nous distinguons les
méthodes de centrifugation différentielle, de purification par affinité entre deux phases (aqueuse et

polymérique), des méthodes qui emploient I'interaction forte entre la biotine et la streptavidine?® 12%

130, 132, etc.

Par ailleurs, d’autres tentatives d’enrichissement en protéines membranaires ont été menées au

laboratoire, parmi lesquelles :
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133, 134

- L'induction de microparticules sur des cellules en culture . Il s'agit d’'une méthode

N

chronophage, ardue, faiblement répétable, difficile a implémenter sur un grand nombre

d’échantillons, et qui nécessite un nombre important de cellules,

135

- Le recueil de microparticules circulantes** au sein du plasma humain,

- Une approche de type « ghosts » membranaires qui pourrait étre une alternative lorsque

I’étude porte sur des cellules.

1- Les « ghosts » membranaires

Dans le cadre du projet de recherche de biomarqueurs de glioblastomes (voir Chapitre IlI-I), mené en
collaboration avec I'équipe du Dr Jacques HAIECH, un enrichissement de protéines membranaires a
partir de cellules souches cancéreuses (CSC) par une approche de « ghosts » membranaires a été
envisagée a l'initiative du collaborateur. Cet enrichissement consiste a lyser mécaniquement les
cellules, afin d’éliminer le contenu intracellulaire et de récupérer les « ghosts » membranaires ainsi
générés par des étapes de centrifugation successives. Le protocole utilisé dans le cadre de ce projet

est détaillé dans la Figure I-1.
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« Ghosts » membranaires

(10 mM HEPES, 250 mM Sucrose, 2 mM
EGTA, inhibiteurs de protéases, 1 mM DTT)

(2 a 3 mg d’extrait protéique)

Figure I-1 - Schéma de préparation de I'enrichissement en protéines membranaires de type « ghosts » membranaires
(adapté de la thése d’Emilie Audran?36)
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2- Evaluation des « ghosts » membranaires pour la protéomique quantitative sans

marquage XIC

L'identification des protéines membranaires est dépendante non seulement de la méthode
d’enrichissement utilisée, mais aussi de la solubilisation des protéines et de la préparation
d’échantillons. Une étude préliminaire a été menée au laboratoire sur des « ghosts » membranaires
de CSC, qui impliquait la décomplexification de I’échantillon en 90 bandes de gel 1D SDS-PAGE et une
quantification par comptage de spectres MS/MS. Ce choix découlait de la disponibilité du parc
instrumental au moment de I'étude (en 2011), et résultait en un temps d’analyse d’une semaine par
échantillon analysé, limitant ainsi le nombre de conditions a comparer et pouvant étre analysées au
cours d’'une méme séquence d’analyses. L’arrivée de spectrometres de masse de nouvelle génération
(de type Impact-HD de BRUKER avec des vitesses d’acquisition, une exactitude en masse et une
résolution accrues) concomitante avec mon arrivée au laboratoire a permis d’envisager une
optimisation de la préparation d’échantillons. Cette derniére devait étre adaptée a la nouvelle
instrumentation, qui offrait la possibilité non seulement d’analyser des mélanges plus complexes
permettant de réduire le fractionnement de I’échantillon et ainsi la durée d’analyse pour un
échantillon, et permettre d'implémenter une stratégie de quantification par extraction des courants
d’ions (XIC), qui dépend moins du mode d’acquisition DDA que le comptage de spectres MS/MS. Le
Tableau I-1 montre les performances du couplage LC-MS/MS utilisé au cours de de I'étude préliminaire
(nanoLC-Chip couplée a un spectrometre de masse de type trappe a ions, amaZon BRUKER) ainsi que
celles du couplage utilisé pour I'optimisation de la méthode (nanoLC couplée a un spectrometre de

masse de type Q-TOF, Impact-HD BRUKER) obtenues suite a I'analyse d’un digeste de levure.

NanoLC-Chip NanolLC
(AGILENT - C18, 150mm x 75um, 5pm) (Nano-Acquity, WATERS - C18, 250mm x 75um, 1,7um)
Trappe a ions Q-TOF
(AmaZon, BRUKER) (Impact-HD, BRUKER)
Nombre de protéines identifiées
Avec FDR< 1% 14 1287
Nombre d t
e 3235 58369
assignés a une identification
Nombre de spectres assignés
a une identification avec un score > 20 (Score Mascot) 2644 52348

Tableau I-1 - Résumé des performances des deux couplages sur I'analyse de 1 pug d'un digeste de levure avec un gradient
chromatographique de 79min
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a. Réduction du fractionnement : comparaison de trois protocoles de préparation

d’échantillons

La possibilité de réduire le fractionnement a dans un premier temps été évaluée en comparant trois

protocoles de préparation d’échantillons. L'objectif étant de trouver une préparation qui permet :

- D’obtenir une profondeur d’analyse équivalente aux 90 bandes de gel 1D SDS-PAGE,

- De réduire la durée d’analyse pour augmenter le nombre de conditions a comparer au sein

d’une méme séquence,

- De limiter la manipulation d’échantillon pour assurer un protocole répétable qui permet

I'implémentation d’une quantification sans marquage de type XIC.

L'utilisation de détergents pour solubiliser les protéines membranaires est souvent requise car ils
miment la membrane lipidique. Parmi les plus connus et les plus performants vis-a-vis de ce type de
protéines, nous distinguons le SDS et le SDC'*”-1%8, Néanmoins, ces détergents ne sont pas directement
compatibles avec une analyse LC-MS/MS. Le SDC est utilisable en solution car il est compatible a une
concentration plus élevée que le SDS avec une digestion a la trypsine, et peut étre facilement retiré
par précipitation avant analyse. Le SDS, doit quant a lui étre retiré avant digestion trypsique et
nécessite de ce fait souvent de passer par une étape d’électrophorése 1D SDS-PAGE. Ainsi, trois

préparations d’échantillons mettant en jeu ces deux détergents ont été testées. Il s’agit :

- D’un gel d’électrophorése 1D SDS-PAGE avec une migration sur 6 bandes afin de réduire le

fractionnement.

- D’un gel 1D SDS-PAGE « Stacking » (SG) sans fractionnement, découpé en deux bandes : la
premiere bande contient les protéines concentrées (bande d’intérét), et la seconde (trainées)
résulte des trainées effectuées par I’échantillon lors de sa migration et se situe au-dessus de

la bande d’intérét.

- D’une digestion liquide (DL) au SDC, sans fractionnement, qui a I'avantage de s’affranchir des

étapes de migration, fixation, coloration, et de découpe, liées au gel 1D SDS-PAGE.

La comparaison de ces trois protocoles a été effectuée sur deux échantillons de « ghosts »
membranaires provenant de deux lignées cellulaires différentes de CSC issues de biopsies de
glioblastomes (TGO1 et TG16). Chaque préparation a fait I'objet de deux analyses par nanoLC-MS/MS

sur un couplage entre une chromatographie liquide de type Nano-Acquity (WATERS) et un
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spectrométre de masse de type Q-TOF (Impact-HD, BRUKER). Le schéma analytique utilisé est

représenté en Figure I-2.
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Figure 1-2 - Schéma analytique employé pour la comparaison des trois protocoles de préparation permettant de réduire le fractionnement des « ghosts » membranaires de CSC
issues de glioblastomes
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Les gradients chromatographiques ont été adaptés a la complexité de chaque préparation

d’échantillons. La durée d’analyse résultante pour un échantillon est donnée pour chaque préparation

d’échantillons dans le Tableau I-2.

Etude Gel 1D SDS- Gel 1D SDS- Digestion
réliminaire PAGE PAGE Liquide
P 6 bandes « Stacking » SDC
Durée d’analyse 1 semaine 9h 6h 3h
totale (6 bandes x 90min) (2 bandes x 3h)

Tableau I-2 - Résumé du temps d'analyse requis pour un échantillon pour chaque protocole de préparation testé ainsi
que pour I’étude préliminaire

Le nombre total moyen de protéines identifiées sur les deux réplicats d’injection aprés validation avec
un FDR inférieur a 1 % pour chaque protocole et chaque échantillon est donné dans la Figure I- 3. Les
annotations « Gene Ontology » (GO) ont été utilisées pour distinguer les protéines liées a la membrane
plasmique (annotées « plasma membrane »). Notons que pour I'analyse du SG de I'échantillon TG16,
une suppression de signal est survenue au moment de I'analyse, probablement du fait d’'un nombre
de lavages du gel insuffisants, permettant le retrait du SDS. Ainsi, ces valeurs n’ont pas été prises en
compte lors des comparaisons de protocoles permettant la sélection de la préparation d’échantillons
a adopter. Dans I'étude de recherche de biomarqueurs de glioblastomes, les collaborateurs ont été
particulierement intéressés par les protéines membranaires « Clusters de Différenciation » (CD) pour
lesquelles des anticorps sont disponibles, facilitant ainsi leur ciblage par des thérapies et leur validation
par des méthodes de cytométrie en flux ou ELISA par exemple. Ainsi, le nombre de CD identifiés par

chaque méthode est donné par la Figure I-4.

68



Nombre de protéines

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

Chapitre Il — Développement et optimisation de méthodes de préparation d’échantillons pour la
protéomique quantitative sans marquage

Protéines identifiées

B TGO1
# TG16
o & ® Protéines annotées « plasma membrane »
2 3 2
A o8 m TGO1
. = TG16
o0
=1
o~
8
@ -
o
o s
S
oM o
o
Etude préliminaire 6 Bandes Stacking Digestion Liquide

Figure I-3 - Nombre moyen de protéines identifiées et de protéines annotées « plasma membrane » sur les deux réplicats
pour I'étude préliminaire et les trois protocoles testés pour I'échantillon TG01 et TG16.
Les étoiles indiquent les échantillons pour lesquels une suppression de signal est survenue lors des analyses

Protéines annotées « Cluster de Différenciation »
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Figure I-4 - Nombre moyen de protéines CD identifiées sur les deux réplicats pour chaque protocole, pour
|'échantillon TGO1 et TG16.
L’étoile indique les échantillons pour lesquels une suppression de signal est survenue lors des analyses
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Globalement, le nombre de protéines identifiées est tres variable d’un protocole a I'autre, avec des
valeurs s’étalant de 1481 a 3398 pour les trois protocoles testés (en ne prenant pas en compte
I’échantillon pour lequel une suppression de signal est survenue au moment des analyses). En ce qui
concerne les protéines membranaires, ces protocoles de préparation de « ghosts » membranaires ont
permis d’identifier des proportions de protéines annotées « plasma membrane » en accord avec un
enrichissement membranaire, soit 24, 26 et 22 % pour la DL, le SG et le gel 6 bandes respectivement
pour I’échantillon TGO1. Enfin, le nombre de protéines CD identifiées est moins variable d’un protocole

a 'autre avec des valeurs allant de 43 a 67 pour I’échantillon TGO1.

Par rapport a I’étude préliminaire, le gel 6 bandes permet de réduire la durée d’analyse, tout en offrant
la méme profondeur d’analyse avec davantage de protéines annotées « plasma membrane ». La DL
avec utilisation du SDC s’avere ici étre la préparation d’échantillons la moins adaptée a ce type
d’échantillon, car elle fournit les résultats les plus faibles en termes d’identification de protéines de
tout type. Le SG, permet quant a lui d’identifier en peu de temps un nombre satisfaisant de protéines,
notamment de CD. Notons que pour le SG, I'intégralité des CD n’est pas uniquement identifiée dans la
bande d’intérét, mais aussi dans la bande des trainées comme le montre le diagramme de Venn pour

la premiére analyse de I'échantillon TGO1 (Figure I-5).

12 36 8

Bande d’intérét

Figure I-5 - Diagramme de Venn représentant la répartition des protéines CD entre la bande d'intérét et les trainées pour
le gel « Stacking » TG01, analyse n°1

Par I'absence de fractionnement, le SG offre un gain de temps par rapport au gel 6 bandes, que ce soit
en termes de manipulation ou en termes de durée d’analyse, tout en fournissant des résultats
d’identification satisfaisants, particulierement en termes de CD (80 a 85 % des CD identifiés lors de
I’étude préliminaire). C'est pourquoi ce protocole a été sélectionné pour étre implémenté dans le
schéma analytique de la recherche de biomarqueurs de glioblastomes avec une quantification de type
XIC, d’autant que le rassemblement des deux bandes avant analyse permet de réduire encore la durée

d’analyse, sans perte d’informations, en plus de faciliter la quantification XIC.
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b. Optimisation du gradient chromatographique pour l'analyse d’un « ghost »

membranaire préparé en gel « Stacking »

Le SG étant le meilleur compromis pour I'analyse de « ghosts » membranaires de CSC de glioblastomes,
une optimisation du gradient chromatographique a été réalisée sur un réplicat d’analyse de TGO1 afin
de trouver le meilleur compromis entre nombre de protéines identifiées et durée d’analyse. Ainsi, trois

gradients ont été testés : 120, 180 et 240 minutes.

Afin d’évaluer chacune de ces conditions, les résultats provenant de la recherche dans la banque de
données ont fait I'objet d’une analyse par un outil développé au laboratoire et nommé « MS Diag »,
qui permet d’avoir un apercu visuel du nombre de spectres assignés ou non a une identification, ainsi
que le score associé, et ce, en fonction du temps. Les résultats moyens des deux réplicats d’injection
de cette analyse « MS Diag » ainsi que d’identifications validées avec un FDR inférieur a 1 % sont

donnés par le Tableau I-3.

Nombre de peptides
. Nombre de protéines pep Spectres MS/MS dont
Gradient avec score > 20
(FDR < 1 %) score > 20

(non redondants)
120 min 1974 10699 37 %
180 min 2061 11434 37 %
240 min 2085 11888 38 %

Tableau I-3- Valeurs moyennes des deux réplicats d'analyse du nombre de protéines identifiées et validées avec un FDR
<1 %, ainsi que du nombre de peptides et de spectres avec un score Mascot correct (> 20)

Le gradient optimal est celui qui permet :

- D’identifier un maximum de protéines dans un temps d’analyse raisonnable,

- Avec le maximum de peptides présentant un score Mascot supérieur a 20, qui reflete une

concordance entre le spectre théorique et expérimental acceptable,

- Et générant un maximum de spectres MS/MS assignés a une identification avec un score

supérieur a 20.

Ainsi, le gradient chromatographique qui semble optimal pour I'analyse d’'un SG de « ghosts »
membranaires de CSC de glioblastomes est le gradient de 180 minutes qui permet d’identifier
davantage de peptides et de protéines que le gradient de 120 minutes, et un nombre quasiment

équivalent au gradient de 240 minutes. C’'est donc celui-ci qui sera utilisé pour les prochaines analyses
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effectuées dans le cadre du projet de recherche de biomarqueurs de CSC de glioblastomes. Ce gradient

de 180 minutes est détaillé dans la Partie expérimentale-Il.

c. Répétabilité du schéma analytique avec la préparation d’échantillons « Stacking »

La répétabilité du schéma analytique impliquant une préparation d’échantillons SG et une
quantification XIC a été évaluée en déposant trois fois I’échantillon TG0O1 au sein d’'un méme gel, ainsi
que sur trois gels différents permettant ainsi d’établir plusieurs niveaux de répétabilité : la répétabilité
inter-gels (Gel 1_1, Gel 2_1 et Gel 3_1) et intra-gel (Gel 1_1, Gel 1_2 et Gel 1_3) (Figure 1-6). Les

analyses pour chaque échantillon ont été effectuées trois fois.
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Figure 1-6 - Schéma analytique impliquant la préparation d'échantillons gel « Stacking » des « ghosts » membranaires de CSC de glioblastomes et la quantification XIC pour I'étude de sa

répétabilité
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Dans un premier temps, la répétabilité a pu étre évaluée au niveau qualitatif en comparant le nombre
de protéines identifiées pour chaque réplicat technique de TGO1 (Figure I-7). Ainsi, nous pouvons
observer que le nombre de protéines, et notamment de protéines membranaires et CD est équivalent

et stable sur 'ensemble des réplicats techniques.
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Figure I-7 - Nombre moyen de protéines identifiées sur les trois réplicats d'injection, ainsi que de protéines annotées
« plasma membrane » et de protéines CD pour chaque réplicat technique de TG01

La répétabilité a également été évaluée en calculant les coefficients de variation (CV) inter et intra-
gels, ainsi qu’entre les trois réplicats d’injection a partir des valeurs de quantification obtenues pour
chaque peptide (somme des aires des trois premiers isotopes : P, P+1 et P+2). La répartition des CV
calculés est représentée par les boites a moustache (Figure I-8). La boite a moustache est une
représentation graphique des données permettant de comparer dans notre cas la répartition des CV
de plusieurs séries. L'amplitude des boites permet d’apprécier visuellement la dispersion des valeurs
puisqu’elles contiennent 50 % de celles-ci. Les CV médians calculés, précisés dans les encadrés bleus,
sont globalement inférieurs a 15 %, avec ceux calculés a partir des trois réplicats d’injection et intra-
gel inférieurs a 10 % et inter-gels inférieur ou égal a 13 %. S’agissant d’'une méthode de quantification
relative employée dans une approche de découverte non ciblée, ces valeurs sont satisfaisantes et ce
schéma analytique peut étre considéré comme répétable. De plus, ces résultats sont cohérents, car
chaque introduction d’une variabilité augmente les CV : CV médian triplicats d’injection < intra-gel <

inter-gels.
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Figure I-8 - Boites a moustache représentant la répartition des CV inter-gels, intra-gel et entre les trois réplicats
d'injection.
Les valeurs encadrées correspondent aux valeurs médianes
D’autre part, la stabilité du systéme chromatographique a été évaluée en calculant les CV des Tr a
partir des données issues de Skyline pour les protéines CD, pour lesquelles une vérification manuelle
a été effectuée. Le CV médian résultant est de 0,2 %, reflétant une trés bonne stabilité
chromatographique tout au long des analyses. De plus, la stabilité de I'ensemble du couplage au cours
de cette étude de répétabilité a pu étre évaluée a I'aide des peptides iRT (« index Retention Time »),
qui ont été dopés en quantités égales dans chaque échantillon avant analyse nanoLC-MS/MS. Ces onze
peptides ont été congus de maniere a étre répartis sur I’'ensemble du gradient chromatographique, et
de maniére a ce que leur séquence ne soit pas contenue dans la banque humaine. En 6tant le peptide
le plus hydrophile et le plus hydrophobe du calcul du CV, car présentant une résolution médiocre du
fait d’un signal réponse MS de mauvaise qualité, les médianes résultantes inférieures a 20 % reflétent

gu’aucune dérive majeure de l'instrument n’est survenue au cours des analyses.

d. Apport de la vérification manuelle de I'intégration des pics par Skyline

Comme évoqué au Chapitre I-1lI-2-b, le logiciel Skyline commet souvent des erreurs d’intégration. Afin
d’illustrer ce probléme, qui peut étre résolu par une vérification, voire une réintégration manuelle, le
Tableau I-4 reporte les valeurs des CV médians inter et intra-gels calculés avant et apres réintégration

manuelle des peptides provenant des protéines CD (soit 640 peptides). Ces valeurs refletent bien le
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fait que la réintégration manuelle sur Skyline permet d’améliorer I'exactitude des données de

quantification XIC, comme suggéré par Ramus et collaborateurs®®,

Avant réintégration Apres réintégration
manuelle manuelle
CV inter-gels
nere 12 % 10%
(médiane)
CV intra-gel
e 8% 7%
(médiane)

Tableau I-4 - CV médians inter et intra-gels obtenus avant et aprés réintégration manuelle des pics correspondants aux
640 peptides issus des protéines CD sur Skyline

Par ailleurs, des tests ont été effectués pour améliorer les résultats en appliquant des filtres
automatiques, tels que : Oter les peptides les plus hydrophiles (Tr > 35min), ou ceux ayant été modifiés
car ils présentent souvent des pics chromatographiques peu reproductibles, ou encore ceux ayant un
« isotope dot product » (voir Chapitre I-1ll-2-b) strictement inférieur a 0,9. Cependant, I'application de
ces filtres ne permet pas d’améliorer de maniére significative les CV, d’autant qu’ils induisent la perte
de beaucoup de peptides, soit d'informations. De ce fait, le meilleur moyen d’obtenir des résultats les

plus exactes possible reste la vérification manuelle de I'intégration.

3- Conclusion

Ces différentes optimisations ont pu mettre en avant que le SG, qui emploie le SDS comme détergent,
permet d’obtenir un nombre satisfaisant de protéines identifiées, notamment de protéines
membranaires et plus particulierement de protéines CD en un temps d’analyse raisonnable, ce qui
permet d’envisager I'analyse d’'un grand nombre d’échantillons au cours d’'une méme séquence
d’analyses. Son utilisation pour I’étude de « ghosts » membranaires de CSC de glioblastomes avec une
quantification XIC fournit des résultats répétables entrainant ainsi I'implémentation de ce schéma

analytique dans le projet de recherche de biomarqueurs de glioblastomes.
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lI- Evaluation et optimisation d’une préparation d’échantillons en gel

sans fractionnement : le « Tube-Gel »

Lorsque l'utilisation d’un détergent comme le SDS est requise lors d’'une étude, il est souvent d’usage
d’employer un gel 1D SDS-PAGE pour permettre I'élimination du détergent par des lavages avant
digestion enzymatique et analyse LC-MS/MS du fait de son incompatibilité avec ces étapes. Dans le cas
d’une étude impliquant une approche de quantification sans marquage, nécessitant une bonne
répétabilité, I'utilisation d’un gel « Stacking » sans fractionnement est souvent préférée. Cependant,
le SG peut s’avérer laborieux lorsqu’un grand nombre d’échantillons est a analyser, du fait qu’il

implique :
1) Une étape de réduction des ponts disulfures avant dépot sur gel,

2) De préparer et de faire migrer parallelement plusieurs gels en méme temps, puisqu’un gel

permet de charger au maximum 10 échantillons,

3) De souvent déposer l'intégralité des échantillons sur les gels, en évitant le transfert d’un
puits a un autre, de maniére a ce que les gels soient distinguables les uns des autres afin

de retrouver quelle bande correspond a quel échantillon,
4) Une étape de migration des protéines,
5) Une étape de fixation des protéines dans le gel,
6) Une étape de coloration pour révéler la présence des protéines,
7) De découpe du gel,
8) La réduction des ponts disulfures et I'alkylation des cystéines,
9) Des étapes de lavage du gel afin de retirer le SDS.

La préparation d’échantillons « Tube-Gel » (TG), qui consiste a faire polymériser un gel de
polyacrylamide directement dans I’échantillon en solution, et ainsi a piéger les protéines dans une
matrice de gel, permet de s’affranchir des étapes 1 a 4 ainsi que de I'étape 6. Elle semble de ce fait
étre une bonne alternative au SG lorsque l'utilisation du SDS et I'absence de fractionnement sont

désirées, ainsi qu’une rapidité de mise en ceuvre, de maniere a augmenter le nombre de conditions a

77



Evaluation et optimisation d’une préparation d’échantillons en gel sans fractionnement : le « Tube-Gel
»

analyser. Le TG a été décrit en 2005 pour I'analyse de protéines membranaires, car il supporte les

hautes concentrations de détergents, comme le SDS**°,

Les travaux effectués au cours de cette these sur la préparation d’échantillons « Tube-gel » ont été

menés en bindme avec le Dr Luc FORNECKER.

1- Evaluation d’une préparation d’échantillons innovante pour la protéomique

guantitative sans marquage XIC : le « Tube-Gel »

Le TG a depuis sa premiére description été appliqué a I'étude de protéomes membranaires

140142 ot 3 fait 'objet de quelques modifications!*™ 42, Parmi ces études, une a fait

majoritairemen
I'objet d’une quantification par marquage iTRAQ}*, et une seconde d’une quantification sans
marquage par comptage de spectres MS/MS!, Bien que le TG ait été comparé a une préparation
d’échantillons FASP et a une DL d’un point de vue qualitatif (notamment au niveau des caractéristiques
physico-chimiques des protéines et du nombre de coupures manquées)*, les performances et la
répétabilité du TG pour la quantification XIC n’ont cependant jamais été évaluées. A cette fin, mais
aussi pour savoir si le TG peut étre applicable aux nombreux projets de quantification XIC menés au
laboratoire, une analyse comparative du TG, du SG et de la DL a été effectuée. La conception d’un
échantillon parfaitement calibré a permis de comparer leurs performances qualitatives mais aussi
quantitatives. Cet échantillon, constitué d’un fond complexe et constant de protéines de levure dopé
par des concentrations croissantes d’'un mélange équimolaire de 48 protéines humaines (UPS1, Sigma),
permet de mimer des variations au sein d’'un protéome complexe lorsque les échantillons de
différentes concentrations d’UPS1 sont comparés, de maniéere a se placer dans des conditions proches
d’une étude différentielle de recherche de biomarqueurs. Cette étude est résumée schématiquement

en Figure 1 du papier ci-aprés.

Les résultats de cette étude ont globalement montré que les performances du TG en termes de
protéines identifiées sont supérieures a celles du SG et de la DL. Il est a noter cependant que la
préparation d’échantillons TG génére davantage de modifications propionamides, du fait du contact
direct des protéines avec des monomeéres d’acrylamide, et davantage d’oxydations des méthionines
du fait des conditions oxydantes conséquentes d’une polymérisation chimique du TG. En termes de
résultats quantitatifs, le TG est au moins aussi répétable que le SG, voire plus répétable que la DL, et
permet de détecter des protéines variantes au sein d’un mélange complexe avec une haute sensibilité

et peu de faux-positifs (voir Figure 5 du papier). Ainsi, le TG peut étre employé pour des études de
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protéomique quantitative sans marquage, notamment lorsqu’un grand nombre d’échantillons est a

analyser.

L’'ensemble de ces résultats a fait I'objet d’une publication en 2016 dans le journal Proteomics et se

trouve ci-apres.
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Benchmarking sample preparation/digestion protocols
reveals tube-gel being a fast and repeatable method for

quantitative proteomics

Leslie Mullert, Luc Fornecker:, Alain Van Dorsselaer, Sarah Cianferani and Christine Carapito

Laboratoire de Spectrométrie de Masse BiolOrganique, Universiteé de Strasbourg, CMNRS, IPHC UMR 7178,

Strasbourg, France

Sample preparation, typically by in-solution or in-gel approaches, has a strong influence on
the accuracy and robustness of quantitative proteomics workHows. The major benefit of in-
gel procedures is their compatibility with detergents (such as SDS) for protein solubilization.
However, SDS-PAGE is a Hme-consuming approach. Tube-gel (TG} prepamation circumvents
this drawback as it involves directly trapping the sample in a polyacrylamide gel matrix without
electrophoresis. We report here the first global label-free quantitative comparison between TG,
stacking gel [SG), and basic liquid digestion {LD). A series of UP51 standard mixtures {at 0.5,
1, 2.5, 5, 10, and 25 fmol) were spiked in a complex yeast lysate background. TG preparation
allowed more yeast proteins to be identifhied than did the 5G and LD approaches, with mean
mumbers of 1979, 1788, and 1323 proteins identifed, respectively. Furthermore, the TG method
proved equivalent to SG and superior to LD in terms of the repeatability of the subsequent
experiments, with mean CV for yeast protein label-free quantifcations of 7, 9, and 109, Finally,
known variant UPS1 proteins were successfully detected in the TG-prepared sample within
a complex background with high sensitivity. All the data from this study are accessible on
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1 Introduction

Recent increases in MS resolution, mass accuracy, and acgui-
sition speed have enabled the use of global label-free methods
based on extracted ion chromatograms (XICs) for the relative
quantification of complex protein extraces. The stability of the

Comespondenca: Dr. Christine Carapito, Laborstoirs de Spac-
tromatrie de Masse BioOrganique, Universite de Strasbourg,
CHRS, IPHC UMR 7178, 25 rue Bscguerel, 67087 Strasbourg,
France

E-mail: ccarapito @ unistrafr

Fax: +333 6885 27 81

Abbreviations: FA, formic acid; FDP, false discovery proportion;

FP, false positive; LD, liquid digestion; 8G, stacking gel; TG, tube-
gel; TP, trus positiva; XICs, extracted 1on chromatograms

£ 2018 WILEY-VCH Verlsg GmbH & Co. KGaA, Wainhaim

LC-MS system and the repeatability and robustness of the
data are major considerations in this type of approach, with
highly repeatable sample handling being particularly impor-
tant. Samples for bottom-up label-free shotgun experiments
are most commeonly prepared by in-solution or in-gel methods,
which have their respective advantages and drawbacks, but
both rely on efficient protein solubilization and extrackion.
This is usually achieved with chaotropes or strong detergents
such as SDS [1]. However, since these agents are typically
incompatible at high concentration with further enzymatic
digestion and can interfere in subsequent RP-LC and MS
analysis, they need to be removed [2]. In-gel approaches are
advantageous in thiz context as the high-concentration SDS

*These authors equally contributed 1o this work.
Colour Omline: See the article online to view Fige. 1-5 in colour,
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Significance of the study

Sample preparation is a key step for the repeatability and
robusimess of quanttatve proteomics workflows. The two
most common methods used are in-gel or in-solution ap-
proaches, In our study, we evaluated and demonsirated
the benefits of an altemative gel-based sample preparation
approach, named tube:gel (TG}, based on the direct trap-
ping of the sample in a polyacrylamide gel without eleciro-
phoresis.

The aim of our study was to compare the TG sample prepa-
ration method with a gel-based approach (stacking gel [SC])
and a classical in-solution digestion procedure. We have
therefore used a reference sample consisting of 48 standard

employed can be removed by multiple and intensive washing
steps [3]. This, alongside the fractionating of complex protein
mixtures it allows, explains the wide use of acylamide gel-
based sample preparation in proteomics. However, extensive
gel fractionation is seldom compatible with further quantifi-
caton. The stacking gel (SG) approach is thereby an appro-
priate gel-based alternative: the proteins are concentrated in
one band, allowing accurate quantification {without fracdon-
ation) and normalization of the data during computational
and statistical analysis for shotgun label-free quantitative pro-
teomics [4]. Gel-based sample preparation is, nonetheless, a
multistep, tme-consuming technique. The gels mus: first
be poured and the samples have to be mixed with a loading
buffer before the gel can be run untl the proteins are stacked.
Afier electrophoresis, the proteins are fived and the gel has
to be stained to reveal the stacking slice, which is then diced
into small pieces, and subjected to reduction and alkylation
before in-gel digestion. This technique is unwieldy and dif-
feult to implement when a large number of samples have
to be processed. Furthermore, the risk of contamination and
sample loss accrues at each step of the preparation processes.

The tube-gel (TG} protocol was introduced n 2005 [5] for
its compatibility with a wide variety of detergents. It has facil-
itated the characterization of membrane proteins [6-10] and
lipid rafts proteins [11], and the charge detivatization of pep-
tides [12]. In TG preparation, the sample is directly trapped
in a polyacrylamide-gel matrix without electrophoresis. The
resulting gel is then diced and subjected to reduction, alky-
lation, and in-pd digestion. For quantitative proteomics, TG
has only been used for iTRAQ labeling |6] or label-free spec-
tral counting [11]. However, some concerns remain about the
amenability of TG-prepared samples to the accurate quantif-
cation of differentially expressed proteins and to protein iden-
tification in complex biclogical samples [8,13]. In this context,
we have conducted the frst direct and extensive comparison
of the TG, 5G, and basic liguid digestion (LD} protocols on a
reference samiple consisting of 48 standard human proteins
spiked in a complex veast cell lvsate background.

€ 2018 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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human proteins spiked in a complex yeast cell lysate back-
ground. This calibrated sample, with a seriesof six UPS1 con-
centration spikes, was allowed to tigorously compare these
three sample preparation methods for both qualitative pro-
tein identification and label-free quantification. The results
obtained for proiein identification and quantibcation with
TG sample preparation were better than those achieved with
in-sofution digestion, and equivalent or better than those ob-
tained with SG samples. This study allows us to propose TG
as a fast, effective, and repeatable sample preparation proce-
dure, in particular if a large number of samples have o be

analyzed.

We first evaloated the qualitative repeatability of the dif-
ferent sample preparation metheds in terms of the numbers
and overlaps of identified proteins. Then, we used the three
methods for further label-free XIC quantification and inves-
tipated whether known variant proteins could be detected in
complex protein mixtures prepared in these ways.

2 Materials and methods
2.1 Sample preparation

A yeast cell lysate was prepared inman 8 M urea /0.1 M ammo-
nium bicarbonate buffer (NH4HCOh). Having determined
the protein concentration (RC-DC™; Bio-Rad), the lysate was
adjusted to 1 pg/pl and used to resuspend a UPS1 standard
mixture {Sigma) and perform a serial dilution thereof. Each
resulting sample, with six different spiked amounts of UPS1
(fnal amounts of 0.5, 1, 2.5, 5, 10, and 25 fmol UPS1 for
800 ng of yeast lysate), was aliquoted to allow the preparation
of each sample in technical triplicate as follows: 3 x 20 pL
in a 2 mL Eppendorf tube for 1D, 3 « 20 pL ina 500 pL
Eppendorf tube for TG, and 60 pl in a 1.5 mL Eppendorf
tube for 5G.

2.2 Liguid digestion

Each aliquot was reduced with 12 mM DTT for 30 min at
37°C with agitation and alkylated with 40 mM iodoacetamide
for 1 h in the dark. The urea concentration was lowered to
1 M by dilution with fresh 0.1 M NH;HC0O; and the proteins
were cleaved by adding modified porcine trypsin (Promega)
at an enzyme:protein ratio of 1:80 wjw overnight at 37°C.
Enzymatic digestion was stopped by adding 10 wL of formic
acid (FA} and a C18 SPE (Sep-Pak® C18 50 mg; Waters, Mil-
ford, MA) was performed: two equilibrations with 500 pL
methanol, two with 500 pL ACHM, and three with 0.1% FA.

wwrw. proteomics-journal.com
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After sample loading, the phase was washed three Hmes
with 750 pl of 0.1% FA and the peptides were ehated with
200 pL of 60% ACN in 0.1% FA. The collected extract was
vacuum dried and resolubilized with 50 pL of H:O/ACN/FA
(98/2/0.1, vj¥[v).

2.3 Stacking gels

After denaturation at 100°C for 5 min in loading buffer {59
SDE, 5% p-mercaptoethancl, 1| mM EDTA, 10% glycerol
10 mM Tris pH 6.8); each aliquot was split in three paris and
the proteins were concentrated in one band with a 4% SDS-
PAGE gel (three different gels prepared 1 day in advance),
The gels were fixed with 50% ethanol/3% phosphoric acid
and stained with colloidal Silver Blue. Each band was excised
and cut in four pieces prior ko in-gd digestion. The gel pieces
were washed four times with 100 pL of 75% ACN and 25%
NH,HCO; at 25 mM and dehydrated with 100 L of ACH.
The cysteine residues were reduced by adding 10 mM DTT
for 30 min at 60°C and 30 min at room temperature, and
alkylated by adding 55 mM iodoacetamide for 20 min in the
dark. The bands were then washed three times by adding
50 plL of 25 mM NH,HCO, and 50 pL of ACN. After two
dehydrations with 50 pl of ACN, the proteins were cleaved
in an adequate volume to cover all the gel pieces with a
modified porcine trypsin (Promega) sclution at a 1:30 wiw
enzyme-protein ratio. Digestion was performed overnight at
37°C. Tryptic peptides were extracted twice under agitation,
first with 40 pl of &% ACN in 0.1% FA for 1 h and then
with 40 pL of 1002 ACN for 1 h. The collected extracts were
pooled, the excess ACN was vacuum dried, and the samples
were resolubilized with 50 pl of H:O/ACN/FA (98/2/0.1,
viv/v).

2.4 Tube-gels

In each aliqueot, 2% SDS, 32% water, 7.5% acrylamide/
bis-acrylamide, and 0.25% TEMED were added for a final
volume of 100 wl. The solutions were then vortexed and
centrifuged until afl bubbles had dizappeared. Ammonium
persulfate {0.25%) was added to initiate polymerization and
the tube was briefly vortexed and rapidly centrifuged to re-
move residual bubbles as these can interfere with the poly-
meTization process. After ixation with 50% ethanol/3% phos-
phoric acid, TGs were cut in 2 mm high sections and each
section in ~2 mm?® pieces. The gel pieces were washed, the
cysteine residues were reduced and alkylated, and the protein
digestion and extraction were conducted, as described above
for the 5Gs, ina 2-mL Eppendorf tube (with the exception that
all volumes used were four imes larger). After vacuum dry-
ing, samples were resolubilized with 50 pL of H:O/ACN/FA
(98/2/0.1, v)v[¥).

@ 2016 WILEY-WGH Veriag GmbH & Go. KGa#d, Weinheim

2055
25 MNano-LC-MS/MS analysis

The nano-LC-MS] MS analysis was performed on a nanoAc-
quity UPLC device (Waters) coupled to a Q-Exactive Plus
mass spectrometer {Thermo Scientihc, Bremen, Germarny).
Peptide separation was performed on an ACQUITY UPLC
BEH130 C18 column (350 mm x 75 pm with 1.7 pm diam.-
eter particles) and a Symmetry C18 precolumn (20 mm x
180 pm with 5 pm diameter particles; Waters). The solvent
system consisted of 0.1% FA in water (solvent A) and 0.1%
FA in ACN (solvent B). The samples (2 pl) were loaded into
the enrichment column over 3 min at 5 pl/min with 99% of
solvent A and 1% of solvent B. The peptides were eluted at
450 pl/min with the following gradient of solvent B: from 1
to 8% over 2 min, 8 to 35% over 77 min, and 35 o 90% over
1 min.

The 54 samples (18 samples per preparation protocal)
were injected in a random order. The MS capillary voliage
was set t0 1.8 kV at 250°C. The system was operated in a
data-dependent acquisition mode with automatic switching
between MS {mass range 300-1800 mz with B = 70000, au-
tomatic gain control fived at 3 = 10° jons, and a maximum
injection time set at 50 ms) and MS/MS (mass range 200-
2000 mfz with R = 17 500, automatic gain control fived at 1
x 10°, and the maximal injection time set to 100 ms) modes.
The ten mostabundant peptides (intensity threshold 2 « 10%)
were selected on each MS spectrum for further isolation and
higher energy collision dissociation fragmentation, exchuding
unassigned and monocharged ions. The dynamic exclusion
time was set to 60 5.

2.6 Data analysis

The raw data obtained for each sample preparation protocol
weTe processed separately using MaxQuant {version 1.5.3.30)
|14]. Peaks were assigned with the Andromeda search en-
gine with full trypsin specificity. The database used for the
searches was concatenated in house with the Saccharomyces
cerevisiae entries extracted from the UniProtKB-SwissProt
database (16 April 2015, 7806 entries) [15] and those of the
UPS1 proteins (48 entries). The minimum peptide length re-
quired was seven amino acids and a maxirmum of one missed
cleavage was allowed. The precursor mass tolerance was set
to 20 ppm for the first search and 4.5 ppm for the main
search. The fragment ion mass tolerance was set to 20 ppm.
Methipnine oxidation was always set as a variable modifica-
tion and peptides with modified methionines, as well as their
unmodified counterparts, were excluded from protein quan-
tfication. Cysteine carbamidemethylation was set as a fixed
modification for LD, as commonly applied. For TG and 5G.
carbamidomethylation was set as a variable modification o
account for the potential propionamide modifications of cys-
teine residues. Cysteine propionamidation was thus also set
as a variable modification for the TG and SG samples. For

www proteomics-journal.com



2956 L. Muller st al.

Proteomics 2016, 16, 29537961

-

UL,

= = o

&
i < fff -

\ Samples

Teelwical triphcate preparatian

PRNEASA

P sshition SPE chans-up
Cogestlom I:> &

Mool DS /805 Apaipwic
af Triplicotes

78 mn gradient
Tem 10 MASIME

".u[\.k \j\,-ﬁ

:MT- s Identificatian and Lobel Frae ¥ic

queantification

Trypsin digestion o Extractian /

Figure 1. Experimental workflow used to compare the TG, 5G, and LD sample preparation protocols in terms of their repestability and
ability to revasl known vanent proteins in subsequant experiments. The samples wera first prepared by spiking six known amounts of UPS1
|an eguimolar mixturs of 48 human proteins) in & yeast background. Thres technical replicates were prepared with each protocol, digested,
and extracted. Protein identification and label-free XIC guantification was performed with the software MaxCuant after nano-LC-MS/MS

analysis.

pratein quantifcation, the “match between runs” option was
enabled. The maximum false discovery Tate was 1% at pep-
tide and protein levels with the use of a decoy strategy. The
final protein lists were obtained after suppression of contami-
mants, teverse entries, and proteins only identihed with modi-
fied peptides. We used the “proteingroups.ixt” files with LEQ
intensities (normalized intensities) for proteins guantifica-
ton and “modificationspecihicpeptdes.at™ Ales. We con-
sidered only protein groups identified with at least ome
unique peptide. GO annotatons were extracted for iden-
tified proteins using an in-house developed software suite
(Mass Spectromeiry Data Analysis, https:/ /msda. unistra.frf)
[15]. Venn diagrams were drawn with eulertAPE (version
2.0.3) [16]). All data were deposited in the ProteomeXchange
repository and are accessible through the 1D PXD003841
[17}.

2.7 Statistical data analysis

The Perseus package (v. 1526 hitp://141.61.102.17/
maxquant_dolna} was used to perform statistical analysis on
the pairwise comparisons of different UPS1 spiking amounts
obtained for each sample protocol. We submitted the log;
transformed normalized intensities to Welch's t-tests. This
analysis was only applied to the data from proteins quanti-
fied in at least two of the three technical replicates for each
UPS1 spiking amount. Proteins were considered variants if
the Welch's t-test p-value was less than (.05 and if the dif-
ference calcufated by Perseus between the means of the log;
transformed nommalized intensities for the triplicates of each
UPS1 spiking amount was <—1 or =1 {commesponding to fold
changes of 1/2 and 2, respectively).

& 2018 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

3 Results and discussion

3.1 Design of a calibrated sample for analytical
workflow benchmarking

This study was designed to rigorously compare LD-, 8G-, and
TC-prepared =amples for qualitatve protein identheation
and label-free quantification. First, a series of six UPS1 cali-
brated spikes (0.5, 1, 2.5, 5, 10, and 25 fmol) in a yeast back-
ground was prepared to mimic a real complex sample with
controlled fold changes. This allowed the protein concentra-
tion to be varied from very low to high in a nonvariant com-
plex background proteome. The samples spiked with differ-
ent amounts of UPS1 were divided in order to perform three
technical replicates of the three preparation protocols, result-
ing in a total of 54 samples that were independently processed
thereafter. The TG- and SG-prepared samples were digested
and extracted according to the in-gel procedure, whereas the
LD samples were digested in-solution and cleaned up by SPE.
The 54 resulting protein digests were then randomly injected
onio the nano-LC-MS/MS system with a 79-min pradient
and top-10 MS/ME method. The proteins were identified and
quantified using label-free XIC (Fig. 1).

3.2 Comparison of the TG, SG, and LD protocols for
protein identification

The total numbers of yeast and UPS1 proteins identifed
by MS/MS at each spike point are shown in Fig. 2 for the
technical triplicates analyzed in a random order. On average
1323, 1788 and 1979 yeast proteins were identified in the
LD-, 5G-, and TG-prepared samples, respectively. More yeast
proteins were always identified in the 18 TG-prepared sam-
ples (18862057 proteins) than in those prepared using the

www. proteomics-joumal.com
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G (16991854 proteins) or LDy (970-1440 proteins) proto-
cols. A similar and repeatable number of yeast proteins were
identified in each sample prepared with the same protocol,
in agreement with the constant yeast proteome background
expected. Of note, the number of yeast proteins identifed
in the three 25 fmol 1D replicates was lower than for the
other spike points (Fig. 24} due to a technical issue resulting
in a 20% lower injected volume at a specific position in the
autosampler for the three independently processed technical
replicates. Nevertheless, this spike point was not excluded as
we applied LFQ normalization.

Figure 2B shows that for the three hipghest spiking
amounts, at least 43 of the 48 UPS1 protweins were ident-
fied in all the samples; however, all 48 proteins were only
identified at the highest protein concentration and with the
TG and SG protocols. The number of proteins identified then
decreased gradually with the amount of UPS1 spiked, down
to 12, 12, and 15 at 0.5 fmol in the LD-, G-, and TG-prepared
samples, respectively.

The higher number of proteins identihed on average in
the TG samples may be explained by the fewer preparation
steps Tequired for this method, which ensures an optimal

L 218 WILEY-VCH Vadag GmbH & Co. KGa#, Wainheim

Figure 2. Mumberof {A) yeast and (B} UPS1 pro-
teins identified by MS/MS in the thres tachni-
cal raplicates for aach UPS1 concentration pra-
i pared with the three preparation protocols, viz.
tube-gal, stadang gel, and liguid digastion.

incorporation of the sample in the gel and reduces the risk of
protein loss,

The Venn diagram in Supporting Information Fig. 1 repre-
sents the distribution of all yeast proteins identified in the 18
analyses for the three preparation protocols. It shows that 55%
of the yeast proteins identified in each type of sample are com-
mon to all three, with 2 common proportion of 76% between
the TG and 5G samples. The TG samples yielded the highest
proporton of proteins uniquely identified throughout all pro-
tocols {10%). For SG and LD, this proporton was 5 and 4%,
tespectively. Compared with the gel-based samples, Support-
ing Information Fig. 24 shows that those prepared by LD yield
a higher proportion of shorter proteins, while the TG proto-
col seems {0 favor longer proteins than does the SG method.
When considering additional intrinsic physicochemical prop-
erties of identified proteins (isoelectric points and hydropho-
bicity indexes), the only significant difference reveals that
gel-based protocols favor more hydrophobic proteins (Sup-
porting Information Fig. 2B and C). Actually, general con-
clusions are diffcult to draw from this experimental setup
as a common protein pellet was used for the three protocols
and no protocol-specific cell lysis procedures were applied.

www.proteomics-jousmal com
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Danlpdive 4

Tuibe-gel Stecking

Figure 3. Parcentages of differant types of peptide modifications
identified in the 18 analyses performed on tube-gel {leftl and
stacking gel samples irght). The proportions of mixad maodifi-
cafions (viz. carbamidomethyl + propionamide, coadation + pro-
pionamide, and carbamidomethyl + propionamide + oxidation)
sra lass than 1% in both cases

Indeed, while strong chemical lysis could have been used
prior to gel-based preparation, this is incompatible with LD
and would therefore have biased subseguent comparisons.

The cellular localization distributions resulting from each
sample preparation procedure were investigated by extracting
GO annotations for the identified yeast proteins. As expected,
these were mostly cytoplasmic and nuclear proteins. Similar
lpcalization distributions were obtained with the three pro-
tocols. Nevertheless, slightdy more plasma membrane and
endoplasmic retdculum proteins were identified in the TG
samples, while more secreted proteins were detected in those
prepared by LD (Supporting Information Fig. 3). These ten-
dencies are more pronounced if only the fracion of proteins
uniquely identified in each sample type is considered, ignor-
ing nuclear proteins, which are overrepresented in the frac-
tion of proteins identified only in the TG samples (Supporting
Information Fig. 4). Again, more substantial variations would
have been observed had the cell lysis protocols been adapred
separately for each sample prepamation protocol,

Supporting Information Fig. 5 shows the Venn diagram of
sets of peptides identified in the 18 analyses performed for
the three sample preparation protocols. The overlap between
the sets (21%) is much lower than for the protein-level anal-
ysis. A signthcantly lower number of peptides (12 528) were
identified in the LD samples than in the in-gel preparations
{~20000), for which 50% of the identibed sequences were
common to the two.

Figure 3 shows the propordons of different peptide mod-
ifications identifed in the TG and 5G samples. Note that
since pel preparations can induce propionamide modifica-
tions due to the reaction of acrylamide monoemers on cysteine
residues [18], carbamidomethylation and propionamidation
of cysteine residues were both defined as variable modifica-
tions during database searches for the TG and 5GC resulis. A
tofal of 306 peptides (123 of all cysteine-containing peptides)

2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinhaim
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were identified as partially propionamidated in the TG sam-
ples versus 119 (5% of all cysteine-containing peptides) in the
S ones. Polymerization in the TG protocel takes place di-
recily in the presence of the sample, leading o direct contact
between proteins and free acrylamide, and this may explain
the higher number of propionamide modifications detected.
Proteins are less exposed to acrylamide with the SC proto-
col as fewer monomers are present after polymerization [18]
(particularly if the gel is prepared 1 day before the migration)
and because the electrophoresis buffer contains glycine that
can react with free acrylamide [19). An alternative method
would invelve reducing the proteins before acrylamide bis-
acrylamide polymerization to induce systematic propionami-
dation [20]. As cysteine carhamidomethylation was set as a
fixed modification and used for quantification in the analy-
sis of the LD samples, the cysteine-containing peprides were
retained in the guantification for the TG and 5G samples by
summing both variable modificadons.

More cxidized methionines were detected in the TG than
in the SG samples (958 vs. 531), probably because of direct
contact (during TG preparation) between the proteins and
ammonium persulfate, a strong oxidizing agent. Since me-
thionine oxidation was set as a variable modification for all
three protocols, all the methionine-containing peptides iden-
tified as oxidized, as well as their unmodified counterparts,
were excluded from the subsequent quantification.

3.3 Companson of the TG, SG, and LD protocols for
protein quantification

The second cbjective of this study was to compare the three
protocols in terms of quantification accuracy, repeatability,
and detection of known UPS1 proteins as variangs. For this
purpose, we first set up three pairwise comparisons between
different UPS 1 concentrations, The overall quantification lin-
earity was derived from the coefficients of determination
(BY) between the spiked amount and the peptides signal
intensities (only peptdes quantified in at least two replicates
in at least three spiking amounts were considered). Then,
for each pairwise comparison, we compared the expected
fold changes with the experimentally measured fold changes
for UPS1 proteins, Repeatability was assessed via the CV of
the UFPS1 proteins normalized intensitdes between technical
replicates, and between all 18 analyses for the yeast proteins.
Finally, the ability of the workflow to detect known vari-
ant proteins was investigated by constructing volcano plots
(—logglp-value) vs. difference) and via sensitivity and false
discovery proporton (FDP) criteria.

The three comparisons set up to mimic investigations of
real complex biological samples with different protein con-
tents were 35 follows: (A} 25 fmol versus 2.5 fmol UPS1,
mimicking a large magnitude fold change between variant
proteins with the low point being close to the quantifcation
limit for most proteins; (B) 25 fimol versus 5 fmol UPS1, mim-
icking an intermediate fold change; and (C) 10 fmel versus

www.proteomics-joumal.com
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Figure 4. (&) Madian CV calculated for different spiked amounts
of LIPS1 from the normalized intensities of UPS1 proteins be-
twaan measuremants performed on thres technical replicates for
each of the three preparation protocels. In sach case, the num-
bar of UPS1 proteins taken into account for the caloculation of the
median CV is shown above the corresponding bar. (B) From the
same datasat: the total numbear of UPS1 proteins identifiad with
two or more unique peptides and a normalized intensities CV <
20% betwean the technical replicates is representad.

5 fmol, mimicking a small fold change. We did not consider
the data obtained with UPS1 spiked at less than 2.5 fmol be-
cause the number of proteins identified was too low to make
the comparison meaningful.

In terms of quantification linearity, the correlation between
the intensity and the six spiked amounts of UPS1 was deter-
mined for all peptides quantified in at least two replicates with
a minimum of three spiking amounts. The highest correla-
Hon was obtained for the TG samples, with the data for 7926
of the peptides having R* = 0.9. In comparison, the same
assessment of the data measured for the 5G and LD sam-
ples yielded values of 69 and 64%, respectively |Supporting
Information Fig. 6).

Then. measured fold changes were compared to theoret-
cal fold changes at the protein level for the three comparisons
{A-C). Fold changes were calculated as the ratio of the average
normalized intensities measured in both conditions. Parns A
C of Supporting Information Fig. 7 show the distribution of
fold changes obtained for s=amples prepared using the three
protecols during comparisons A-C, respectively. The me-
dian fold changes for all UPS1 proteins ientified with each
protocol are presented in Supporting Information Fig. 7D.
The UPS1 proteins that could not be quantified in the data
for the 2.5 and 5 fimol spiking experiments were withdrawn

@ 2016 WILEY-VCH Verag GmbH & Go. KGaA, Weinhaim
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for the fold change representations and calculations of the
median fold changes. For comparison A, the fold changes
best centered on the theoretical value (expected fold changeof
10) were those derived from the TG data, while the difference
between the theoretical and observed median fold changes
was the highest for the SG data (13.9, compared with 11.2
and 104 for the LD and TG analysis, respectively). All three
preparaton protocols yielded fold changes well distribused
around the expected value for comparisons B {expected fold
change of 5) and C (expected fold change of 2), with a particu-
larly small scatter for comparison C. These results highlight
the strength of aur global workflow even for low fold changes,
provided that the data to compare are not oo noisy and that
the MS signals are not run close o their quantification limit.

The repeatability of each preparation protocol was evalu-
ated by caloulating the median CV of the normalized intensi-
ties measured between the 18 analyses for the yeast proteins
{only considering those for which atleast one normalized in-
tensity was obtained for each spiking amount triplicate) and
besween technical replicate for the UPS1 proteins (only con-
sidering those for which at least one normalized intensites
was obuained for each spiking amount). The median CV cal-
culated for the yeast proteins were 7, 9, and 102, for the TG,
SG, and LD samples, based on the normalized intensities for
1780, 1612, and 1098 proteins, respectively. Mo significant
difference was observed in the distributions of these CV be-
tween the three protocols (Supporting Information Fig. 8A).
The median CV for the UPS1 progeins are plotted in Fig. 4A
for each protein concentration, along with the corresponding
number of proteins considered in the caloulation. The me-
dian CV are less than 10% for the 25, 10, and 5 fmol UPS1
spiking experiments, with the lowest values obtained with
TG-prepared samples. For the measurements performed at
2.5and 1 fmol UPS1, the medians for all three datasets range
from 10 to 20%. After spiking with 0.5 fmol UPS1, the nor-
malized intensities varied much less in the TG data; in this
case, the median CV were 22, 53, and 48% for the TG, SG,
and LD samples, respectively. No sipnificant difference was
observed in the distributions of these CV between the three
protocols, except for the distribution observed at 1 fmol with
SG that was more dispersed than those obtained with TG and
LD {Supporting Information Fig. 8B).

Figure 4B presents an addidonal analysis of these data: the
total number of UPS1 proteins identibed with two or more
unique peptides and low normalized intensities CV {<20%)
between the technical replicates are represented. With these
criteria, more UPS1 proteins were identified in the TG than
in the 5G or LD data obtained after spiking from 25 to 5 fmol.
At 2.5 fmol UPS1, however, slighily more proteins were iden-
tified in the LD data. Note finally that at the lowest protein
concentration (05 fmol UPS1), the TG samples were the
only ones to allow the repeatable identification of more than
10 UPS1 proteins with these stringent criteria, in line with
upper presented results,

Parts A B, and C of Fig. 5 show the voleano plots obtained
for the pairwise comparisons conducted on the TG, SG, and

whww. proteomics-journal.com
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conditionz. Proteins not guantifisd in at laast two of the threa tachnical replicates for the two comparad conditions were not considered.
Protsins were considerad variant if the associated p-value was < 0.05 and the difference was =—1 or =1. (D} The sensitivity and falsa
discovery proportion |FOP| calculatad for the three comparisons and three types of samples. Tha true positive (TP} and false positive (FP)
ware the UP51 and yeast proteins identified as variant. The sensitivity was then calculated as the proportion of UPS1 proteins identifiad

as variant | TPf48), and the FOP as FPATP + FP).

LD datasets, respectively, The UPS1 proteins are mostly well
distingnished from the yeast background with all three work-
Aows, although there iz more overlap in the LD data (Fig. 5C).
In line with the criteria usually applied in glebal discovery
proteomics, proteins for which the fold change was signif-
icant (difference calculated by Perseus <—1 or =1, equiva-
lent to a fold change of 1/2 or 2} and the differential expres-
sion was significant (p-value < 0.05) were considerad variant.
UPS1 proteins identified as variant were considered true pos-
itives (TPs), and the same criteria were applied for the yeast
background proteins to determine the false positives (FPs).
The sensitivity was then quantfied as the proportdon of UPS1
profeins identified as variant (TP/48), and the FDP as FP/
(TP + FP) [21]. These values are shown Fig. 5D as caloulated
for the three types of samples and three comparison exper-
iments. In comparisons A and B, the UPS1 proteins were
better discriminated from the yeast background in the TG
and 5G data than in the LD data, with the TG samples yield-
ing the highest sensitivities with an equivalent or lower FDP
than that calculated for the SG experiments. The FDPs calcu-
lated for the LD data are markedly higher. As expecied given

i 2016 WILEY-VCH Varlag GmbH & Co. KGafs, Wainhsim

the stringent fold change criterion applied, the sensitivites
obtained for comparison C were markedly lower (~50%), as
proteins with an experimental fold change slightly less than 2
were excluded. As shown in Supporting Information Fig. 7C
the experimental fold changes were well distributed around
the expeceed value for this comparison. No falze positives
were identified with any of the three protocols for compari-
son C. As for comparisons A and B, the sensitivides obtained
with the TG and 5G samples were better than those calcalated
for the 1D data.

4 Concluding remarks

The results obtained in this study highlight the value of TG
preparaton for the identihcation and label-free XIC quan-
tification of proteins present at low abundance in complex
biclogical samples. The results obiained with TG samples
were better than those achieved with LD samples (often con-
sidered as the gold standard). and equivalent or better than
those obtained with SG samples. No attempt was made to

www. proteomics-journal.com
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compare TG with the filter-aided sample preparation proto-
col, as Fischer and Kessler [20] have already shown that the
two procedures are equivalent in terms of the number of pro-
teins identifsed, while filter-aided sample preparation is more
prone to samiple loss.

By using a series of spiking experiments with known
amounts of UPS1 proteins, this study demonstrates that
the TG procedure is at least as effective and repeatable as
the SG approach, and more effective than LD for label-free
imtensity-based protein quantihcation. There was no
propensity among the proteins identified in the TG samples
toward any specific subcellular localization. The TG proto-
col allowed differentially expressed proteins to be identifed
within complex biological samples, with less dizspersed fold
changes than with 5G or LD samples. The time gain offered
by the TG approach makes it very attractive, particularly if
large sample series have to be analyzed.

The mass spectrometry profeomics data have been deposited
in the ProteomeXchange Consortium database with the idemii-
fier PXDO0O3E4] [17]. This work wes supported fimancially by the
“Agence Natéonale de lo Recherche” (ANR) and the French Pro-
teomic Infrastricture (ProFI; ANR-10-INBS-08-03 ). IM was
spported by a doctoral fellowship from the French Ministry of
Beszarch. We thank Dr. T. Rabiloud jor his advices and valuable
feedback on the manuscript.

The authors have declared no conflice of interest.
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Chapitre Il — Développement et optimisation de méthodes de préparation d’échantillons pour la
protéomique quantitative sans marquage

2- Poursuite des optimisations du protocole « Tube-Gel » pour la protéomique

guantitative sans marquage

Le premier travail du protéomiste consiste souvent a choisir un tampon de lyse et de solubilisation des
protéines, de maniére a ce que I'échantillon puisse répondre au mieux a la question biologique posée.
En effet, nous avons pu voir au Chapitre II-1 que les protéines membranaires requéraient |’utilisation
de détergents comme le SDS. Cependant, comme évoqué au Chapitre I-1-2, le choix de la préparation
d’échantillons va dépendre du tampon d’extraction utilisé. Le TG s’est avéré étre une bonne alternative
au SG lorsque les protéines sont solubilisées dans un tampon a base de SDS'. Il a par ailleurs été
employé lors de I'utilisation de tampons a base d’un mélange SDS-urée?*® 146 oy encore de CHAPS et
de Triton X-100'*. Afin de simplifier I'étape consistant & choisir un couple tampon d’extraction-
préparation d’échantillons, la polyvalence du TG vis-a-vis de plusieurs tampons de solubilisation a été
évaluée. Le but des optimisations réalisées ici est de permettre au protéomiste de se focaliser
uniquement sur le choix du tampon d’extraction selon le type de protéines a extraire ou les
modifications induites, et de se diriger vers un TG, rapide a implémenter quel que soit le nombre de

conditions a comparer, du fait de sa polyvalence.

Sachant qu’une polymérisation de I'acrylamide par une méthode chimique, c’est-a-dire par I'utilisation

de TEMED comme catalyseur et de persulfate d’ammonium (APS) comme initiateur :

- N’est pas compatible avec la présence de détergents cationiques du fait de la précipitation de

H 147

I’APS dans ces conditions de faible pH'%’, menant & I'inhibition de la polymérisation*,

- Est trés oxydante de par la présence d’APS,

L'utilisation d’'une photopolymérisation nécessitant |'utilisation de colorants (comme le bleu de
méthylene, I’éosine ou la riboflavine (FMN)), d’un couple oxydo-réducteur et I’activation par la lumiére
a été envisagée!®. Ce type de photopolymérisation présente plusieurs avantages par rapport a la

polymérisation chimique, comme :

- Une tolérance plus large aux conditions expérimentales, c’est-a-dire qu’elle n’est pas inhibée
a pH acides ou en présence de thiols. Dans le cas de I'utilisation du bleu de méthyléne comme

colorant, la gamme de pH permettant la polymérisation s’étend de 3 & 10,

- Larapidité de polymérisation, ainsi qu’un meilleur complétement du fait d’un meilleur taux de

conversion de monomeéres d’acrylamide en polyméres®™® 152 |limitant ainsi les modifications
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153

des protéines par I'acrylamide™?, comme c’est le cas pour la modification propionamide des

cystéines.

- L'absence de pouvoir oxydant!4® 152 154 permettant de générer moins d’oxydations des

méthionines.

Ainsi, dans un premier temps, 32 combinaisons de tampon d’extraction — technique de polymérisation
de I'acrylamide ont été effectuées en TG de 50 et 100 pl. Le TG, lors de son évaluation réalisée au
Chapitre II-1I-1, a été polymérisé dans des tubes Eppendorfs avec un volume final de 100 pl. Dans
I’'optique de faciliter la manipulation des TG, ceux-ci ont été ici polymérisés sur plaque 96 puits. Ainsi,
en plus du volume « originel » de 100 pl, un volume plus adéquat a la manipulation sur plaque 96 puits
de 50 pl a également été testé. Dans un second temps, les 10 meilleures combinaisons ont fait I'objet
d’une évaluation pour la protéomique quantitative sans marquage a l'aide d’'une approche par
comptage de spectres MS/MS. La Figure 1l-1 résume les deux étapes permettant I'optimisation du

protocole TG afin de le rendre polyvalent.

Ces travaux ont été menés en collaboration avec le Dr Thierry RABILLOUD, directeur de recherche au

sein de I'Institut de Biosciences et Biotechnologies de Grenoble (CEA).
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1%¢ ETAPE: Evaluation du pouvoir de solubilisation

Analyse
’ NanoLC-MS/MS o
( m Identification
\ e e Peptides/Protéines
dextraction
Cellules MASCOT E
de souris 32 combinaisons de protocoles Lttp/faow: eriocience con ey —

Tube-Gel testés http://proline. profiproteomics fr

(en deux volumes finaux de 50 et 100 ul)

Sélection des 10
meilleures combinaisons

ST
(505-Tris) SG
(50s-
Glycine)
uUs
(Urée-
- - Spermine-
Identification cHAPS)

Quantification Analyse nanoLC-MS/MS

(par comptage de spectres MS/MS) desa réplicats

par combinaison

) 4 réplicats/combinaison
2"de ETAPE: Evaluation des 10 meilleures combinaisons

Figure lI-1 - Résumé des étapes analytiques pour |'optimisation du protocole « Tube-Gel »

a. Exploration du pouvoir de solubilisation de 64 protocoles

Trente-deux combinaisons de tampons d’extraction-méthode de polymérisation de I'acrylamide ont
été testées en volume de TG final de 50 et 100 pl, soit 64 conditions au total sur un lysat total de
cellules de souris (J774, ECACC, Salisbury.) Malgré lincompatibilité théorique de certaines
combinaisons (comme détergent cationique CTAC (chlorure de cétrimonium) et polymérisation
chimique), 'ensemble des conditions ont réellement été testées. Une polymérisation des TG n’a pas
toujours été obtenue avec un volume de 50 pl, en raison d’une grande surface de contact avec

I’'oxygene inhibant la polymérisation, conséquente de |'utilisation de plaques 96 puits.
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Le nombre de protéines identifiées pour chacune des conditions est résumé dans le Tableau II-1. Nous

distinguons trois catégories :

- Les tampons a base de SDS qui donnent les résultats d’identification les plus faibles. Cela peut

s’expliquer par une manipulation difficile de ce type de tampons de par la présence de SDS.

- Les tampons a base de CTAC, mais aussi a base d’'urée-spermine et guanidine-spermine qui

permettent d’obtenir les meilleurs résultats d’identification.

- L’extraction en conditions natives, qui malgré une faible dénaturation des protéines donne

lieu a des résultats d’identification intermédiaires aux deux premiéres catégories.
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3
Tampon de CTAC-Citrate- i .
Méthode de solubilisation CTAC-Phosphate CTAC-Phc:sphate- Chlorure de SDS-Tris SDS-Citrate Natif Uree.- Guanld!ne-
L. Uree . Spermine Spermine
polymérisation guanidine
Photopolymérisation | SO K 1487 1647 785 1163 1164 1541 1404
Bleu de méthyléne 100 pl 1609 1881 997 1038 1353 1712 1422
Photopolymérisation 50 pl 1629 1766 950 1108 1215 1598 1362
Eosine 100 pl 1882 1900 1697 852 1081 1263 1641 1510
Photopolymérisation 50 pl 690 1011 996 1219 1521
FMN 100 pl 877 1008 1238 1679 1561
Polymérisation Chimique| 90 H 912 1068 1235 1831
TEMED/APS eI 100 pl 897 883 1446 1798

Tableau II-1 - Nombre de protéines identifiées avec au moins un peptide unique pour chaque combinaison testée.
Les cellules quadrillées représentent les conditions pour lesquelles la polymérisation du TG n’a pas fonctionné
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Les résultats en termes de nombre de peptides identifiés suivent les mémes tendances. Concernant

les modifications induites par les différents protocoles, tres peu de différences sont observées :

Entre 15 et 20 % d’oxydations des méthionines sont observées sur I'ensemble des peptides
dans I'ensemble des protocoles. L’absence de conditions oxydantes inhérente a I'utilisation de
la photopolymérisation semble ne pas permettre la diminution d’induction de cette
modification. Notons cependant que cette modification peut ne pas uniquement provenir de
la technique de polymérisation de I'acrylamide, mais d’autres processus comme le temps de

contact de I’échantillon avec I'air ambiant par exemple.

Aux alentours de 1 % de modifications propionamides des cystéines sur I'ensemble des
peptides pour tous les protocoles, sauf ceux impliquant I'utilisation d’urée-spermine et
guanidine-spermine en combinaison avec une photopolymérisation pour lesquels la
proportion de propionamides varie entre 5 et 10 %. Le taux de cette modification devrait étre
limité du fait de l'utilisation de CTAC, qui inactive les cystéines de par le pH acide, mais aussi
par l'utilisation de photopolymérisation, qui présente un meilleur taux de conversion de
monomeres d’acrylamide et une plus grande rapidité que la polymérisation chimique. Or, les
taux de propionamides induites étant déja tres faibles, ces optimisations n’ont pas apporté

d’amélioration.

Entre 5 et 10 % de carbamidométhylations des cystéines sur la totalité des peptides pour les
protocoles présentant environ 1 % de propionamides. En effet les combinaisons générant
davantage de propionamides engendrent en compensation moins de carbamidométhylations,
la modification des cystéines par les monoméres d’acrylamide intervenant avant leur
alkylation au cours du protocole. Enfin, les combinaisons employant le tampon SDS-Tris ne
présentent que 2 % de cystéines carbamidométhylées, reflétant que I'utilisation de ce tampon
permet I'identification de deux fois moins de peptides a cystéines, probablement du fait de la

difficulté de manipulation.

D’autre part, les annotations GO ont été extraites afin d’obtenir la distribution dans les différents

compartiments cellulaires des protéines extraites pour chaque protocole. Aucune différence

significative n’a été observée entre les protocoles, avec comme ordres de grandeur : 20 % de protéines

annotées « plasma membrane », 40 % de protéines nucléaires et 55 % de protéines cytoplasmiques.
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Pour finir, la polymérisation chimique en présence de CTAC n’a pas abouti, comme attendu par la
théorie. Par ailleurs, le tampon guanidine-spermine semble ne pas étre compatible avec une

polymérisation chimique.

b. Evaluation des combinaisons les plus pertinentes

A partir des résultats de cette premiere étape d’évaluation du pouvoir de solubilisation, certaines
combinaisons ont été retenues et parfois modifiées de maniére a évaluer leur répétabilité par rapport
au protocole de référence. Ainsi, les combinaisons employant des tampons a base de CTAC ont été
conservées du fait des bons résultats d’identification, mais le phosphate a été remplacé par de la
glycine, et la condition CTAC-Citrate/Chlorure de guanidine qui n’a pas toujours permis d’obtenir la
polymérisation du TG a été Otée. Les protocoles a base de tampon SDS ont malgré les difficultés de
manipulation été retenus car ils font office de référence. Le citrate a cependant été remplacé par de
la glycine. Le protocole natif générant des résultats plutot satisfaisants malgré le faible pouvoir
dénaturant du tampon a lui aussi était maintenu. Pour finir, le protocole a base d’urée et de spermine
a été modifié par I'ajout de CHAPS. L’ensemble des protocoles testés sont résumés dans le Tableau 1

du papier prochainement soumis pour publication.

L'ensemble des combinaisons entre ces tampons d’extraction et une polymérisation chimique ainsi
gu’une photopolymérisation a I'aide de bleu de méthylene comme colorant ont été préparées en
quatre réplicats de TG de volume final de 100 pl, dans des tubes Eppendorfs, afin de limiter les
problémes liés aux plaques 96 puits. Ces réplicats ont permis d’évaluer la répétabilité des différents

protocoles par une méthode de quantification sans marquage par comptage de spectres MS/MS.

Les résultats, disponibles dans le papier qui sera prochainement soumis pour publication dans

Scientific Reports, ont démontré que :

- L’'ensemble des conditions testées sont équivalentes en termes de nombres de protéines

identifiées,

- La photopolymérisation n’affecte pas les résultats, aussi bien qualitatifs que quantitatifs, si ce

n’est dans certains cas au niveau des modifications induites,

- Les protocoles sont globalement répétables avec des CV calculés a partir des valeurs de

quantification sur les quatre réplicats de I'ordre de 20 %.
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»

Finalement, I'ensemble de ces résultats a démontré la polyvalence du TG, et le choix d’un protocole
pourra étre dirigé en fonction des modifications souhaitées ou non, de la facilité de manipulation ou
encore si I'étude porte sur les protéines cytosoliques davantage représentées dans les protocoles

natifs.

En plus de ces optimisations, la possibilité de réduire au maximum le volume du TG sera
prochainement étudiée, notamment dans le but de permettre I'analyse de quantités de protéines de
plus en plus réduites. En effet les quantités requises pour des analyses protéomiques représentent
souvent une difficulté pour les biologistes, en particulier dans le contexte d’échantillons préparés par
microdissection laser. Ainsi, des TG polymérisés au sein de tubes en verre tres fins offriraient de
grandes surfaces de contact favorables pour les digestions enzymatiques, d’autant que ces
optimisations permettraient de s’affranchir de I'étape de découpe des TG qui peut s’avérer

chronophage lorsqu’un grand nombre d’échantillons est a analyser.
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[lI-Optimisation d’'une méthode d’extraction des protéines et de

préparation d’échantillons pour I’étude de biopsies ganglionnaires

Les lymphomes B diffus a grandes cellules (LBDGC) représentent I'une des nombreuses entités des
lymphomes non-Hodgkiniens. lls proviennent de la prolifération de lymphocytes B anormaux qui
donnent naissance par leur accumulation a des tumeurs, qui se développent généralement dans les
ganglions et les tissus lymphatiques. Bien que les cellules B périphériques malignes peuvent étre
facilement obtenues en quantité suffisante dans les fluides biologiques comme le plasma, et que les
fluides sont souvent préférés pour I'étude de ces maladies car facilement accessibles par des moyens
peu invasifs, il est possible que leur protéome ne refléte pas toujours leur point d’origine'®>>*’, De ce
fait, les tissus lymphatiques, et notamment les ganglions lymphatiques, semblent étre des matériaux
de départ optimaux pour I'étude des lymphomes, d’autant que des prélevements sont

156, 158, 159 Cependant,

systématiquement effectués a I'hopital pour le diagnostic de la maladie
I'utilisation de ganglions lymphatiques pour les analyses de protéomique souffre de quelques

désavantages, comme®*® :

Le nombre d’échantillons disponibles, puisque méme si un prélévement est réalisé de maniere

systématique, ces tissus ne sont pas toujours congelés.

- La présence de sang ou de plasma dans les prélevements pouvant interférer avec |'analyse

protéomique.

- La représentativité de la maladie au sein de la biopsie analysée. Notons cependant que ce

probleme peut survenir au méme titre lors de I'établissement du diagnostic a I’hopital.

Dans ce contexte, une optimisation de I'extraction de protéines a partir de ganglions lymphatiques
pour I'analyse protéomique globale par spectrométrie de masse a été effectuée dans le cadre de
I’étude de la recherche de biomarqueurs de résistance au traitement des LBDGC. Cette étude a été

réalisée en bindme avec le Dr Luc FORNECKER.
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de biopsies ganglionnaires

1- Optimisation d’extraction de protéines a partir de tissus frais

a. Optimisation de I'extraction de protéines a |'aide d’un potter

Au laboratoire, des études ont été menées sur différents tissus, notamment sur de la peau humaine.

N

L'extraction des protéines était alors effectuée a l'aide d’un tampon Laemmli et d’un stimuli

mécanique exercé a I'aide d’un potter en verre®®,

Ainsi, a partir de trois préléevements effectués sur un méme ganglion lymphatique congelé, trois
protocoles ont été évalués, impliquant : une extraction au potter simple, une extraction au potter
suivie d’'une étape de sonication, ainsi qu’une extraction au potter accompagnée d’une étape de

précipitation a I'acétone. L'ensemble des protocoles testés est résumé par la Figure IlI-1.
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Figure IlI-1 - Résumé des trois protocoles d'extraction des protéines réalisée au potter a partir de ganglions lymphatiques testés
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protocoles effectués
en 3 réplicats
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Les trois protocoles ont été évalués a |'aide de données issues d’un dosage DC, commercialisé par Bio-
Rad, basé sur la méthode de Lowry!®l. Cette méthode permet de réduire les acides aminés
aromatiques de maniére a former un complexe bleu qui absorbe a une longueur d’onde de 750nm.
Sachant que la fréquence des acides aminés aromatiques peut varier d’un échantillon a I'autre, et que
I’échantillon de référence permettant d’établir la droite d’étalonnage est une protéine seule qui n’est
pas représentative des échantillons complexes (I'albumine de sérum bovin, BSA), les résultats de ce
type de dosage ne permettent d’obtenir qu’une estimation globale de la quantité de protéines

présentes dans I’échantillon. Les résultats sont donnés par la Figure Il1-2.

8 165
potter
. E Echantillon 3
potter + sonication
i Echantillon 2
B Echantillon 1
potter + précipitation
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

protéines extraites (ug/mg de biopsie)

Figure IlI-2 - Quantité de protéines extraites par trois protocoles différents a partir de trois échantillons de ganglions
lymphatiques (Dosage DC, Bio-Rad)

Le protocole qui semble fournir les résultats les plus répétables est la méthode d’extraction au potter
suivie d’une étape de sonication, sous réserve que les résultats d’un dosage DC dans des mémes
conditions de manipulation soient répétables. Les méthodes d’extractions classique au potter et au
potter suivie d’une étape de précipitation a 'acétone donnent des écarts de concentrations pouvant
différer d’un-tiers d’'un échantillon a I'autre, alors que la méthode d’extraction au potter accompagnée
d’une étape de sonication différe de plus ou moins 4 %. C'est pourquoi la méthode d’extraction au

potter avec sonication sera préférentiellement utilisée pour la suite des optimisations.
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b. Optimisation de la préparation d’échantillons

La méthode d’extraction des protéines a partir de tissus ganglionnaires impliquant I’utilisation de SDS,
la préparation d’échantillons devra permettre de rendre I’échantillon compatible avec une analyse LC-
MS/MS. De ce fait, un TG ainsi qu’un SG découpé en deux bandes ont été testés sur des extraits
protéiques de trois ganglions différents. Ils ont fait I'objet d’une analyse nanoLC-MS/MS sur le Q-
Exactive + de THERMO FISHER SCIENTIFIC (Figure 111-3). A partir des résultats d’identification, chaque

méthode a pu étre comparée.
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Chapitre Il — Développement et optimisation de méthodes de préparation d’échantillons pour la
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Les résultats d’identification sont donnés par la Figure IlI-4. Ceux-ci permettent de rendre compte que
le SG découpé en deux bandes permet d’identifier davantage de protéines, notamment pour
I’échantillon 1, cependant nous comparons ici un échantillon résultant de deux analyses (SG) a une
préparation TG s’effectuant en une seule analyse. Etant donné que I’'étude de la recherche de
biomarqueurs de résistance au traitement des LBDGC impliquera une quantification sans marquage,
une seule analyse par échantillon est préférée afin de diminuer le temps d’analyse pour un échantillon.
C’est pour cette raison qu’une seconde comparaison, impliquant cette fois-ci un SG découpé en une
seule bande (la bande d’intérét) et un TG a été effectuée pour deux échantillons biologiques
seulement, du fait d’'un manque d’échantillons disponibles pour les optimisations. Les analyses ont a
cette occasion été réalisées sur un couplage nanoLC-MS/MS avec le spectromeétre de masse Impact-

HD de BRUKER. Les résultats de cette nouvelle comparaison sont donnés par I'histogramme de la

Figure IlI-5.
: 2470
Stacking
2582
. B Echantillon 3
£ Echantillon 2
& Echantillon 1
"Tube-gel"
2409
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Nombre de protéines identifiées

Figure IlI-4 - Résultats d'identification des protéines du protocole SG découpé en 2 bandes et du protocole TG pour trois
extraits protéiques issus de tissus ganglionnaires
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Figure IlI-5 - Résultats d'identification des protéines du protocole SG découpé en 1 bande et du protocole TG pour deux
extraits protéiques issus de tissus ganglionnaires

Ces résultats montrent que le SG et le TG donnent des résultats similaires pour les deux échantillons
de protéines extraites de tissus ganglionnaires. Concernant les modifications, tout comme dans I'étude
du TG (Chapitre II-1I-1), davantage de modifications propionamides des cystéines et oxydations des

méthionines sont observées pour le TG par rapport au SG.

c. Conclusion

Les résultats de ces optimisations proposent d’extraire les protéines depuis les tissus ganglionnaires a
I'aide d’un tampon de lyse a base de SDS et d’un stimuli mécanique généré par un potter, suivis d’'une
sonication de I’échantillon. Par ailleurs, le TG et le SG donnent des résultats similaires, mais pour des
raisons de rapidité de préparation d’échantillons permettant de limiter la manipulation de I’échantillon
ainsi que du temps de préparation réduit permettant d’augmenter le nombre de conditions, le TG sera
préféré pour I’étude de la recherche de biomarqueurs de résistance des LBDGC. Bien que les peptides
oxydés soient généralement exclus pour la quantification sans marquage de type XIC, et que le taux
d’oxydations des méthionines est plus élevé dans le cas du TG, cela ne fausse pas les résultats comme
le montre I'étude du Chapitre II-1I-1. En ce qui concerne le nombre plus important de propionamides,
ceci ne pose pas de probleme particulier si ces modifications sont incluses pour la quantification, en
n’oubliant pas de les combiner avec la modification carbamidométhylation des cystéines pour prendre
en compte le fait qu'un méme peptide dans deux conditions peut ne pas résulter en la méme

proportion de propionamides ou de carbamidométhylations induites sur les cystéines.
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2- Evaluation de 'extraction a partir de tissus frais par rapport a des tissus inclus en

paraffine

La disponibilité des échantillons frais congelés est souvent limitée du fait d’un co(t de stockage élevé,
rendant la collecte pour les analyses protéomiques compliquéel® 183, Cette faible disponibilité est
également liée au fait que depuis le XIXeme siécle, les tissus ne sont pas systématiquement congelés
mais systématiquement fixés au formaldéhyde et inclus en paraffine de maniere a les préserver et
permettre leur stockage a température ambiante pendant de longues années'®*1%. Ces échantillons
FFPE (pour « Formalin-Fixed and Paraffin-Embedded ») forment de ce fait une librairie de tissus,
provenant de nombreuses pathologies, qui représente une manne pour la collecte rapide de larges
cohortes d’échantillons, notamment pour des étapes de validation de biomarqueurs. Par ailleurs, si
ces tissus FFPE concus pour les études d’histopathologies permettaient également I'étude des
protéines, ils constitueraient un échantillon idéal pour les études translationnelles®. La difficulté
principale associée a I'utilisation d’échantillons FFPE pour I'analyse protéomique réside dans
I’extraction des protéines. En effet, la fixation au formaldéhyde permet de former des ponts
méthylénes stables entre les protéines, et l'inversion de cette réaction théoriquement irréversible
accordant la possibilité d’extraire les protéines et de les identifier est un réel défil62 164166 ne

premiére tentative a été réalisée en 1998%. Depuis, le nombre d’études de protéomique menées sur

des tissus FFPE n’a cessé de croitre comme l'illustre la Figure IlI-6.
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Figure III-6 - Evolution des publications de protéomique menées sur des tissus FFPE de 2005 a 2016
Données PubMed du 9 Aolt 2017 avec les mots clés « proteomics, FFPE »
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Les étapes communes a ces papiers pour I'extraction des protéines a partir de tissus FFPE sont®% 166 ;

- Le déparaffinage, qui consiste a solubiliser la paraffine a I'aide de solvants apolaires, puis a

réhydrater le tissu avec différentes concentrations d’alcools.

- Linversion de la réaction de pontage au formaldéhyde qui s’effectue par des temps de
chauffe de I'échantillon contenu dans un tampon de lyse. Il s’agit généralement d’un chauffage
entre 90 et 100°C pendant 20 a 30 minutes, suivi de 60 a 80°C pendant 2 a 3 heures. La
composition du tampon de lyse est supposée avoir moins d’influence sur cette étape que la

température de chauffage®?,

L'inconvénient majeur de ces tissus FFPE est I'absence de procédure standardisée du processus de
fixation®% 16 En effet, la température d’inclusion et le temps de fixation sont supposés avoir une

influence délétére sur le tissu, mais des études se contredisent encore a ce sujet®% 166,168,
a. Optimisation de I'extraction de protéines a partir de tissus inclus en paraffine

Dans I'optique de former de grandes cohortes d’échantillons de ganglions lymphatiques pour une
future étape de validation de candidats dans le cadre de I'étude de recherche de biomarqueurs de
résistance des LBDGC, une optimisation de I'extraction des protéines a partir de tissus FFPE a été
réalisée. De nombreux papiers ont démontré que I'utilisation d’'un tampon de lyse a base de SDS
permettait d’extraire la plus grande quantité de protéines, probablement du fait de son role dual de
détergent et de dénaturant qui est supposé concourir au déroulement des protéines lors de I'hydrolyse
des ponts méthylénes par les hautes températures!®? 1%, Cependant, la présence d’agents réducteurs
dans le tampon d’extraction fait débat quant a son influence sur cette étape d’extraction des protéines
a partir de tissus FFPE®* 186 Ainsi, nous avons voulu établir si I'ajout d’un agent réducteur tel que le
DTT pouvait améliorer I'extraction des protéines de ganglions lymphatiques FFPE par inversement de
la réaction de pontage au formaldéhyde a I'aide de trois échantillons différents. Apres extraction avec
et sans DTT, chaque échantillon a fait I'objet d’une préparation d’échantillons TG. Etant donné que la
présence de thiols, comme c’est le cas en présence de DTT, peut inhiber la polymérisation
d’acrylamide, I’échantillon 1 a également fait I'objet d’un SG. Le schéma analytique de I'optimisation

de cette extraction est détaillé en Figure III-7.
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Comparaison des TG

Dans un premier temps, les TG précédés d’une extraction avec et sans DTT des trois échantillons ont
été comparés. Le nombre de protéines identifiées pour chaque échantillon est présenté en Figure Ill-
8. Pour les échantillons 1 et 3, le nombre de protéines identifiées est supérieur avec une extraction
sans DTT comparée a une extraction avec DTT. Cette tendance n’est cependant pas observée pour
I’échantillon 2. Nous notons par ailleurs que le nombre de protéines identifiées en présence de
réducteur est stable et répétable sur les trois échantillons, malgré un aspect visuel des TG inhabituel
dans ces conditions. Pour un méme échantillon, la comparaison de I'extraction avec DTT et sans DTT
permet d’observer que 66 a 67 % des protéines identifiées sont communes aux deux types
d’extraction. En descendant en granularité et en s’intéressant aux peptides, les mémes tendances
gu’au niveau protéique sont observées, soit davantage de peptides identifiés sans DTT par rapport a
une extraction avec DTT, excepté pour I'échantillon 2. La proportion de peptides communs entre les
deux extractions est faible (de 27 a 34 %) malgré un bon recouvrement au niveau protéique. En se
penchant sur le nombre de coupures manquées au sein de chacune de ces conditions, nous observons
davantage de coupures dans I’échantillon 2 extrait sans DTT (+20 %) par rapport au méme échantillon
extrait en présence de DTT. Etant donné que pour les deux autres échantillons, seulement 6 % de
coupures manquées supplémentaires sont observées lorsque I'extraction est effectuée sans DTT, un
probleme de digestion sur I'échantillon 2 sans DTT peut étre pointé, ce qui expliquerait qu’un nombre
de protéines identifiées moins important est observé lors d’'une extraction sans DTT par rapport en

présence de DTT.
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Figure 1lI-8 - Nombre de protéines identifiées avec au moins un peptide unique (par MS/MS et « matching ») dans les
trois échantillons extraits avec et sans DTT et préparés en TG

Concernant les modifications induites dans les deux types d’extraction, deux fois plus d’oxydations des
méthionines sont observées dans les échantillons extraits sans DTT par rapport a ceux extraits avec
DTT (Figure I11-9). Ceci s’explique par le fait que la présence de DTT permet de réduire les méthionines
sulfoxydes. Pour ce qui est des modifications induites sur les cystéines, davantage de modifications
propionamides sont générées dans les échantillons extraits en présence de DTT (Figure 111-10), ce qui
s’explique par le fait qu’en présence de DTT, les ponts disulfures sont réduits et offrent davantage de
sites pouvant réagir avec les monomeres d’acrylamide que lors d’une extraction sans DTT. Cette
réaction avec les monomeres d’acrylamide n’est cependant pas compléte malgré la réduction des
ponts disulfures en présence de DTT, puisque certains peptides a cystéines présentent également des
modifications carbamidométhylations, survenant apres la polymérisation, soit aprés le contact avec

les monomeres d’acrylamide dans le schéma analytique.
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Figure 111-9 - Pourcentage de peptides oxydés dans les trois échantillons extraits avec et sans DTT et préparés en TG
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Figure I1I-10 - Distribution des modifications induites sur les cystéines pour les trois échantillons extraits avec et sans DTT
et suivis d’'une préparation TG

La distribution du nombre de peptides identifiés par protéine est équivalente entre les deux
extractions, avec une médiane de 3 peptides par protéines. Aucune différence n’est observée au

niveau de la distribution des protéines extraites en fonction de leur masse moléculaire, comme le
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montre la Figure 1ll-11. Enfin, le pourcentage de couverture de séquence est équivalent entre les deux

extractions, avec une médiane de 12 %.
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Figure llI-11 - Distribution des masses moléculaires des protéines identifiées dans I'ensemble des trois échantillons
extraits avec et sans DTT

A I'aide de données de quantification protéique issues de MaxQuant pour les trois réplicats, nous
avons pu calculer les coefficients de variation pour chacune des extractions. Ainsi nous avons pu établir
les boftes a moustache de la Figure 111-12. Celles-ci indiquent que les deux protocoles semblent stables
et répétables avec des médianes de 12 et 13 % pour le TG avec une extraction en présence de DTT et
en absence de DTT respectivement. De plus, les coefficients de corrélation entre réplicats sont de
I'ordre de 0,98 pour I'extraction sans DTT et de 0,99 pour I'extraction avec DTT. Ainsi, ces deux
protocoles d’extraction suivis d’'une préparation d’échantillons TG permettent d’obtenir des résultats

répétables.
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Figure I1I-12 - Boite a moustache représentant la distribution des coefficients de variation calculés a I'aide des valeurs
d'intensités LFQ pour chacune des protéines identifiées dans chaque réplicat, pour I'extraction en présence de DTT et
I'extraction en I'absence de DTT.

Les valeurs encadrées correspondent aux CV médians pour chaque extraction

Pour finir, les valeurs d’intensités protéiques ont permis d’établir des courbes de corrélation entre le
protocole d’extraction en présence et en absence de DTT pour un méme échantillon (Figure 111-13). Les
coefficients de corrélation supérieurs a 0,9 indiquent que malgré une extraction différente, les valeurs
d’intensités correlent plutot bien. Par ailleurs, ces valeurs moins bonnes que lors de la comparaison
des réplicats peut s’expliquer par le fait que certaines protéines (toujours les mémes) ont I'air d’étre
présentes en quantité plus importante dans les échantillons extraits en présence de DTT. Il s’agit de
protéines abondantes dans ces échantillons, qui ne montrent pas de grand intérét biologique pour la
recherche de biomarqueurs de résistance des LBDGC, comme la myosine, le collagene et la laminine
(en orange sur la Figure 111-13). Lextraction en présence de DTT semble favoriser |'extraction de ces
protéines, présentes en grande quantité dans ce type d’échantillon. Une hypothése qui pourrait
expliquer ce phénomene serait que ces protéines, de grande taille, présentent de nombreuses
cystéines dans leur séquence. Ainsi, I'ajout de DTT dans le tampon permettrait de mieux les déplier en
réduisant les ponts disulfures, et les dénaturer, ce qui faciliterait leur extraction. Ces protéines sont
d’ailleurs identifiées avec davantage de peptides dans les échantillons extraits en présence de DTT
gu’en absence de DTT (avec 27 et 3 peptides uniques respectivement pour la laminine LAMC-1 par

exemple).

En conclusion, I'extraction sans DTT suivie d’un TG permet d’identifier le plus grand nombre de

protéines, et ce, avec un nombre de coupures manquées et d’oxydations des méthionines plus élevé
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qui n'impacte pas les résultats d’études de protéomique quantitative. Ainsi, la préparation
d’échantillons TG précédée d’une extraction de protéines a partir de ganglions lymphatiques FFPE sans

DTT est a privilégier pour ce type d’études.
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Figure I111-13 - Courbes de corrélation établies a I'aide des valeurs d'intensités LFQ pour chaque protéine pour les trois
échantillons extraits avec et sans DTT et suivis d'un TG.
Les encadrés rouges indiquent la corrélation pour un méme échantillon entre I'extraction en présence de DTT et I’extraction
en absence de DTT. Les points oranges correspondent aux mémes protéines dans toutes les corrélations

Comparaison des TG suivant I'extraction avec et sans DTT avec le gel « Stacking »

suivant l'extraction avec DTT

En paralléle, I'extraction sans DTT suivie d’un TG a été comparée a une extraction avec DTT suivie d’un

TG et d’un SG. Concernant le nombre de protéines, une centaine de protéines supplémentaires sont
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identifiées avec le TG précédé d’une extraction sans DTT par rapport au TG et SG suivant une extraction
avec DTT (Figure 1l-14). Le nombre de protéines identifiées par ces deux dernieres préparations
d’échantillons suivant I'extraction au DTT est équivalent, ce qui semble témoigner que le DTT n’a pas

vraiment influé sur la polymérisation du TG, ou tout du moins sur le piégeage des protéines dans le

TG.
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Figure 11I-14 - Nombre de protéines identifiées dans I'échantillon 1 extrait sans DTT et suivi d'un TG, ainsi que dans
I'échantillon 1 extrait sans DTT suivi d'un TG et d'un SG

Lorsque ces trois conditions sont comparées deux a deux, I'extraction sans DTT suivie d’'un TG montre
68 % de protéines communes avec le TG précédé d’une extraction en présence de DTT, et 72 % de
protéines communes avec le gel « Stacking » précédé d’une extraction avec DTT. Par ailleurs, les deux
préparations d’échantillons suivant I'extraction en présence de DTT présentent 68 % de protéines
communes, reflétant qu’aucune différence majeure n’est observée entre le TG et le SG pour cette

extraction.

Concernant les modifications, comme observé auparavant, I'extraction sans DTT génére davantage
d’oxydations des méthionines que I'extraction avec DTT. Cependant, le TG et le SG d’une méme
extraction présentent un méme taux d’oxydations (Figure 1ll-15). Pour ce qui est des modifications
induites sur les peptides a cystéines, la Figure 1lI-16 permet d’observer que, comme attendu,
I’extraction avec DTT suivie d’un TG génere le plus grand nombre de modifications propionamides pour

les raisons évoquées précédemment. L'extraction avec DTT suivie d’un SG génére moins de cette
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méme modification que I'extraction sans DTT suivie d'un TG, et ceci s’explique facilement par le fait
gue le contact des protéines avec les monomeéres d’acrylamide est plus direct dans une préparation

d’échantillons TG que dans un SG.
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Figure 11I-15 - Pourcentage de peptides oxydés pour I'échantillon 1 extrait sans DTT et suivi d'un TG, ainsi que dans
I'échantillon 1 extrait sans DTT suivi d'un TG et d'un SG
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Figure 11I-16 - Distribution des modifications induites sur les cystéines pour I'échantillon 1 extrait sans DTT et suivi d'un
TG, ainsi que dans I'échantillon 1 extrait sans DTT suivi d'un TG et d'un SG

Pour finir, a I'aide de données de quantification protéique, des courbes de corrélation ont été établies
(Figure 111-17). Ces données montrent que le SG avec une extraction en présence de DTT semble
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davantage corréler avec la préparation d’échantillons TG précédée d’une extraction sans DTT. Ainsi,
méme si le nombre d’identifications est relativement équivalent entre le TG et le SG pour une
extraction avec DTT, le SG devrait tout de méme étre préféré au TG puisqu’il corréle davantage avec
les TG précédés d’une extraction en absence de DTT (0,95) qu’avec les TG en présence de DTT (0,93),

et que les TG avec et sans DTT entre eux (0,94). Ceci peut étre le reflet discret de I'incompatibilité de
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la polymérisation d’un TG en présence de DTT.

Figure IlI-17 - Courbes de corrélation établies a I'aide des valeurs d'intensités LFQ pour chaque protéine avec les
coefficients de corrélation associés pour I'échantillon 1 extrait sans DTT et suivi d'un TG, ainsi que pour I'échantillon 1
extrait sans DTT suivi d'un TG et d'un SG

116



Chapitre Il — Développement et optimisation de méthodes de préparation d’échantillons pour la
protéomique quantitative sans marquage

b. Evaluation de l'extraction de protéines a partir de tissus FFPE par rapport a

I’extraction a partir de tissus frais congelés

Comme évoqué auparavant, les tissus frais ne sont pas systématiquement congelés et sont de ce fait
pas toujours disponibles. C'est pour cette raison que les tissus FFPE apparaissent comme étant une
alternative aux échantillons frais. Cependant, la question se pose de savoir si le protéome de tissus
FFPE est proche, voire identique a celui de tissus frais. Ainsi, la comparaison de tissus FFPE et frais est
primordiale pour assurer la fiabilité de I'usage de tissus FFPE pour I’analyse protéomique. Des études
comparant ces deux types de tissus ont déja été menées par différentes équipes, cependant I'analyse
des tissus frais était souvent indépendante de celle des tissus FFPE®3, Dans le cas des ganglions
lymphatiques pour la recherche de biomarqueurs de résistance au LBDGC, nous avons pu disposer de
8 échantillons FFPE pour lesquels une partie du ganglion avait été congelée en raison d’'une quantité
de matériel suffisante. A 'aide de ces 16 échantillons, nous avons pu comparer I'extraction de
protéines a partir de tissus frais a celle a partir de I'équivalent FFPE au sein d’'une méme étude, d'une

méme séquence d’analyses. Le schéma analytique utilisé est détaillé en Figure 111-18.
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Le nombre de protéines identifiées dans les 8 échantillons de ganglions lymphatiques frais décongelés
est toujours supérieur a celui des ganglions lymphatiques FFPE (en moyenne 10 % d’identifications en

plus), comme l'illustre la Figure IlI-19. Les mémes tendances sont observées au niveau peptidique.
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Figure 11I-19 - Nombre de protéines identifiées avec au moins un peptide unique dans les huit échantillons frais
décongelés et leurs équivalents FFPE

La proportion de protéines communes entre échantillon frais et FFPE s’étend de 56 a 71 % pour les
huit ganglions, alors que pour les peptides, le recouvrement est plus faible (de 31 a 41 %). Ces valeurs,
du méme ordre de grandeur qu’un réplicat d’analyse au niveau protéique, permettent de dire que les
tissus frais et FFPE permettent d’obtenir des résultats d’identification de protéines relativement
équivalents. En s’intéressant a la distribution du nombre de peptides ayant permis I'identification de
chaque protéine, nous pouvons observer que pour I'extraction de tissus frais, les protéines sont
identifiées avec une médiane de 4 peptides, alors que pour I'extraction de tissus FFPE, les protéines
sont identifiées avec une médiane de 3 peptides impactant ainsi le pourcentage médian de couverture
de séquence (13 et 11 % pour les tissus frais et les tissus FFPE respectivement). Cette légere différence

peut étre due au fait que dans les échantillons FFPE, les protéines sont pontées et que l'inversion de
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cette réaction de pontage au formaldéhyde n’est pas totale. Ces résultats sont en adéquation avec

ceux de la littératurel? 163,

En ce qui concerne les modifications induites lors de I’extraction de tissus frais et FFPE suivie d’une
préparation d’échantillons TG, aucune réelle tendance n’est observée quant aux oxydations des
méthionines (Figure [1I-20). Cependant, au niveau des modifications induites sur les cystéines,
I’extraction a partir des tissus frais a tendance a générer davantage de modifications propionamides

guand couplée a une préparation d’échantillons TG (Figure 11I-21).
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Figure 111-20 — Pourcentage de peptides oxydés pour I’extraction des huit échantillons frais et leur équivalent FFPE suivie
d’une préparation d’échantillons TG
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Figure IlI-21 - Distribution des modifications induites sur les cystéines pour I'extraction des huit échantillons frais et leur
équivalent FFPE suivie d’une préparation d’échantillons TG
La distribution des masses moléculaires des protéines identifiées dans au moins un des huit
échantillons pour les tissus frais et les tissus FFPE sont similaires, démontrant ainsi que I'inclusion en
paraffine n’influence pas I'extraction des protéines en fonction de leur taille, contrairement a ce qui a
été suggéré par Alessandro TANCA et collaborateurs?®® (Figure 111-22). Cette méme étude a montré que
davantage de coupures manquées étaient observées dans les extraits protéiques de FFPE par rapport
a ceux issus de tissus frais. Dans nos mains, 2,5 % de coupures ont été omises dans les échantillons
FFPE par rapport aux frais. Par ailleurs, nous n’avons pas observé de différence quant a la distribution

des acides aminés entre les deux types de tissus.
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Figure I1I-22 - Distribution des masses moléculaires des protéines extraites

Pour finir, a partir des données de quantification protéique issues de MaxQuant, nous avons établi des
courbes de corrélation (Figure 111-23). La diagonale en surbrillance permet de distinguer la corrélation
frais-FFPE pour un méme échantillon. Les coefficients de corrélation s’étendent de 0,83 a 0,95,
reflétant une corrélation acceptable pour des échantillons ayant subi des traitements pré-analytiques

trés différents (les FFPE ont été largement manipulés par rapport aux échantillons congelés).
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Figure I1I-23 - Courbes de corrélation établies a I'aide des valeurs d'intensités LFQ pour chaque protéine pour chacun des
huit échantillons extraits a partir de tissus frais et de tissus FFPE avec les coefficients de corrélation associés.
Les courbes en surbrillance représentent la corrélation entre les valeurs obtenues apres extraction du tissu frais et du tissu
FFPE provenant d’un méme ganglion lymphatique

c. Conclusion

Ces différentes optimisations d’extractions a partir de ganglions lymphatiques ont permis de rendre
compte que I'extraction en présence et en |'absence de DTT donne des résultats d’identification plus
ou moins similaires. Cependant, une extraction sans DTT sera préférée lorsqu’une préparation
d’échantillons TG sera souhaitée, notamment lors de I'analyse de grandes séries d’échantillons, afin
d’éviter tout probleme de polymérisation du TG. Par ailleurs, 'extraction de protéines a partir
d’échantillons FFPE (sans DTT) permet d’obtenir des résultats relativement proches de ceux obtenus

par une extraction a partir d’échantillons frais, tenant compte du fait que les FFPE ont subi davantage
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de traitements de pré-stockage que les tissus frais. Ainsi, les tissus FFPE peuvent étre employés pour
des études de validation de candidats biomarqueurs de résistance au traitement dans les LBDGC

nécessitant de grandes cohortes d’échantillons.
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IV-  Optimisation d’une préparation d’échantillons pour I’étude d’un

protéome urinaire

L'urine est un fluide biologique, facilement accessible, sécrété par les reins apres filtration du plasma.
Elle peut étre obtenue en grande quantité par des techniques non invasives, et peut étre aisément
collectée sur plusieurs jours'®. C’est pourquoi elle représente un matériel de départ attractif pour la
recherche de biomarqueurs de diverses pathologies liées aux conditions rénales!®®'72, Cette matrice a
cependant souvent été négligée pour les études de protéomique en raison d’une quantité de protéines
supposée tres insuffisante. C’'est au début des années 2000 que des papiers ont été publiés prouvant
la présence d’une quantité de protéines dans les urines compatible avec I'analyse protéomique, la

rendant de fait attrayante pour ce type d’échantillons®.

Diverses caractéristiques relatives a la complexité du milieu rendent I'analyse protéomique de l'urine
compliquée, comme une large gamme dynamique, une haute variabilité autant inter-individus
gu’intra-individus inhérente a des facteurs tels que le régime, les traitements médicamenteux ou le
style de vie, mais aussi la présence en concentrations variables de sels, de contaminants ou encore
une diversité de pH pouvant notamment réduire I'efficacité de digestion!%17 173174 Ceg propriétés
induisent 'utilisation de méthodes d’extraction et de purification des protéines permettant de réduire
le volume et de concentrer les protéines, et de retirer les interférents (sels et débris cellulaires). Il s’agit
généralement de procédés multi-étapes pouvant introduire des biais non souhaités pour I'analyse

protéomigue quantitative sans marquage.

L'étude du protéome urinaire de patients greffés rénaux est apparue comme particulierement
intéressante pour suivre I’état des reins de tels patients, dés lors qu’il est actuellement réalisé a I'aide
d’une biopsie, beaucoup plus invasive qu’un recueil d’urine. Ainsi, dans le cadre du projet de recherche
de biomarqueurs de suivi du greffon de patients greffés rénaux, mené en binome avec le Dr David
Marx, I'optimisation d’une préparation d’échantillons permettant I'analyse de protéines urinaires par
LC-MS/MS a été effectuée. Etant donné que I'objectif de ce projet réside dans "application en routine
d’un diagnostic de suivi, une méthode d’extraction de protéines et de préparation d’échantillons
simple, rapide et robuste pour un usage au quotidien est désirée. Parmi les méthodes les plus utilisées

dans le domaine de la protéomique urinaire, nous distinguons :

- Les méthodes de précipitation, qui permettent de se débarrasser des sels et autres molécules
interférentes. Elles entrainent I’emploi de divers solvants organiques, méme si la précipitation

au TCA reste la plus utilisée dans le cas de I'urine'® 7°, Ces méthodes impliquent néanmoins
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une resolubilisation du culot souvent compliquée, et une grande manipulation de I'échantillon

rendant ces stratégies difficilement applicables a plus grande échelle.

L'ultrafiltration, comme le FASP, qui nécessite un volume d’échantillon faible. A I'aide d’une
membrane de cellulose présentant un seuil de coupure de 10 ou de 30 kDa, cette technique
permet de retenir les protéines au-dessus du filtre et de retirer les petites molécules telles que
les sels, les réducteurs et alkylants, ainsi que les lipides et les acides nucléiques. Elle permet
également de digérer les protéines directement sur le filtre, restreignant la manipulation de
I’échantillon au niveau du filtre, ce qui limite l'introduction de variabilités’® 71, Des
développements permettent aujourd’hui I'application de la méthode FASP sur des plaques 96

175,176

puits , particuliérement attractives pour "application en routine a grande échelle 7.

D’autres méthodes existent, mais sont peu employées comme l'ultracentrifugation différentielle,

ou la dialyse qui nécessite souvent de grands volumes d’échantillon et qui est particulierement

chronophage, et donc pas envisageable pour une application a haut débit'®°. D’aprés la littérature,

les méthodes de précipitation et le FASP permettent d’obtenir des couvertures du protéome

169

différentes, mais complémentaires'®.

1- Evaluation d’un kit commercial et d’'une méthode d’ultrafiltration

Dans l'optique d’une future application en routine d’un diagnostic de suivi des greffés rénaux, ainsi

que pour I'étude d’une cohorte de 32 échantillons urinaires par protéomique quantitative sans

marquage dans le cadre du projet de recherche de biomarqueurs de suivi de greffe rénale, deux

méthodes d’extraction et de préparation d’échantillons urinaires rapides, et paraissant applicables a

grande échelle ont été testées. Il s’agit :
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De la méthode FASP : développée originellement par MANZA et collaborateurs®, la méthode
d’ultrafiltration permettant de retirer les interférents tels que les sels et de digérer les
protéines au sein d’'un méme dispositif a été nommée FASP par le groupe de Mathias MANNS3L,
Malgré les avantages évoqués plus haut, la possible défaillance de certains filtres peut
entraliner un risque non négligeable de perte totale de I'échantillon. Certaines équipes
proposent de tester chaque filtre avant utilisation'’®, tandis que d’autres préconisent d’utiliser
des filtres a surface horizontale plane plutdt que verticale'’. Par ailleurs, de nombreuses
optimisations ont depuis été effectuées par plusieurs équipes, notamment par le groupe de
Mathias MANN qui propose d’augmenter le seuil de coupure a 30 kDa au lieu de 10 kDa pour

diminuer les temps de centrifugation, de limiter la quantité de protéines de départ a 100 pug
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maximum, ou encore d’utiliser une combinaison d’enzymes comme LysC et trypsine (MED-
FASP pour « MultiEnzyme Digestion FASP ») pour obtenir un meilleur rendement de

conversion en peptides®®,

- DukitiST commercialisé par la société PreOmics, qui constitue une chambre de réaction close
dans laquelle les protéines sont lysées, réduites, alkylées et digérées, et qui permet I’extraction
des peptides®. Ce kit a été pensé de maniére a réaliser un minimum de manipulations de
I’échantillon, et peut étre opéré sur des plaques 96 puits. Ce type d’approche, impliquant un
support avec une phase solide faisant office de réacteur dans lequel I’échantillon est purifié,
réduit, alkylé et digéré, gagnent en popularité du fait qu’elles facilitent et accélerent la

préparation d’échantillons.

Ces deux méthodes ont été testées sur un méme prélevement urinaire provenant d’un sujet sain,
exempt de débris cellulaires, divisé en six afin de réaliser trois réplicats techniques pour chaque
protocole. Ces échantillons ont fait I'objet d’'une analyse nanoLC-MS/MS comme le montre la Figure
IV-1 résumant le schéma analytique d’optimisation de la préparation d’échantillons pour I'analyse

protéomique d’urine.
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Figure IV-1 - Schéma analytique d'optimisation de la préparation d'échantillons pour I'analyse protéomique d’urine
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Le protocole FASP a permis d’identifier davantage de protéines sur I'ensemble des trois réplicats (+ 20
%) que le kit PreOmics, avec des moyennes de protéines identifiées avec au moins un peptide unique
de 773 et 624 respectivement. Cependant, le nombre de protéines communes aux deux protocoles

reste relativement élevé pour des protocoles différents, soit 57 % comme l'illustre le diagramme de

Venn de la Figure 1V-2.

TOTAL FASP TOTAL PreOmics
773 protéines 624 protéines

36% 57% 16%

FASP PreOmics

Figure IV-2 - Diagramme de Venn opposant les listes de protéines identifiées avec au moins un peptide unique dans
’ensemble des trois réplicats pour le protocole FASP et pour le protocole commercialisé par PreOmics

Aucun des deux protocoles ne semble favoriser une certaine gamme de taille des protéines comme le

montre la Figure IV-3.
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Figure IV-3 - Distribution des masses moléculaires des protéines extraites par les deux protocoles

En ce qui concerne les peptides, la tendance observée est plus marquée que celles des protéines, avec
une soixantaine de pourcents de peptides identifiés en plus par le protocole FASP par rapport au
protocole commercialisé par PreOmics, comme l'illustre la Figure 1V-4. Notons cependant que le FASP
génére davantage de coupures manquées (19 %) que le kit iST de PreOmics (7 %), ce qui s’explique par

I'utilisation de la trypsine simple dans le cas du FASP, et d’'un mélange LysC-trypsine pour le kit iST.
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TOTAL FASP TOTAL PreOmics
3640 peptides 2319 peptides

49% 31% 20%

FASP PreOmics

Figure IV-4 - Diagramme de Venn opposant les listes des séquences peptidiques identifiées dans I’ensemble des trois
réplicats pour le protocole FASP et pour le protocole commercialisé par PreOmics
En moyenne, chaque protéine est identifiée avec 4,7 peptides pour le protocole FASP et avec 3,7
peptides pour le kit iST. Ce phénomeéne est renforcé par la Figure IV-5, qui montre que davantage de
protéines présentent une couverture de séquence supérieure a 30 % avec le protocole FASP par
rapport au protocole PreOmics, sachant que la distribution des protéines selon leur masse moléculaire

est similaire pour les deux protocoles.
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Figure IV-5 - Distribution de la couverture de séquence pour les protocoles FASP et PreOmics

Nous avons pu observer de maniere surprenante que seuls 9 % des peptides ont été modifiés par
I"utilisation du protocole PreOmics, alors que cette proportion est de 40 % pour le protocole FASP. En
s’intéressant de plus prés a ces modifications, nous avons pu nous rendre compte que trés peu de
carbamidométhylations des cystéines ont été induites par I'utilisation du protocole PreOmics. Ceci est
en fait d au fait que seuls 27 peptides contenant des cystéines (soit 1 % des peptides) ont pu étre
identifiés avec le kit iST, alors que ceux-ci sont au nombre de 1264 dans le protocole FASP (soit 35 %
des peptides). Ce phénomeéne peut venir d’'une possible inefficacité des réactions de réduction des
ponts disulfures et d’alkylation des cystéines permettant de déstructurer les protéines et de faciliter
I'acces de I'enzyme aux protéines, du fait peut-étre de I'utilisation d’hydrochlorure de Tris(2-
carboxyethyl)phosphine (TCEP) comme agent réducteur et de chloroacétamide, au lieu de DTT et d’'IAA
dans le cas du FASP. En effet, ces derniers pouvant réagir ensemble, ils ne peuvent étre contenus dans
un méme tampon de lyse permettant la réduction et I'alkylation, comme c’est le cas dans le kit iST.
Bien que la combinaison TCEP-chloroacétamide semble un peu moins efficace que celle couplant le
DTT et I'lAA, ceci n"explique pas le taux si faible de peptides a cystéines, d’autant que des tests
effectués en parallele sur des échantillons autres que des urines n’ont pas abouti a ce phénomeéne.
Pour ce qui est des oxydations, nous avons pu observer que le protocole PreOmics induit davantage

d’oxydations (8 %) que le protocole FASP (5 %). S’agissant d’un dispositif commercial, la composition
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exacte des tampons n’est pas connue, ce qui rend I'argumentaire de I'ensemble des observations

difficile.

Enfin, la répétabilité a été grossierement évaluée a I'aide de données de comptage de spectres issues
du logiciel Proline, étant donné qu’il n’y a a I'heure actuelle pas d’outil permettant d’extraire de
maniére automatisée et correcte des données XIC a partir d’analyses générées par des spectrometres
de masse TripleTOF commercialisés par SCIEX. Méme si le logiciel MaxQuant est donné comme étant
compatible avec les données de ce constructeur, nous avons pu observer au laboratoire qu’en réalité,
trés peu de protéines pouvaient étre quantifiées avec cet outil. Ainsi, nous avons pu établir des boites
a moustache représentant la répartition des CV calculés avec le nombre de spectres ayant permis

I'identification de chaque protéine, sur les trois réplicats de chaque protocole (Figure 1V-6).

200 20% 22%
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Figure IV-6 - Boite a moustache représentant la distribution des coefficients de variation calculés a I'aide du nombre de
spectres ayant permis 'identification de chaque protéine dans chaque réplicat pour le protocole FASP et le kit iST
commercialisé par PreOmics.

Les valeurs encadrées correspondent aux CV médians pour protocole

Le protocole FASP semble étre davantage répétable que le protocole PreOmics, avec un CV médian de
20 % et une répartition plus étroite des valeurs autour de la médiane. De plus, nous avons pu observer
que 65 % des protéines identifiées dans les trois réplicats pour le protocole FASP sont communes, alors
que seules 56 % des protéines sont communes aux trois réplicats pour le protocole PreOmics qui
présente d’ailleurs un réplicat qui fait figure d’exception avec 16 % de protéines identifiées

uniquement dans ce réplicat, contre 5 % pour les deux autres.

En conclusion, le protocole FASP permet d’identifier davantage de protéines, et ce, avec davantage de

peptides que le protocole PreOmics, sans biais observé quant a la nature des peptides comme c’est le
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cas pour le protocole PreOmics qui ne permet pas ou peu d’identifier des peptides a cystéines. Il génere
cependant davantage de coupures manquées que le kit iST, mais ceci pourra encore étre optimisé,
notamment pour les étapes de validation des potentiels candidats par SRM, en implémentant une
digestion a la LysC avant la digestion a la trypsine, ou encore en implémentant des solutions
commerciales comme la trypsine rapide ou le mélange LysC-trypsine rapide commercialisés par
Promega. Par ailleurs, ce protocole semble étre suffisamment répétable pour étre implémenté au
moment de I'analyse protéomique quantitative sans marquage de la cohorte d’échantillons, dans le
cadre du projet de recherche de biomarqueurs de suivi de greffons rénaux. De plus, cette technique
peut étre automatisée afin de traiter plusieurs échantillons en parallele par I'implémentation de

plaques 96 puits, pour une future application d’un test diagnostique en routine.

Des tests ont par ailleurs été effectués sur des plaques 96 puits contenant des membranes PVDF (pour
« PolyVinyliDene Fluoride »). Ce protocole, publié sous le nom MStern!®, permet un traitement de
I’échantillon beaucoup plus rapide que le FASP, puisqu’il met en jeu des pores cent fois plus larges que
les membranes utilisées pour le FASP, et permet I’élution des peptides avec des solvants directement
compatibles avec I'analyse LC-MS/MS. La rétention des protéines s’effectue ici par adsorption sur une
surface hydrophobe et non pas par exclusion stérique. Malgré I'attrait de cette technique, celle-ci est
limitée a une quantité de départ de 10 a 15 pg de protéines et génere davantage de coupures
manquées que le FASP. Au cours de notre essai, nous n’avons pu identifier qu’une centaine de
protéines, rendant cette technique non compétitive au FASP dans nos mains pour l'analyse

protéomique d’échantillons urinaires.
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CHAPITRE Il — APPLICATION DES DEVELOPPEMENTS A DES PROJETS DE RECHERCHE

DE BIOMARQUEURS PAR ANALYSE PROTEOMIQUE QUANTITATIVE SANS MARQUAGE

Le protéome est une entité hautement dynamique, sensible aux variations externes et internes!®, En
effet, les désordres biologiques telles que les maladies ou la prise de traitements médicamenteux
peuvent induire une variation rapide de I’expression des protéines'’> 18418 Détecter ces changements
au travers de signatures biologiques, nommées biomarqueurs, est un enjeu clé dans le domaine

médical, puisqu’ils ont un role :
- Diagnostic, idéalement précoce, de maladie,
- Pronostique, en renseignant sur I'évolution de la maladie,
- Prédictif, en mettant en avant une forme de maladie résistante aux traitements par exemple,
- Dans la stratification de la maladie,
- Dans le suivi de la progression de la maladie,
- Dans le traitement (cibles thérapeutiques)? 1% 184186

L'analyse protéomique par spectrométrie de masse est un outil populaire dans le domaine de la
recherche de biomarqueurs protéiques. Les approches quantitatives globales sans marquage
permettent d’obtenir des informations permettant de comprendre les processus biologiques sous-
jacents aux divers désordres étudiés de maniére rapide et simple, et sont de ce fait couramment
employées® 9 18 || est largement admis que I'expression des protéines d’un individu sain & un autre
est similaire, avec des variations statistiquement non pertinentes, contrairement a celles dans le cas
d’une situation pathologique. Ainsi, les approches différentielles comparant les profils protéiques
pathologiques a ceux d’individus sains permettent de mettre en avant ces différences d’expression,
sighatures de maladies'® 18, Ces modifications d’expression sont rarement restreintes a une protéine
unique, mais a plusieurs, qui peuvent étre sur- ou sous-exprimées, afin d’assurer davantage de
spécificité® 18186 | ‘attribution d’une signature formelle par I'intermédiaire d‘un panel de protéines a

une maladie est, malgré les outils statistiques souvent puissants, un défi majeur®.

Les stratégies de protéomique quantitative différentielle pour la recherche de biomarqueurs ont
suscité un réel engouement au début des années 2000, notamment suite a la publication d’un papier

dans le journal The Lancet'®’, clamant une avancée majeure dans le diagnostic précoce des cancers de
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I'ovaire. Le test avait alors rapidement été amené vers |'étape clinique, mais des doutes quant a sa
fiabilité ont grandi lorsque les données de cette étude ont été réanalysées par des groupes
indépendants. Des irrégularités de pratiques expérimentales et de collectes d’échantillons ont ainsi
été mises en évidence!®® 18, Cette publication, ainsi que beaucoup d’autres mettant en avant des
biomarqueurs d’intérét limité et non spécifiques, tels que des marqueurs d’inflammations, ont hélas
trés largement contribué a ternir la réputation de I'analyse protéomique dans le domaine de la
recherche de biomarqueurs®* 18, La communauté scientifique, consciente de ces problémes a depuis
activement ceuvré pour fiabiliser la recherche de biomarqueurs par analyse protéomique, en

sensibilisant les chercheurs sur différents points a respecter afin d’assurer la robustesse et la spécificité

des biomarqueurs. Il s’agit :

- Delamise en place de collaborations étroites entre biologistes, massistes et statisticiens, dans
le but de mettre en commun les compétences nécessaires a ce type d’études afin de définir

clairement le projet clinique et de choisir les échantillons appropriés® & 10-190-192

- De la mise en place de procédures standardisées pour la collecte et le stockage des

échantillons'®?,

- Du contréle du processus analytique® 1°,

- Etde laséparation claire des phases de découverte et de validation'® %1, Malgré I'apparente
simplicité de ces approches différentielles, le chemin entre la découverte de biomarqueurs et
leur application en clinique est souvent long et périlleux. Non seulement les approches de
découverte permettent souvent d’établir des listes conséquentes de protéines
différentiellement exprimées, d’ou la nécessité d’'impliquer de nombreuses compétences pour
réduire la liste a un panel d’une dizaine de candidats biomarqueurs, mais surtout cette
derniere étape de validation est longue et colteuse. En effet, celle-ci doit étre effectuée sur
de larges cohortes de plusieurs centaines de patients, afin de vérifier que les candidats
biomarqueurs sont bien représentatifs de la population et spécifiques de la maladie’® 1, Les

critéres évalués lors de cette étape ultime avant I'application en routine sont la spécificité, la

sensibilité, I'utilité pour I'usage clinique ainsi que la robustesse!® 188 191 Cette étape de

validation a malheureusement souvent été omise et conséquente de nombreux échecs® 184 185

188

Conscient de ces points de faiblesse, le protéomiste doit, dans le cadre de projets de recherche de
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biomarqueurs, assurer le contréle du processus analytique pour garantir qu’une différence
d’abondance provienne d’une vraie différence biologique. Cela passe par I'utilisation de schémas
analytiques simples et fiables, et notamment par des préparations d’échantillons qui maintiennent
I’'abondance réelle des protéines de par leur répétabilité, et qui garantissent que les deux groupes sont
analysés dans des conditions comparables'®. Ainsi, les différents développements évoqués au Chapitre
Il ont été appliqués au cours de ces travaux de thése a différents projets de recherche de biomarqueurs

cibles de thérapies, de résistance au traitement, mais également de suivi.
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I- Projet de recherche de biomarqueurs de cellules souches

cancéreuses de glioblastomes

Le projet de recherche de biomarqueurs de cellules souches cancéreuses de glioblastomes a été mené
en collaboration avec I'équipe du laboratoire d’innovation thérapeutique de la faculté de pharmacie

d’llikirch, dirigée par le Dr Jacques HAIECH.
1- Contexte

Le glioblastome correspond au grade IV des gliomes'®3. Il s’agit d’'une tumeur cérébrale qui se
développe a partir des cellules constituant le tissu de soutien du systéme nerveux : les cellules gliales.
Le glioblastome correspond a la tumeur cérébrale primitive maligne la plus agressive®® 1%°, C’est
également la tumeur la plus fréquente, touchant les personnes de 45 a 70 ans avec une incidence de
5 3 7 personnes sur cent mille par an en Europe!®1%, Le glioblastome est trés hétérogéne, et de par
sa croissance invasive dans le tissu cérébral environnant, présente un caractére infiltrant rendant la
résection chirurgicale compléte impossible!® 1% 19 yUn traitement adjuvant par radio- et/ou
chimiothérapies apres I'intervention chirugicale ne permet a I’heure actuelle toujours pas d’éviter la
récidive inévitable de la tumeur, mais permet tout de méme d’améliorer la survie des patients qui se

situe 3 une médiane de 15 mois post-diagnosticl® 19> 198 200,

Une théorie largement controversée postule qu’une sous-population immature de cellules au sein
méme de la tumeur, nommée cellules souches cancéreuses (CSC), jouerait un réle dans l'initiation et
la récidive de la tumeur®> 198 201-204 'Ceg cellules présentent des caractéristiques similaires aux cellules

souches non tumorales, telles que :

- La capacité a s’auto-renouveler!® 198 201,203, 205

- La capacité a se propager sans facteur de croissance’®,

- La résistance aux thérapies, notamment de par leur protection dans des niches de cellules

SOUCheslgs’ 196, 198, 201, 203, 205'

- La capacité a rester en état de quiescence pendant des périodes prolongées, ce qui
expliquerait que des récidives ou des métastases surviennent aprés une longue période, mais

aussi le mécanisme de résistance aux chimiothérapies anti-prolifératives?,
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- La capacité 8 métastaser??,

- Etla difficulté a les isoler?®.

Méme si cette hypothése reste trés controversée, la présence de telles cellules a été démontrée pour
les glioblastomes?®. L’éradication de ces CSC qui sont & l'origine de la prolifération de cellules
cancéreuses serait nécessaire et suffisante pour stopper I'expansion de la tumeur, et prévenir la
récidive?®. C’est pourquoi, I'idée de combiner les traitements actuels a des thérapies ciblées contre
les CSC de glioblastomes a été émise, de maniere a améliorer 'efficacité des traitements des

glioblastomes!% 198 201,205 (Figyre 11I-1).

Traitement
ciblant les P‘:'ft’e de’la’
CSC capacité a générer

de nouvelles
cellules tumorales

Dégénérescence
de la tumeur

Figure I-1 - Schéma reflétant 'apport d’une thérapie ciblant les CSC dans la dégénération de la tumeur (adapté de 205)

Afin de développer de telles thérapies, il est nécessaire d’isoler les CSC et d’identifier de maniére
efficace des marqueurs a leur surface qui pourront étre des cibles potentielles de thérapies. C'est dans
I'optique de mettre en avant des marqueurs de surface spécifiques des CSC que nous avons mené une
étude protéomique différentielle opposant des « ghosts » membranaires de CSC de glioblastomes a
ceux d’astrocytes humains et/ou d’une lignée cellulaire de glioblastome (U87). Cette approche est
innovante du fait qu’elle met en ceuvre des préparations membranaires de CSC de glioblastomes. En
effet, tres peu d’études de recherche de biomarqueurs de glioblastomes humains, portant sur les
protéines exprimées a la surface des CSC et enchassées dans la membrane plasmique, qui représentent

des cibles thérapeutiques de choix, ont été menées!?’.
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2- Stratégie analytique employée

Une approche de protéomique quantitative sans marquage XIC a été mise en ceuvre sur des « ghosts »

membranaires, préparés par I’équipe du Dr Jacques HAIECH, provenant :

- De deux lignées cellulaires de CSC issues de glioblastomes de patients décédés. Les tissus
tumoraux ont été fournis par le Dr Hervé CHNEIWEISS qui dirige une équipe de recherche sur
la plasticité gliale a Paris, et les préparations de CSC ont quant a elles été effectuées par
I’équipe du Dr Jacques HAIECH comme décrit par Cristina PATRU et collaborateurs®. Chaque
lignée a fait I'objet de deux préparations de CSC, ainsi les échantillons nommés TG01, OB1 (qui
ont la particularité d’étre non-mutés au niveau du géne p53, suppresseur de tumeur?”’), ainsi

que TG10 et TG16 (p53 mutés) sont des réplicats biologiques,
- D’une culture d’astrocytes humains, nommée HA,

- Et d’une lignée cellulaire de glioblastome, U87. Il s’agissait initialement d’une culture issue
d’un glioblastome d’une patiente décédée en 1968 (U87-MG). Depuis 2016, I'origine exacte

de cette lignée cellulaire de glioblastome est discutée?®,

Le schéma analytique utilisé dans le cadre de ce projet est celui qui a été optimisé au Chapitre II- I-2 et
détaillé dans la Figure I-2. Brievement, les échantillons TG01, OB1, TG10, TG16, HA et U87 ont été
préparés en triplicats de gel « Stacking » découpés en deux bandes, et dont les extraits peptidiques
ont été réunis avant analyse nanoLC-MS/MS sur un spectrométre de masse de type Q-TOF (Impact-
HD, BRUKER). Des peptides iRT ont été dopés dans chaque échantillon afin de suivre les performances
du couplage dans les conditions d’analyse. En supplément de ces peptides iRT, un contréle externe,
soit un digeste de BSA, a été analysé entre chaque échantillon pour suivre la stabilité du couplage
pendant la semaine d’analyse. Au total, 18 échantillons ont été analysés dans un ordre aléatoire. Les
données ont été traitées a I'aide du logiciel MaxQuant, et le traitement statistique a été effectué a

partir des intensités protéiques normalisées LFQ avec le logiciel Perseus.
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Figure I-2 - Schéma analytique utilisé pour la recherche de biomarqueurs de surface de CSC de glioblastomes

3- Résultats

a. Controles qualités
Contréle qualité externe

Deux peptides du digeste de BSA analysé entre chaque échantillon ont été suivis pour vérifier les

performances du couplage pendant la séquence d’analyses. Il s’agit :
- Du peptide YICDNQDTISSK, doublement chargé, avec un rapport masse sur charge de 722,32,

- Et du peptide YLYEIAR, également doublement chargé, avec un rapport masse sur charge de

464,25.

Ces deux peptides ont permis dans un premier temps de suivre les performances du systeme de
chromatographie, a I'aide de leur temps de rétention ainsi que de leur largeur a mi-hauteur (Figures I-
3 et |-4 respectivement). Etant donné que l'analyse d’un digeste de BSA constitue le test de

performance de I'ensemble des couplages disponibles au laboratoire, des seuils critiques ont été

définis pour chaque instrumentation.
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Figure 1-3 - Suivi du temps de rétention des deux peptides extraits du digeste de BSA
Les fleches indiquent le moment auquel une nouvelle préparation du digeste de BSA a été réalisée
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Figure 1-4 - Suivi des largeurs a mi-hauteur des traces chromatographiques des deux peptides extraits du digeste de BSA

Les fleches indiquent le moment auquel une nouvelle préparation du digeste de BSA a été réalisée
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Les coefficients de variation des Tr des deux peptides étant trés faibles (0,4 et 0,5 %), tout comme la

variation des largeurs a mi-hauteur qui se situent d’ailleurs toujours sous la valeur seuil, refletent une

bonne stabilité du systeme chromatographique.

Dans un deuxiéme temps, le suivi de leur intensité et de leur résolution en masse ont permis de suivre

la stabilité et I’état d’encrassement du spectrométre de masse sur la semaine d’analyse. Ces données

sont fournies par les Figures I-5 et I-6.

1,8E+07

1,6E+07

1,4E+07

1,2E+07

1,0E+07

8,0E+06

6,0E+06

4,0E+06

2,0E+06

0,0E+00

144

——YICDNQDTISSK
722,32 m/z

—+—-YLYEIAR
464,25 m/z

T T T —Seuil

3,0E+05

T T T T T T

6 8 10 12 14 16 18 20

Numéro d’analyse du digeste de BSA

Figure I-5 — Suivi de I'intensité des deux peptides extraits du digeste de BSA.
Les fleches indiquent le moment auquel une nouvelle préparation du digeste de BSA a été réalisée
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Figure I-6 - Suivi de la résolution en masse des deux peptides extraits du digeste de BSA.
Les fleches indiquent le moment auquel une nouvelle préparation du digeste de BSA a été réalisée

L'intensité et la résolution en masse des deux peptides peu variables, et au-dessus des valeurs seuil,
refletent que le spectrométre de masse n’a pas montré de signe d’encrassement durant la semaine

d’analyse, et a été relativement stable.

Contréle qualité interne

Les onze peptides iRT dopés dans chacun des échantillons ont permis de suivre, dans les conditions
d’analyse, la stabilité du couplage. Dans un premier temps, la répartition des coefficients de variation
calculés a partir des Tr sur I'ensemble des échantillons pour chaque peptide ont permis d’établir la
boite a moustache de la Figure I-7. La valeur médiane des CV inférieure a 1 %, nous permet de conclure
que le systeme chromatographique, dans les conditions d’analyse, est resté stable tout au long de la
séquence. Par ailleurs, la Figure 1-8 permet d’apprécier la répartition des CV calculés a partir des aires
obtenues pour chaque peptide iRT par le logiciel Skyline. La valeur médiane de 28 % refléte quant a
elle les fortes variations observées sur certains peptides iRT présentant un faible rapport signal sur
bruit. En 6tant ces peptides, la valeur médiane des CV des iRT ayant un facteur de réponse en masse

correct s’éléve a 13 %, reflétant ainsi une bonne répétabilité du systeme.
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L'ensemble de ces controles qualité ont permis de rendre compte de la répétabilité et de la robustesse
du couplage nanoLC-MS/MS pendant les analyses des échantillons du projet de recherche de

biomarqueurs de surface de CSC de glioblastomes.
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Figure I-7 - Boite a moustache représentant la distribution des coefficients de variation calculés a I'aide des Tr extraits de

Skyline pour chaque peptide iRT dans I’ensemble des échantillons.
La valeur encadrée correspond a la valeur médiane
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Figure 1-8 - Boite a moustache représentant la distribution des coefficients de variation calculés a I'aide des valeurs
d'aires extraites de Skyline pour chaque peptide iRT quantifié dans I’'ensemble des échantillons.
La valeur encadrée correspond a la valeur médiane

b. Résultats d’identification et de quantification

En ce qui concerne les résultats relatifs a I’analyse des échantillons, 4096 protéines au total ont pu étre
identifiées, avec au minimum un peptide unique, sur 'ensemble des analyses. Parmi celles-ci, vingt-

sept pourcents sont annotées « plasma membrane » par I'outil GO. A I'origine du projet, soit avant
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mon arrivée au laboratoire, les biologistes étaient particulierement intéressés par les récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG), car ils représentent les cibles de 30 a 50 % des médicaments
actuellement sur le marché?®. Cependant, malgré les nombreuses tentatives menées par I’équipe du
laboratoire, peu de ces protéines ont pu étre mises en avant par MS du fait de leur faible abondance,
et de leur structure présentant beaucoup de domaines transmembranaires et des domaines
accessibles (dans le milieu intra ou extracellulaire) de séquences courtes. Dans ce contexte, le projet
s’est porté sur I'étude des CD, étant donné qu’ils sont davantage représentés dans les analyses de
protéomique, et qu’ils peuvent étre facilement ciblés et validés a I'aide d’anticorps disponibles

commercialement dirigés contre ce type de protéines. Ainsi, parmi ces 27 % de protéines annotées

« plasma membrane », 8 % sont des CD, soit 94 protéines (Figure 1-9).

4096
protéines

1112
« plasma membrane »

Figure I-9 - Nombre de protéines identifiées dans I'ensemble des échantillons avec au moins un peptide unique, ainsi que
le nombre de protéines annotées « plasma membrane » et CD par GO

La Figure 1-10 illustre le nombre de protéines identifiées en moyenne dans les trois réplicats pour
chaque échantillon. Ainsi, les réplicats biologiques OB1, TGO01, ainsi que TG10 et TG16 permettent
d’identifier un nombre similaire de protéines. Les échantillons HA et U87 permettent d’identifier moins
de protéines que les échantillons issus de CSC de tumeurs humaines. Pour I'ensemble de ces

échantillons, en moyenne 29 a 33 % de protéines identifiées sont annotées « plasma membrane ».

147



Projet de recherche de biomarqueurs de cellules souches cancéreuses de glioblastomes

3000
B -
$ 2500 I
=
)
c
S 2000
v
]
£
2 1500 :
5 =

1000 G
2 =
§ o
2 500 i

0 i

-
>

us7 OB1 TGO1 TG10 TG16

Figure I-10 - Nombre moyen de protéines identifiées avec au moins un peptide unique dans les trois réplicats de chaque
échantillon

Par ailleurs, afin d’établir quelles protéines sont différentiellement exprimées, deux comparaisons ont
été effectuées a I'aide d’un test statistique de Welch et du logiciel Perseus, a partir des données de

guantification protéique normalisées LFQ :

- TGO01, OB1, TG10, TG16 (groupe nommé CSG) contre HA pour différencier les protéines

différentiellement exprimées dans les cellules saines par rapport aux CSC de glioblastomes,

- Et CSG contre U87 afin de différencier les protéines différentiellement exprimées dans les

cellules cancéreuses différenciées de glioblastomes par rapport aux CSC de glioblastomes.

En ce qui concerne la comparaison CSG contre HA, 1147 protéines ont été identifiées comme étant
différentiellement exprimées (p < 0,05), parmi lesquelles 614 sont surexprimées dans le groupe CSG
(ratio CSG/HA > 0) (Figure 1-11). Ce grand nombre de protéines différentiellement exprimées peut
s’expliquer non seulement par la différence du nombre de protéines identifiées entre I'échantillon HA
et les échantillons CSG, mais également par la structure des cohortes d’échantillons inadaptée aux
outils statistiques (taille des cohortes et déséquilibre du nombre d’individus par groupe). Au total, huit
protéines CD sont surexprimées dans les échantillons de CSC de glioblastomes, comme le montre le

« volcano plot » de la Figure 1-12.
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Figure I-11 — « Volcano plot » réalisé a I'aide des données issues du test statistique de Welch opposant les échantillons
CSG a HA
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Figure 1-12 — « Volcano plot » réalisé a I’aide des données pour les protéines CD issues du test statistique de Welch

opposant les échantillons CSG a HA
En ce qui concerne la comparaison CSG contre U87, 1583 protéines ont été identifiées comme étant
différentiellement exprimées (p < 0,05), et plus particulierement, 775 sont surexprimées dans le
groupe CSG (ratio CSG/U87 > 0) (Figure I-13). De méme que pour la précédente comparaison, ce grand
nombre de protéines différentiellement exprimées peut s’expliquer par le déséquilibre du nombre
d’individus entre le groupe U87 et CSG, ainsi que par un nombre d’individus par groupe inadapté aux
analyses statistiques. Au total, dix protéines CD sont surexprimées dans les échantillons de CSC de

glioblastomes, comme l'illustre le « volcano plot » de la Figure 1-14.
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Figure I-13 — « Volcano plot » réalisé a I'aide des données issues du test statistique de Welch opposant les échantillons
CSG a U87
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Figure 1-14 — « Volcano plot » réalisé a I’aide des données pour les protéines CD issues du test statistique de Welch
opposant les échantillons CSG a U87

Le détail de I'ensemble des protéines CD surexprimées dans chacune des comparaisons dans les CSC
de glioblastomes est donné par le Tableau I-1. Celui-ci permet notamment de rendre compte que deux
protéines sont retrouvées comme étant différentiellement exprimées dans les deux comparaisons : le
CD221 et le CD56, identifiés respectivement avec 16 et 9 peptides uniques dans nos analyses. Ces
protéines pourraient de ce fait étre de potentiels marqueurs de CSC de glioblastomes. En effet, elles
sont a la fois surexprimées dans les CSC par rapport a des cellules saines a partir desquelles les
glioblastomes peuvent se développer (HA), et surexprimées par rapport aux cellules cancéreuses de
glioblastomes différenciées. En ce qui concerne le CD56 (P13591, Neural-cell adhesion molecule 1), il

7

a été testé par immunohistochimie sur des échantillons semblables, et a permis de distinguer les
territoires différenciés des territoires indifférenciés au sein méme de la tumeur. Il permettrait de ce
fait de définir le niveau de malignité de la tumeur. Cette protéine, impliquée dans I'adhésion neurones-
neurones, a notamment été décrite comme jouant un role dans la biologie des tumeurs, mais son

expression n’est pas restreinte aux tissus cérébraux?1%-213,

152

ssssessssnes

10



Chapitre Il — Application des développements a des projets de recherche de biomarqueurs par
analyse protéomique quantitative sans marquage

CD surexprimés dans CD surexprimés dans
CSG contre HA CSG contre U87
(p<0,05 et ratio>0) (p<0,05 et ratio>0)

CD56
CD71 CD49b
CD222 CD51
CD97 CD58
CD298 CD156
CD315 CD205
CD36 CD167a
CD221 CD239
CD56 CD221
CD156b

Tableau I-1 - Tableau résumant les protéines CD surexprimées dans les deux comparaisons. Les protéines en orange sont
les protéines retrouvées comme différentiellement exprimées dans les deux comparaisons

4- Conclusion et perspectives

En conclusion, I'approche différentielle de protéomique quantitative sans marquage XIC a permis de
mettre en évidence, non pas une éventuelle cible de thérapie, mais davantage un marqueur
permettant potentiellement de distinguer les territoires différenciés des territoires indifférenciés au
sein de la tumeur, le CD56 (ou P13591). Il est a noter cependant que cette étude présente différentes

faiblesses que sont :

- L'implication d’un trés faible nombre d’échantillons et de réplicats biologiques, notamment
pour les échantillons controles (HA et U87) qui présentent non seulement un poids statistique
tres faible, mais ne permettent pas d’apprécier la représentativité de cette population. Cette
étude s’inscrit néanmoins dans un contexte particulier avec une disponibilité trés réduite

d’échantillons.

- La possible modification du protéome d’origine des CSC de par l'utilisation de cultures

cellulaires de plusieurs semaines permettant de les isoler.

Par ailleurs, la recherche de biomarqueurs cibles de thérapie des CSC souléve une difficulté liée au
développement de thérapies ciblées, qu’est lidentification d’un ou plusieurs biomarqueurs
spécifiques des CSC qui ne seraient pas partagés avec d’autres types cellulaires, dans le but d’éviter les

effets secondaires.
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Le CD56 doit maintenant faire I'objet d’'une étude de validation a plus grande échelle, impliquant un
grand nombre d’échantillons. Cette étude risque cependant de se heurter a la difficulté inhérente au
projet de recherche de biomarqueurs de glioblastomes qu’est la disponibilité d’échantillons.
L'intégration plus systématique de données de transcriptomique ou de génomique, complémentaires
a celles de protéomique, pourraient jouer un rdle dans les années a venir dans la découverte de
biomarqueurs notamment de glioblastomes, en permettant de corréler les différents niveaux

d’expression®.
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lI- Projet de recherche de biomarqueurs associés a une
chimiorésistance primaire dans les lymphomes B diffus a grandes

cellules

Ce projet de recherche de biomarqueurs associés a une chimiorésistance primaire dans les LBDGC a
été mené en binbme avec le Dr Luc FORNECKER, hématologue praticien hospitaliers aux Hopitaux

Universitaires de Strasbourg (HUS) et docteur en chimie.
1- Contexte

Les lymphomes constituent un groupe hétérogene de malignités hématologiques se développant a
partir des lymphocytes B ou T, et présentant une haute morbidité et mortalité. Sur la base de

parametres a la fois morphologiques et moléculaires, nous distinguons deux types de lymphomes :
- Leslymphomes de Hodgkin,
- Etles lymphomes non-Hodgkiniens™®.

Au sein de ce dernier type, les LBDGC représentent I'entité la plus fréquente avec un tiers des

214 | ’agit d’une tumeur se développant aux dépens des lymphocytes B, agressive, et

patients
rapidement proliférative®”- 21>, Au sein des LBDGC, une classification moléculaire permet de distinguer
trois sous-types : GCB (pour « Germinal Center B-cell like »), ABC (pour « activated B-cell like ») et PMBL
(pour « Primary mediastinal B-cell lymphoma »). Le pronostic varie selon le sous-type dont le patient
est atteint. Ainsi, un sous-type ABC est associé a une issue plus défavorable?'®. En effet, malgré les
traitements de premiere ligne que sont la chimiothérapie CHOP (cyclophosphamide, doxorubicine,
vincristine et prednisone) associée au Rituximab, qui a d’ailleurs été une avancée majeure dans le
traitement de ces pathologies ces vingt derniéres années, le rendement de guérison reste de 40-
50%%%>. Ceci s’explique par le fait que la moitié des patients atteints de LBDGC développe une

résistance au traitement menant au décés, malgré leur prise en charge thérapeutique?** 217, Cette

résistance présente a I’heure actuelle un sérieux défi pour les hématologues.

Une meilleure compréhension de la résistance a ces traitements est primordiale afin d’améliorer la
qualité et l'efficacité des thérapies. C'est dans ce contexte que nous avons mené une étude
protéomique différentielle a partir de biopsies ganglionnaires congelées au moment du diagnostic,

opposant 8 patients réfractaires a 12 patients sensibles au traitement de premiere ligne, et ce afin de

155



Projet de recherche de biomarqueurs associés a une chimiorésistance primaire dans les lymphomes B
diffus a grandes cellules

mieux comprendre la biologie sous-jacente a la chimiorésistance, voire de trouver des signatures
permettant de déceler cette résistance au moment du diagnostic et d’adapter les traitements en

conséquence.

2- Stratégie analytique employée

L'originalité de ce projet repose sur le matériel de départ utilisé, soit des biopsies ganglionnaires
fraiches pour la recherche de biomarqueurs de lymphome, comme développé au Chapitre -1,
combiné a une approche de protéomique globale. De plus, de par I'implication du Dr Luc FORNECKER

au laboratoire, la sélection des échantillons a pu étre pleinement maitrisée par notre équipe.

Les deux cohortes ont été réalisées a partir d’'une liste de patients pour lesquels un prélevement
congelé était disponible au Centre de Ressources Biologiques des HUS. La sélection s’est ensuite

effectuée selon plusieurs criteres, tels que :

Un diagnostic établi de LBDGC selon la classification de I’'OMS 200828,

- L’application du méme traitement de premiere ligne, soit la combinaison Rituximab-CHOP,

- Un préléevement effectué au moment du diagnostic disponible au Centre de Ressources

Biologique,

- Ladisponibilité des données cliniques,

- Et I'obtention du consentement du patient quant a l'utilisation des prélévements pour la

recherche.

Ainsi, la cohorte « réfractaire » contenait 8 préléevements de patients réfractaires primaires aux
traitements de premiére ligne, ou qui ont rechuté de maniéere précoce malgré une réponse compléete
initiale. La cohorte « sensible » était quant a elle constituée de 12 prélevements de patients qui ont

répondu de maniére compléete au traitement de premiére ligne et qui n’ont pas rechuté.

Le schéma analytique de I'étude protéomique différentielle menée résulte des différentes

optimisations réalisées au cours du Chapitre II-11l-1. |l est résumé par la Figure 1I-1.
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(décongelés) :
- De 8 patients réfractaires
- De 12 patients sensibles
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Figure II-1 - Schéma analytique employé afin d’établir une signature protéique permettant de déceler précocement une chimiorésistance
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A partir de I'extraction des protéines de tissus frais, vingt microgrammes de protéines ont été préparés
en TG et ont fait 'objet d’'une analyse nanoLC-MS/MS sur un spectrométre de masse de type Q-
Orbitrap (Q-Exactive +, THERMO FISHER SCIENTIFIC). Les données ont été traitées a I'aide du logiciel
MaxQuant, et le traitement statistique des données de quantification sans marquage XIC a été effectué
a partir des données peptidiques, a 'aide du « package » MSqRob?*® disponible sous R, par le Dr
Frédéric BERTRAND, statisticien a I'Institut de Recherche Mathématique Avancée (IRMA) de
Strasbourg. Cet outil statistique permet d’évaluer les ratios protéiques directement a partir des
intensités peptidiques, soit directement a partir des mesures effectuées par le spectrometre de masse,
et réduit les biais inhérents aux approches employant les données protéiques inférées en tenant
compte de la variabilité de réponses entre peptides. Il permet notamment d’éviter la perte de
certaines protéines. De plus, il surpasse les approches protéiques dans le cas de recherche de protéines
différentiellement exprimées au sein de données clairsemées en raison de données manquantes. En
résumé, |'utilisation de cet outil s’explique par une meilleure exactitude, sensibilité et spécificité par

rapport aux approches employant les données protéiques inférées.

3- Résultats

a. Qualitatifs

D’un point de vue qualitatif, 4822 protéines au total ont été identifiées avec au moins un peptide
unique sur I'ensemble des 20 échantillons. De maniére plus détaillée, le nombre de protéines

identifiées pour chaque échantillon est donné par la Figure 11-2.
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Figure 11-2 - Nombre de protéines identifiées avec au moins un peptide unique dans chaque échantillon

Les identifications sont relativement similaires d’un échantillon a I'autre avec 4063 a 4385 protéines
identifiées, hormis pour I’échantillon du groupe des sensibles (RAH Am) pour lequel un nombre plus

faible, de 3802 protéines, a été identifié.

b. Quantitatifs

Contréle qualité

Afin de s’assurer que I'ensemble des analyses a été effectué dans les mémes conditions, la stabilité du
couplage a été suivie a |'aide des onze peptides iRT dopés dans chacun des échantillons avant analyse
nanolLC-MS/MS. Ainsi, dans un premier temps, les CV des Tr pour chacun des peptides, calculés sur
I’ensemble des échantillons, a permis d’établir la boite a moustache de la Figure 1I-3. Celle-ci permet
de rendre compte, avec une valeur médiane inférieure a 1 %, de la stabilité du systeme

chromatographique tout au long de la séquence d’analyses des échantillons.
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Figure I1-3 - Boite a moustache représentant la distribution des coefficients de variation calculés a I'aide des Tr extraits de
Skyline pour chaque peptide iRT considéré dans I’ensemble des échantillons.
La valeur encadrée correspond a la valeur médiane

Dans un deuxieme temps, les aires extraites, pour chacun des peptides dont le rapport signal sur bruit
était correct dans chacune des analyses (2 peptides ont été 6tés pour le calcul des CV), a I'aide du
logiciel Skyline ont permis de calculer des CV permettant de suivre la stabilité du couplage. La
répartition de ces CV est donnée par la Figure Il-4. La valeur médiane de 16 % permet d’apprécier la

bonne stabilité et la bonne répétabilité du couplage dans les conditions d’analyse.

Ce contréle qualité a permis de rendre compte de la répétabilité, ainsi que de la robustesse du
couplage nanolLC-MS/MS pendant les analyses des échantillons du projet de recherche de

biomarqueurs associés a une chimiorésistance primaire dans les LBDGC.
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Figure 1I-4 - Boite a moustache représentant la distribution des coefficients de variation calculés a I'aide des valeurs
d'aires extraites de Skyline pour chaque peptide iRT considéré, quantifié dans I’ensemble des échantillons.
La valeur encadrée correspond a la valeur médiane

Echantillons de ganglions lymphatiques de LBDGC

En ce qui concerne les échantillons des deux cohortes, les profils globaux de I’'ensemble des intensités

protéiques pour chaque échantillon ont été comparés a l'aide la Figure I1I-5.

Echantillon
B i g £ z ] g 3 i H g 3 g 3 g 5 8 E
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Figure II-5 - Profil de I'ensemble des intensités protéiques pour chacun des 20 échantillons analysés

Ces profils semblent, tout comme au niveau qualitatif, relativement similaires entre les différents
échantillons. L’échantillon qui présentait un nombre plus faible de protéines identifiées (RAH Am)

présente tout de méme un profil d’intensités semblable aux autres échantillons. De surcroit, le
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coefficient de corrélation moyen calculé a partir des coefficients de corrélation établis a partir des

valeurs d’intensités normalisées de chaque échantillon entre eux est de 0,89.

Une fois la qualité des données attestée, un test statistique opposant le groupe des réfractaires au
groupe des sensibles a été mené a partir des intensités peptidiques, a I'aide du modele « Peptide-level
Robust Ridge Regression » décrit par Ludger GOEMINNE et collaborateurs. Au total 586 protéines,
couvrant trois ordres de magnitude (Figure 1l-6) ont été identifiées comme étant différentiellement
exprimées entre les deux groupes avec une « p-value » et un taux de faux-positifs inférieurs a 5 %. La

liste de ces protéines différentiellement exprimées est donnée en Annexe 1.
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Figure 1I-6 - Gamme dynamique de I'ensemble des échantillons - en rouge sont représentées les protéines
différentiellement exprimées (avec un FDR<5 %) aprés avoir effectué un test statistique opposant le groupe des
réfractaires au groupe des sensibles

En paralléle des analyses protéomiques, des analyses transcriptomiques (RNA-séq) ont été menées sur
17 de ces échantillons, en collaboration avec les Drs Seiamak BAHRAM et Raphaél CARAPITO du
laboratoire d’immuno-rhumatologie moléculaire de Strasbourg. En effet, pour un échantillon du
groupe des réfractaires et deux échantillons du groupe des sensibles, la totalité du matériel de départ
a été utilisé pour I'extraction des protéines, et n’était de ce fait plus disponible pour effectuer une
extraction d’ARN. A partir des données de comptage normalisées par la taille des génes de 17535
genes, un test statistique de Wald opposant le groupe des réfractaires au groupe des sensibles a été

effectué. En fixant une valeur seuil de « p-value » ajustée inférieure a 0,1, au total 244 génes ont été
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identifiés comme étant différentiellement exprimés entre les deux groupes. La liste des génes

différentiellement exprimés est donnée en Annexe 2.

L'intégration des deux types de données a I'aide du logiciel Perseus a permis d’exprimer 2936 ratios
protéines/génes. A partir de ces données, vingt-deux protéines ont été trouvées comme étant
différentiellement exprimées a la fois en protéomique et en transcriptomique (Tableau Il-1). Au sein
de ces 22, seize protéines ont été trouvées comme étant surexprimées dans les deux types de données

(Figure 11-7). Parmi ces 16 protéines, nous trouvons IDO1 (P14902) et PREX1 (Q8TCU®6).
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Figure 1I-7 — Visualisation conjointe des ratios protéiques et d’ARN messager (Résistant/Sensible)

En rouge sont représentées les 16 protéines surexprimées dans le groupe des réfractaires a la fois en transcriptomique et
en protéomique

163



Projet de recherche de biomarqueurs associés a une chimiorésistance primaire dans les lymphomes B
diffus a grandes cellules

N° accession
——— Ratio protéique | Ratio transcrits Nom de géne
043927 2,95 1,63 CXCL13
P14902 2,92 k7 IDO1
P20718 2,70 1,70 GZMH
P52790 1,67 1,86 HK3
P05109 1,67 73 S100A8
075558 1,39 1,20 STX11
P35237 1,20 1,55 SERPINB6
Q5TEJ8 %19 1,27 THEMIS2
P04179 1,16 1,56 SOD2
P01009 1,14 1,80 SERPINA1
P26447 0,85 1,38 S100A4
Q8TCU6 0,83 1,07 PREX1
P00450 0,64 1,68 cP
P49863 0,58 1,46 GZMK
P48960 0,51 1,15 CD97
075915 0,49 0,92 ARL6IP5
P40259 -1,65 -1,32 CD798B
P25398 -0,43 -0,88 RPS12
P22087 -0,39 -0,80 FBL
P62753 -0,31 -0,94 RPS6
P62269 -0,26 -1,07 RPS18
P01024 0,31 -1,44 Cc3

Tableau II-1 - Liste des protéines et genes différentiellement exprimés dans les données de protéomique et
transcriptomique avec les ratios (Résistant/Sensible) correspondants

- En ce qui concerne la protéine IDO1 (ou Indoleamine 2,3-dioxygenase 1), elle joue un réle
dans la dégradation du tryptophane, générant un microenvironnement immunosuppresseur
qui provoque I'apoptose des cellules T ayant pour role de détruire les cellules tumorales, et
induit I'augmentation des cellules T régulatrices qui régulent la quantité des cellules T.
L'inhibition de cette protéine pourrait potentiellement améliorer [Iefficacité des

immunothérapies chez les patients réfractaires??.
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- Pour ce qui est de PREX1 ou (Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac
exchanger 1), elle est connue pour étre surexprimée dans de nombreux cancers tels que le
cancer du sein, de la prostate ou le mélanome. Avec PREX2 elle joue un role oncogénique dans

les cancers humains en stimulant la migration et I'invasion des cellules tumorales??.,

222intégrant les annotations GO et KEGG (pour

Al’aide de I'outil d’enrichissement 2D du logiciel Perseus
« Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes »), il a été possible de mettre en évidence des voies de
signalisation enrichies dans le groupe des réfractaires, comme la cascade du complément et de la
coagulation. Des études suggerent que la cascade du complément est impliquée dans le
développement de tumeurs, du fait de la génération d'un microenvironnement

immunosuppresseur??,

4- Conclusion et perspectives

Les deux protéines, ainsi que les deux voies de signalisation mises en évidence par cette étude, doivent
étre évaluées a plus grande échelle sur une cohorte indépendante afin de valider qu’elles sont bien
signatures de la résistance aux traitements de premiere ligne dans les LBDGC. Pour ce faire, des
méthodes biologiques telles que la cytométrie en flux ou encore la spectrométrie de masse ciblée avec
des stratégies de type SRM peuvent étre employées. Les tissus inclus en paraffine représentent une
manne pour la constitution de grandes cohortes d’échantillons pour cette étape d’évaluation/de
validation de potentiels biomarqueurs. C'est pour cette raison que les développements
méthodologiques du Chapitre II-1ll-2 ont été menés et ont démontré la faisabilité et la fiabilité de
I’extraction de protéines a partir de tissus FFPE permettant d’envisager une validation des potentiels

biomarqueurs mis en évidence dans cette étude sur une grande cohorte d’échantillons FFPE.

En parallele, des développements bioinformatiques vont étre menés a partir des spectres MS/MS
peptidiques n’ayant pas mené a une identification lors de cette étude de découverte. Les cancers étant
souvent liés a des mutations, les résultantes protéiques (variants de séquences) ne sont pas présentes
dans les banques de séquences protéiques alors qu’elles ont probablement générées des spectres de
fragmentation. Ces protéines pourraient cependant étre des signatures idéales de ce type de maladie.

Ainsi, I'intégration de données de transcriptomique pourrait dans ce cas :

- Permettre de proposer des séquences protéiques propres a la maladie ou aux échantillons
(spécialisées ou personnalisées), afin d’effectuer une nouvelle recherche protéique a I'aide de

la nouvelle banque ainsi générée,
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- Ou permettre, aprés avoir mis en évidence la surexpression d’'un spectre MS/MS
caractéristique de la fragmentation d’un peptide aprés un test statistique incluant a la fois les
spectres MS/MS ayant mené a une identification ainsi que ceux n’ayant pas mené a une

identification, d’identifier le peptide/la protéine correspondant(e) par séquencage de novo.
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lll-Projet de recherche de biomarqgueurs de suivi de greffons rénaux

Ce projet de recherche de biomarqueurs a été mené en binéme avec le Dr David MARX, néphrologue,
actuellement étudiant en these de recherche au laboratoire, et en collaboration avec le Pr Sophie

CAILLARD des HUS.
1- Contexte du projet

La transplantation rénale représente une thérapie de choix pour les patients atteints de maladies
rénales au stade terminal, qui améliore leur survie et leur qualité de viel’> 224225 E|le est actuellement
réalisée sur 80000 patients dans le monde par an. Malgré les améliorations des protocoles
d’'immunosuppression et de surveillance des patients, qui ont notamment permis d’augmenter la
durée de vie a court terme du greffon, le rendement de survie des greffons reste a I’heure actuelle
insuffisant avec 10 a 20 % des greffés qui font un rejet dans les soixante premiers jours post-
transplantation??> 2%, en raison de phénoménes inflammatoires au niveau du greffon, ou de maladies
glomérulaires, de fibroses, etc. De nos jours, une augmentation de la créatinine plasmatique permet
de rendre compte d’'une complication mais de maniere tardive et non spécifique. En effet, le suivi de
cette valeur ne permettant pas de différencier les différentes affections, une biopsie du greffon est
souvent réalisée pour établir un diagnostic, souvent tardif?>>2%8, Cet acte est cependant invasif,
chronophage, et peut entrainer des complications. De ce fait, il n’est pas envisageable de le réaliser de
maniere fréquente sur le long terme. C’est pourquoi il y a un réel besoin d’'une méthode de diagnostic
non invasive, sensible, et spécifique des complications pouvant survenir sur le greffon rénal. Cette
méthode nécessite de trouver des biomarqueurs fiables et précoces, qui permettraient d’évaluer de
maniére rapide ce qui cause les dommages au greffon, et ainsi de mettre en place un traitement
précoce et préventif du rejet avant I’élévation de la créatininémie!® 224228 |’yrine apparait comme
une matrice de choix (voir Chapitre II-1V) pour partir a la recherche d’un jeu de biomarqueurs universel
au panel de complications permettant le suivi du greffon, et d’éviter la biopsie fréquente et parfois

inutile.

C’est dans ce contexte qu’une étape de découverte de biomarqueurs de suivi de I'état du greffon rénal
dans l'urine a été menée par une approche de protéomique quantitative différentielle sans marquage
XIC, opposant 16 échantillons de patients greffés stables a 16 échantillons de patients présentant des
complications. Cette étude a fait I'objet d’un financement de pré-maturation par la SATT Conectus de

Strasbourg. Elle s’inscrit dans un contexte particulier, celui de mettre au point une méthode
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diagnostique applicable en routine en clinique, c’est-a-dire dont la préparation d’échantillons soit

simple, rapide et robuste (c’est-a-dire applicable a n‘importe quel échantillon d’urine).

2- Stratégie analytique employée

Cette étude a été menée sur 96 échantillons sélectionnés parmi 5400 prélevements urinaires, collectés
et congelés au département de Néphrologie et Transplantation du Nouvel Hépital Civil (NHC) de
Strasbourg, pour des patients ayant subi une transplantation rénale apres mai 2014, pour lesquels une
biopsie concomitante au préléevement urinaire permettant de statuer sur I'état du greffon a été
effectuée, et ayant signé un consentement pour participer a des études sur les facteurs influencant le
pronostic des transplantations rénales. A partir de ces 96 échantillons, 32 mélanges (ou « pools ») de
3 échantillons ont été réalisés. Le choix des « pools » a été fait de maniére a homogénéiser les
échantillons pour ainsi diminuer la variabilité inter-individus, étant donné que I'urine est un échantillon
tres variable d’un individu a 'autre, et renforcer le signal propre au statut représenté par le « pool ».
Cette technique est d’ailleurs souvent employée pour les études de protéomique portant sur I'urine’*

173 Ainsi, deux cohortes ont été réalisées :

- La premiére cohorte est constituée de 16 « pools » « controles ». |l s’agit de 16 mélanges de 3
prélevements urinaires de patients transplantés qui ne montrent pas de complication aigué a
la biopsie, et dont les fonctions rénales étaient stables dans les semaines précédant et suivant

la biopsie.

- La seconde cohorte est constituée de 16 « pools » de patients transplantés, incluant 9 types

de complications, non divulguées afin de respecter la confidentialité du projet.

De par I'implication du Dr David MARX au laboratoire, la sélection des échantillons a pu étre rapide et

pleinement maitrisée par notre équipe.

Le schéma analytique employé est celui optimisé au Chapitre II-1V et détaillé dans la Figure IlI-1. Ainsi,
apres avoir décongelé les 96 prélevements urinaires, ceux-ci ont été centrifugés afin de retirer les
débris cellulaires. Le mélange de trois prélevements provenant de patients différents a ensuite été
effectué de maniére a générer les deux cohortes de 16 « pools » qui ont été aliquotés en six
exemplaires de 1,2 ml. Un aliquot a été envoyé au laboratoire de biochimie du NHC de Strasbourg, afin
de déterminer la protéinurie et la créatininurie de chaque « pool », tandis que 500 pl d’un deuxieme
« pool » a été utilisé pour notre étude de découverte de biomarqueurs. Le choix de cette méthode de

dosage de la protéinurie s’explique ici par I'objectif premier d’étre dans des conditions similaires a
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celles d’un test appliqué en routine a I’'hopital. Il est a noté que les aliquots restants ont été congelés
et stockés a -80°C de maniere préventive. Pour les 32 « pools » de notre étude, les protéines ont été
concentrées, réduites, et alkylées a I'aide d’un filtre d‘ultracentrifugation avec un seuil de coupure de
10 kDa suivant le protocole FASP. Au vu des dosages protéiques, deux groupes de digestion ont été

générés de maniére a garder des ratios trypsine/protéine acceptables :

- Un groupe d’échantillons comprenant au total 1 a 100 ug de protéines (les quantités réelles

s’étalant de 13,5 a 95,5 ug de protéines),

- Et un groupe d’échantillons comprenant plus de 100 ug de protéines au total (avec des

quantités réelles allant de 102 a 224 ug de protéines).

Ce choix s’explique ici aussi par la volonté de simplifier au maximum le protocole, dans le but de le
rendre applicable a I’hopital. Apres extraction des peptides par SPE, chaque échantillon a été divisé en

deux afin de mener deux séquences d’analyses distinctes :

- Une premiére série nommée « Qsq » pour laquelle la quantité protéique a été ajustée en
fonction de la concentration protéique urinaire pour chaque échantillon, de maniere a

analyser une méme quantité protéique pour chaque échantillon,

- Etune seconde série nommée « V¢q » pour laquelle un méme volume d’échantillon urinaire de
départ a été analysé quelle que soit sa concentration protéique, comme c’est souvent le cas

pour I'étude de fluides biologiques.

Des peptides iRT ont été dopés dans chacun des échantillons avant analyse nanoLC-MS/MS, effectuée
sur un spectrometre de masse de type Q-Orbitrap. Les données brutes ont été traitées avec MaxQuant,
et le traitement statistique a été effectué a partir des données peptidiques, issues de la quantification

sans marquage XIC, par le Dr Frédéric BERTRAND a I'aide du « package » disponible sous R : MSqRob.
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3- Résultats

a. Evaluation de I'apport de I'option « Match between runs » de MaxQuant sur des

séries différentes

Au-dela du projet a proprement parler, I'apport de I'option MaxQuant permettant le transfert des
identifications d’un échantillon a I'autre, nommée « Match between runs », a pu étre évaluée grace
aux deux séries distinctes (Vsq et Qeq). En effet, 'ensemble des données générées pour ces deux séries
ont été traitées au cours d’une méme analyse MaxQuant (Veq+Qg¢q), €n activant cette option dans le
but d’augmenter le nombre d’identifications dans chacun des groupes, tout en effectuant des
normalisations séparées pour les deux conditions d’analyses (Veq et Qgq). Afin d’en tirer des
conclusions, les données des deux séries ont également été traitées de maniére séparées (Vsq €t Quq

individuellement), avec le méme logiciel, en activant ici aussi I'option « Match between runs ».

Dans un premier temps, le nombre total de protéines identifiées dans le traitement MaxQuant

(Vaq+Qgq), et les traitements individuels Veq et Qsq €st donné par le Tableau IlI-1.

Nombre de protéines identifiées
Avec FDR< 1%

Série Qgq Série Vgq

Analyse individuelle

o 1315 my 1225 =
Analyse simultanée 1326 J 1319 M

(Veéq+Qeq) 8%

Tableau IlI-1 - Nombre de protéines identifiées selon les différents traitements MaxQuant

Ces valeurs permettent de rendre compte que I'ajout des 32 analyses d’une série a un traitement
MaxQuant d’une autre série avec I'option « Match between runs » activée, permet d’augmenter de 1
et 8 % le nombre de protéines identifiées par rapport au traitement individuel MaxQuant des 32
analyses de la série V¢q et Q¢q. De maniere plus détaillée, les Figures Ill-2 et IlI-3 illustrent la différence
des pourcentages de protéines identifiées par MS/MS et par « matching » (du fait de I'option « Match
between runs ») entre le traitement MaxQuant (Vsq+ Qsq) par rapport au traitement individuel de la

série Qgq et Vgq respectivement.
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Figure llI-2 - Pourcentage de protéines identifiées (par MS/MS et « matching ») résultant de la différence de
pourcentages de protéines identifiées (par MS/MS et par « matching ») dans les échantillons Q¢ entre le traitement
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Figure llI-3 - Pourcentage de protéines identifiées (par MS/MS et « matching ») résultant de la différence de
pourcentages de protéines identifiées (par MS/MS et par « matching ») dans les échantillons V¢4 entre le traitement
(Veg+ Qqq) et le traitement individuel de V¢q
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Etonnement, I'apport des analyses de la série V¢q et de I'option « Match between runs » au traitement
des données de la série Qsq permet d’identifier moins de protéines par MS/MS que lors du traitement
des analyses de la série Qgq seule (alors que le nombre de spectres MS/MS acquis dans la série Qgq et
donnant lieu a une identification ne devrait pas varier). En réalité, cette différence s’explique par
I’étape de validation a 1 % de FDR qui s’effectue sur des jeux de données de taille différente dans le
traitement simultané et dans le traitement individuel. En contrepartie, le traitement MaxQuant
(Vaq+Qeq) permet d’augmenter le nombre de protéines identifiées par « matching », avec 1 a 2 % de
protéines supplémentaires identifiées avec I'ajout d’analyses de la série Vsq a la série Qqgq, et I'activation
de I'option « Match between runs ». Cette méme tendance, avec cependant des valeurs légerement
plus élevées (+2 a 4 % d’identifications par « matching » et -2 a 4 % par MS/MS), est observée pour la
comparaison traitement MaxQuant (Veq+Qsq) — MaxQuant Ve Les mémes observations ont été

effectuées au niveau des identifications peptidiques.

Par la suite, les mémes comparaisons de traitements MaxQuant ont été effectuées, mais en
s’intéressant cette fois-ci aux pourcentages de protéines quantifiées. Les Figures lll-4 et 11I-5 illustrent
la différence de pourcentages de protéines quantifiées (intensités brutes et intensités normalisées
LFQ) entre le traitement MaxQuant (Veqs+Qsq) par rapport au traitement individuel de la série Qsq €t Veq

respectivement.
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% de protéines quantifiées ((Vig+ Qsq)-Qsq)
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Figure llI-4 - Pourcentage de protéines quantifiées (intensités brutes et intensités normalisées LFQ) résultant de la
différence de pourcentages de protéines quantifiées dans les échantillons Q¢q entre le traitement MaxQuant (Ve¢q+ Qgq) €t
le traitement individuel de Qgq
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Figure llI-5 - Pourcentage de protéines quantifiées (intensités brutes et intensités normalisées LFQ) résultant de la
différence de pourcentages de protéines quantifiées dans les échantillons V¢q entre le traitement MaxQuant (Veq+ Qgq) €t
le traitement individuel de V¢q

Pour la comparaison du traitement MaxQuant (Veq+Qeq) par rapport au traitement MaxQuant Qgq
individuel, le pourcentage de protéines quantifiées est, pour la majorité des échantillons, plus faible
pour le traitement simultané des séries par rapport au traitement individuel (Figure Ill-4). Le nombre
de protéines identifiées étant plus important dans I'analyse simultanée des deux séries, la différence
de pourcentages de protéines quantifiées est en défaveur du traitement simultané, alors que la
tendance inverse est observée en nombre de protéines quantifiées, notamment au niveau des
intensités brutes des protéines (Figure IlI-6). Pour les intensités normalisées LFQ, le nombre de
protéines quantifiées est pour quelques échantillons tout de méme en défaveur d’un traitement

simultané des deux séries.
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Figure IlI-6 - Nombre de protéines quantifiées (intensités brutes et intensités normalisées LFQ) résultant de la différence
du nombre de protéines quantifiées dans les échantillons Q¢4 entre le traitement MaxQuant (V¢q+ Qgq) et le traitement
individuel de Qgq

Pour la comparaison du traitement MaxQuant (Ve¢q + Qeq) par rapport au traitement MaxQuant Vg, il
est clair que malgré I'apport de protéines identifiées, le pourcentage de protéines quantifiées est
moins important dans le traitement simultané des deux séries par rapport au traitement individuel
(Figure 111-5). Cette différence est d’autant plus marquée lorsque les intensités sont normalisées. En
nombre, le traitement simultané est clairement favorable lorsqu’uniquement les intensités brutes sont
considérées, alors qu’il est défavorable lorsque I'emploi des intensités normalisées est envisagé (Figure

-7).
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Figure IlI-7 - Nombre de protéines quantifiées (intensités brutes et intensités normalisées LFQ) résultant de la différence
du nombre de protéines quantifiées dans les échantillons V¢q entre le traitement MaxQuant (Veq+ Qgq) et le traitement
individuel de V¢q

Au niveau des peptides quantifiés, aucune différence n’a été notée entre les deux types de traitement
(simultané et individuel) lors de I'établissement de la différence de pourcentages de peptides
guantifiés, alors qu’en nombre, une moyenne de 230 et 82 peptides supplémentaires (sur un nombre
de 5100 et 4800 respectivement) sont quantifiés lors d’un traitement simultané des deux séries par

rapport au traitement individuel de Q¢q et V¢q respectivement.

En conclusion, I'option « Match between runs » lors du traitement simultané des deux séries (Vgq et
Qsq), permet d’augmenter le nombre de protéines totales identifiées, notamment pour la série Vgq. En
ce qui concerne la quantification, le traitement simultané permet de quantifier moins de protéines en
proportion, mais davantage en nombre. Cependant, si I'étude est menée avec les intensités
normalisées LFQ, I'analyse simultanée des deux séries ne permet pas d’augmenter le nombre de
protéines quantifiées, au contraire. De plus, la normalisation a globalement pour effet de diminuer le

nombre de protéines quantifiées.

Au final, vu le faible apport du traitement simultané, et dans le but de simplifier le traitement a 'aide
du « package » MSqRob en réduisant le fichier en 6tant les échantillons de la série Vg, il a été décidé
d’utiliser le traitement MaxQuant individuel de la série Qsq pour la recherche de biomarqueurs. Il n’a
pas été jugé judicieux d’utiliser la série Vsq pour la recherche de biomarqueurs, puisque des quantités
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analysées différentes peuvent fausser les conclusions d’expression différentielle entre les deux
groupes. De plus, I'analyse de volumes équivalents a mené, pour certains échantillons, a 'analyse
d’une tres faible quantité de protéines, diminuant ainsi la gamme dynamique couverte par |'analyse

de ces échantillons.

b. Résultats qualitatifs

Comme évoqué précédemment, 1315 protéines au total ont été identifiées avec au moins un peptide
unique sur I'ensemble des 32 échantillons « pools ». De maniére plus détaillée, le nombre de protéines

identifiées pour chaque échantillon est illustré par la Figure 111-8.
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Figure I1I-8 - Nombre de protéines identifiées avec au moins un peptide unique dans chaque échantillon.
Les accolades signalent des réplicats biologiques

Les identifications sont relativement similaires d’un échantillon a I'autre dans le groupe contréle avec
898 a 1065 protéines identifiées, tandis que pour le groupe des complications, les identifications vont
de 750 a 1109 protéines identifiées, avec des nombres d’identifications plus faibles observés pour les
échantillons 2 et 16. Il est a noter que I'échantillon 16 correspond a un échantillon pour lequel aucun
autre réplicat biologique n’était disponible, et il est difficile de dire si ce nombre de protéines
identifiées plus faible est propre a la complication qu’il représente ou si il est dii a un probléme de
I’échantillon ou de I'analyse de I'’échantillon en lui-méme. L’échantillon 2 est quant a lui un des quatre
réplicats biologiques de la complication représentée par les échantillons 1, 2, 3 et 4 qui sont tous
relativement différents les uns des autres en termes d’identification, ce qui laisse a penser que cette

complication présente des variabilités d’un échantillon a I'autre.
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Par ailleurs, il est a noter que les échantillons 18 et 28 n’ont été constitués que de deux prélevements
urinaires de patients différents en raison d’un troisieme prélevement contaminé, du fait d’une fissure
du pot de recueil lors du stockage. Cela ne semble cependant pas affecter les résultats d’identification

de ces échantillons.

c. Résultats quantitatifs

Contréle qualité

Les peptides iRT, dopés dans chacun des échantillons, ont permis de suivre la stabilité du couplage
dans les conditions d’analyse, tout comme pour les précédents projets de recherche de biomarqueurs.
Parmi ces onze peptides, deux peptides ainsi qu’un des deux états de charge d’un troisieme peptide
ont d{i étre Otés car ils présentaient des signaux instables sur I'ensemble des analyses. Ainsi, dans un
premier temps, la répartition des coefficients de variation calculés a partir des Tr sur I'ensemble des
échantillons pour chaque peptide ont permis d’établir la boite a moustache de la Figure I1I-9. La valeur
médiane des CV inférieure a 1 %, nous permet de conclure que le systeme chromatographique, dans
les conditions d’analyse, est resté stable tout au long de la séquence. Par ailleurs, la Figure IlI-10
permet d’apprécier la répartition des CV calculés a partir des aires obtenues par le logiciel Skyline. La
valeur médiane de 20 % refléte la bonne stabilité et la bonne répétabilité du couplage dans les

conditions d’analyse.

Ce contréle qualité a permis de rendre compte de la répétabilité, ainsi que de la robustesse du
couplage nanoLC-MS/MS pendant les analyses de I'ensemble des échantillons de la série Qsq du projet

de recherche de biomarqueurs urinaires pour le suivi de greffons rénaux.
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<1%

Figure I1I-9 - Boite a moustache représentant la distribution des coefficients de variation calculés a I'aide des Tr extraits
de Skyline pour les neuf peptides iRT considérés dans I'ensemble des échantillons de la série Qgq.
La valeur encadrée correspond a la valeur médiane
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Figure 111-10 -Boite a moustache représentant la distribution des coefficients de variation calculés a I'aide des valeurs
d'aires extraites de Skyline pour les neufs peptides iRT considérés, quantifiés dans I’'ensemble des échantillons de la série
Qeq.

La valeur encadrée correspond a la valeur médiane
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Echantillons de la série Qsq

En ce qui concerne les 32 échantillons de la série Qgq, leur profil d’intensités protéiques individuel ont

été comparés a l'aide de la Figure Ill-11.
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Figure 1lI-11 - Profil de I'ensemble des intensités protéiques pour chacun des 20 échantillons analysés

Les profils globaux d’intensités de I'ensemble des échantillons semblent relativement semblables les
uns aux autres. Tout comme au niveau qualitatif, I'échantillon 16 semble légérement différent,
cependant cela n’est pas observé pour I'échantillon 2. Malgré un nombre de protéines identifiées
inférieur, les intensités de I'échantillon 16 sont globalement décalées vers des valeurs plus élevées par
rapport aux autres échantillons. Ceci peut éventuellement s’expliquer par le fait que si cet échantillon
contenait effectivement moins de protéines en nombre comparé aux autres échantillons, et était donc
moins complexe que les autres, I'analyse d’'une méme quantité de ce mélange moins complexe a en
réalité engendré I'analyse d’une plus grande quantité de protéines individuelles de I’échantillon 16 par
rapport aux autres échantillons. La normalisation LFQ aurait cependant dii permettre de palier a ce
probleme. Comparé aux échantillons ganglionnaires, les valeurs d’intensités pour les échantillons

urinaires sont dispersées sur une gamme dynamique un peu plus large.

Par la suite, un test statistique opposant le groupe des préléevements urinaires « contréles » au groupe
des préléevements urinaires de différentes complications a été mené a partir des intensités peptidiques,

a l'aide du modele « Peptide-level Robust Ridge Regression » décrit par Ludger GOEMINNE et

collaborateurs. Au total, 58 protéines ont été identifi€es comme étant différentiellement exprimées
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entre les deux groupes avec une « p-value » et un taux de faux-positifs inférieur a 5 %. Ce projet ayant
fait 'objet d’un financement par la SATT Conectus de Strasbourg dans le cadre d’un projet de pré-

maturation, I'identité de ces protéines ne peut étre communiquée.

4- Conclusion et perspectives

Cette étape de découverte de biomarqueurs urinaires pour le suivi de greffons rénaux a permis de
mettre en évidence une cinquantaine de protéines différentiellement exprimées entre les deux
groupes. Parmi ces protéines, une trentaine ont été sélectionnées dans le but d’évaluer leur efficacité
par SRM sur une cohorte de 200 échantillons urinaires. La poursuite de ce projet est actée avec un

projet de maturation financé par la SATT Conectus de Strasbourg.

Par ailleurs, la préparation d’échantillons employée dans ce projet, d’une durée inférieure a deux jours,
permet d’envisager son transfert en milieu hospitalier pour le diagnostic en routine de suivi de greffons
rénaux. Cette durée de préparation peut cependant encore étre réduite en employant un mélange
d’enzymes LysC-trypsine rapide commercialisé par Promega qui permettrait, non seulement de réduire
le taux de coupures manquées qui était de I'ordre de 28 % pour cette étape de découverte, mais aussi

de réduire le temps de digestion et de préparation en omettant les étapes de réduction et d’alkylation.
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Les différentes compétences acquises au cours de ces travaux de these ont été mises a contribution
d’autres projets de collaboration qui n’ont pas été développé dans ce manuscrit. Ceux-ci, qui ont fait

ou vont prochainement faire I'objet d’une publication, sont résumés ci-apres.

I- Recherche de partenaires et caractérisation d’une protéine issue de

I’archée Haloferax volcanii

Ce projet a été mené en collaboration avec le Dr Marc GRAILLE et son étudiant en thése, Tran Van

Nhan, du laboratoire de biochimie de I'école polytechnique de Palaiseau.

Chez les eucaryotes, et plus spécifiquement chez la levure Saccharomyces cerevisiae, la protéine
Trm112 interagit avec et active des méthyltransférases telles que Mtg2, Trm9, Trm11 et Bud23, ce qui
a pour conséquence de modifier les acteurs de la traduction des ARNm en protéines par le ribosome??°.
Les dysfonctionnements des complexes formés par Trm112 et ses partenaires ont d’ailleurs été
associés a des maladies neuro-dégénératives et des cancers?®® 3!, |'archée Haloferax volcanii
constitue un modele d’études, notamment du fait de similarités entre les mécanismes de traduction

des eucaryotes et des archées, pour lequel des outils génétiques ont été développés.
1- Recherche de partenaires de Trm112

Haloferax volcanii permet d’étudier et de comprendre d’un point de vue évolutif le(s) réle(s) des
orthologues de Trm112, dans le but de mieux appréhender les mécanismes de traduction chez les
eucaryotes. De ce fait, I'objectif de ce projet consistait en la caractérisation du réseau d’interaction de
la protéine Trm112 chez Haloferax volcanii par l'identification de ses partenaires au travers d’une

approche de spectrométrie de masse.
Ainsi, les échantillons suivants ont été préparés par nos collaborateurs :

- quatre co-immunoprécipitations de la protéine Trm112-Flag tagguée, réalisées apres une
réaction de pontage chimique in vivo au formaldéhyde, de maniére a stabiliser le complexe®?*
233 || est a noter que la réaction de pontage au formaldéhyde a été inversée par chauffage

apres la purification.

- une co-immunoprécipitation de Trm112-Flag tag sans pontage préalable,
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- ainsi que trois co-immunoprécipitations du flag-tag seul. Cet échantillon permet d’identifier )

les interactions non spécifiques.

L’'ensemble de ces échantillons ont fait 'objet d’'une préparation d’échantillons par gel « Stacking »,
ont été digérés a la trypsine et analysés par microLC-MS/MS sur un couplage microLC (NanoLC 400
Eksigent-SCIEX) - spectrométre de masse de type Q-TOF (TripleTOF 6600 — SCIEX). Les échantillons ont
ensuite été soumis a une recherche dans une banque de données contenant les séquences protéiques
issues d’UniProt pour I'espece Haloferax volcanii. Une comparaison des listes de protéines identifiées,
et plus particulierement une comparaison du nombre de spectres ayant permis ces identifications
entre les échantillons pontés et les échantillons de flag-tag seul, a mené a l'identification de 25
méthyltransférases enrichies dans les échantillons pontés. Parmi ces méthyltransférases, des
orthologues de Mtg2, Trm9 et Trm11l de Saccharomyces cerevisiae ont été retrouvés. Des tests
enzymatiques ont d’ailleurs pu mettre en évidence des activités similaires de Mtq2-Trm112 et Trm9-

Trm112 d’H. volcanii a celles de leurs orthologues eucaryotes.

Ainsi, I'apport de la spectrométrie de masse pour l'identification de partenaires a permis d’approfondir
I’état des connaissances du réseau d’interaction de la protéine Trm112 dans le mécanisme de la

traduction d’ARNm.
2- Recherche de méthylation du motif GGQ de la protéine aRF1

Le complexe formé par Trm112 et Mtq2 méthyle le facteur de terminaison eRF1 impliqué dans la
libération des protéines nouvellement synthétisées sur la chaine latérale d’'une glutamine chez S.
cerevisiae®* 23>, |’objectif de cette étude était ici de caractériser la protéine aRF1, orthologue de eRF1
chez H. volcanii, et plus spécifiguement, d’étudier son état de méthylation dans les co-

immunoprécipitations d’aRF1 provenant :
- De la souche sauvage,
- D’une souche Mtq2 délétée,
- D’une souche Trm112 délétée,
- Et d’un essai de méthylation in vitro qui permet de maitriser le rendement de méthylation.

L'objectif était de déterminer si la protéine Trm112 est nécessaire a la méthylation d’aRF1.

185



Ainsi, des gels « Stacking » ont été préparés pour chaque échantillon de maniéere a retirer la grande
quantité de sels présente dans les échantillons, du fait de la précipitation de la protéine en absence de
sels. Dans un premier temps, trois enzymes ont été testées sur la protéine aRF1 recombinante
exprimée chez Escherichia Coli, soit |a trypsine, la pepsine et la thermolysine. L’objectif était de trouver
une enzyme qui permette de mesurer le motif GGQ de la protéine par spectrométrie de masse, soit
plus précisément de générer un peptide de 7 a 25 acides aminés contenant le motif GGQ. Ainsi, les
digestes peptidiques de ces trois enzymes pour la protéine recombinante ont été analysés par nanolLC-
MS/MS sur un couplage nanoLC (Nano-Acquity, WATERS) — spectrométre de masse de type Q-Orbitrap
(Q-Exactive +, THERMO FISHER SCIENTIFIC). Par la suite, des recherches ont été effectuées dans une
banque de donnée contenant la séquence de cette protéine, ainsi que celle de la protéine aRF3
(souvent présente dans les échantillons du fait de sa forte interaction avec aRF1), des enzymes utilisées
et des kératines humaines. Pour la trypsine, au maximum une coupure manguée était autorisée. Pour
la thermolysine, cinq coupures manquées ont été autorisées, alors que pour la pepsine, I'enzyme n’a
pas été spécifiée. Deux recherches ont été effectuées pour chaque enzyme : une premiére avec les
modifications variables de méthylation et de diméthylation de la glutamine, et une seconde avec la
modification variable de méthylation sur I'ensemble des acides aminés susceptibles de portés une

méthylation, soitT,S,E, D, L, I, R, Q, N, K, Het C.

- De par la proximité de nombreuses lysines et arginines autour du motif GGQ (Figure I-1), la
trypsine n’a pas permis de générer des peptides suffisamment grands pour étre détectés en

MS.

- La thermolysine (qui clive théoriguement en partie N-terminale des acides-aminés L, F, V, |, A
et M) semblait quant a elle permettre de détecter le motif GGQ par MS. Cela a bien été le cas,
cependant les spectres de fragmentation de ces peptides présentaient un faible rapport signal
sur bruit et étaient peu informatifs malgré des optimisations d’énergies de collision ou encore

de méthodes de liste d’inclusion.

- La pepsine (qui clive théoriquement en partie C-terminale des acides-aminés F, L, Y et W mais
est relativement aspécifique) a permis de mesurer le peptide par MS. Les spectres des peptides
permettant l'identification du motif GGQ (méthylé, diméthylé ou non) ont été vérifiés
manuellement afin de retirer d’éventuelles ambiguités. Par la suite, pour I'ensemble des
peptides dont les spectres MS/MS étaient validés, les courants d’ions ont été extraits par le

logiciel Skyline dans I'ensemble des échantillons afin de vérifier leur absence ou leur présence
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dans chacun de ces échantillons, dans le but de palier au phénomeéne de sous-échantillonnage

inhérent au mode d’acquisition DDA.

MSSDAEEASEDRRKYEFKKVIEDLREYEGSGTQLVTIYIPEDKQISDVVEHVITEHS
EASNIKSKQTRTNVQDALTSIKDRLRYYGNFPPDNGIVMFSGAVDAGGGQTTM
VTKVLESPPEPIQSFRYHCDSNFLTGPLEDMLMDKGLFGLIVLDRREANVGWLK
GKRVEPVKSASSLYPG KQRKGGQS.AQRFARLRLEAI DNFYQEVAGMANDLFVP

KRHDM DGILVGGFSPTKDEFLDG DYLHI-IIELQDLVVG KFDVAYTDESGLYDLVDA
GQDALADQEVIKDKKQMEEFFEKLHRGNESTYGFEATRKNLVMGSVDRLLISED
LRKDIAVYDCGGQEEYELVDHRHDTPTHECDDGSEAELKDREDVIEWLMDLAD
QRGTETKFISTDFEKGEQLYDAFGGIAGILRYSTGVHHHHHH

Figure I-1 — Séquence de la protéine aRF1 d’Haloferax volcanii
Les peptides théoriques résultant de la digestion sont soulignés en bleu pour la trypsine, en vert pour la thermolysine et en
orange pour la pepsine

Au final, la pepsine a permis de conclure sur la présence de I'espéce non méthylée, méthylée et
diméthylée dans la souche sauvage ainsi que dans I’échantillon Trm112 délété. Aucun des peptides
ayant permis de détecter le motif GGQ n’a été mesuré dans les échantillons Mtg2 délété et in vitro,
malgré de nombreux essais. L’échantillon in vitro va faire I'objet d’'une nouvelle préparation, étant
donné que les conditions expérimentales ont depuis été optimisées, et I’échantillon Mtq2 délété va

étre purifié une seconde fois afin d’effectuer une nouvelle analyse par MS.

II- Recherche de zones d’interactions par une technique de pontage

chimique dans le cadre de différents complexes

La technique de pontage chimique est une méthode permettant de déterminer I'architecture globale
de complexes protéiques en localisant des surfaces d’interactions entre les différents partenaires?®. ||
s’agit d’'une approche de protéomique structurale qui emploie une stratégie de protéomique
« Bottom-up ». Cette technique consiste a ponter chimiquement un complexe protéique dans son état
natif, ou pseudo-natif, a 'aide d’un agent pontant?®’. Cet agent, généralement bi-fonctionnel et non-

clivable, a pour particularité :

- De se lier aux chaines latérales d’acides aminés spécifiques,
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- D’imposer une restriction de distance de par la taille de son bras espaceur. En effet, deux
résidus seront liés pas I'agent pontant, uniqguement si la distance spatiale entre ces deux

résidus est inférieure a la taille maximum que peut prendre le bras espaceur?®,

Ainsi, I'identification de ces pontages chimiques permet de définir quels résidus sont liés, fournissant

de cette maniére des informations de proximité?®,

Ces informations restent cependant
complémentaires a d’autres techniques structurelles comme I'échange hydrogéne/deutérium, la

cristallographie a rayons X, etc?%,

La digestion enzymatique de tels échantillons génere des mélanges trés complexes, au sein desquels
les informations les plus pertinentes, soit les ponts inter-protéiques, sont trées peu abondants et
difficiles & détecter?®. Par ailleurs, ces peptides inter-protéiques pontés générent des spectres de
fragmentation trés complexes, puisqu’ils résultent de la fragmentation simultanée de deux peptides
et de I'agent pontant. Les possibilités d’interprétation sont de ce fait nombreuses et augmentent
I'espace de recherche de n? rendant l'utilisation de moteurs de recherche de protéomique
« classique » comme Mascot inutilisables?. Il n’y a a I'heure actuelle pas de consensus sur les outils
de traitement de données issues de pontage chimique, et de nombreuses équipes ont développé leur
propre logiciel dédié a ce type de données (tels que xQuest/xProphet?? 24, pLink*®, etc.). En plus de
ces difficultés, le défi actuel de cette technique réside dans la validation automatisée des résultats?®’.

En effet, une validation manuelle tres chronophage des données, qui requiert de I'expérimentation et

qui est sujette aux erreurs, est encore nécessaire de nos jours.

Au cours de deux projets de collaboration, deux mélanges d’agents pontants lourd et léger, se liant
aux chalnes latérales des lysines ont été employés : le DSS do/d1> (disuccinimidyl suberate) et le BS®
do/ds (Sulfo-DSS) avec des bras espaceurs de 11,4 Angstrom. Lutilisation d’un mélange lourd/léger
s’explique par la génération d’un doublet caractéristique détectable sur les spectres MS, qui permet
de faciliter la vérification manuelle des résultats. Apres digestion a la trypsine, les échantillons
résultant du pontage chimique ont été analysés par nanoLC-MS/MS. Les données collectées ont été
soumis a une recherche avec le logiciel pLink, et seuls les peptides pontés intra- et inter-protéiques

pour lesquels I'agent pontant a la fois lourd et |éger a été identifié ont été vérifiés manuellement.
1- Etude du complexe de la myomégaline

Afin de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le contréle et la régulation de la
dynamique des microtubules, nos collaborateurs du centre de recherche en cancérologie de Marseille,

le Dr Ali BADACHE et son étudiant Habib BOUGUENINA, ont étudié 'interactome de la myomégaline?**
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245 Pour ce faire, une stratégie de pontage chimique a notamment été appliquée a I'étude du complexe/

formé par la myomégaline et ses huit autres partenaires.

Cette approche a permis d’identifier de nombreux pontages intra-protéiques ainsi que 9 pontages

inter-protéiques, parmi lesquels :
- 5entre la myomégaline et PRKAC
- 1entre la myomégaline et CDK5RAP2
- 2 entre CDK5RAP2 et AKAP9
- 1lentre AKAP 9 et EB1.

Une visualisation des données par I'outil disponible gratuitement sur internet, XiNet?*¢, a permis

d’établir la Figure 1l-1 et d’apprécier la proximité des protéines PRKAC et myomégaline.

Myomeégaline 2
T

e‘é""""[,""{g“

~
3 (=4
o

Figure II-1 - Visualisation XiNet des pontages inter-protéiques entre la myomégaline et certains de ses partenaires

Les collaborateurs ont pu, en plus de la cartographie moléculaire, établir |la Figure II-2, fournissant des

informations complémentaires dans la connaissance de I'‘organisation du complexe de la

189



myomeégaline, qui s’avere relativement alambiquée. Ces travaux ont fait I’objet d’une publication dans

le journal PNAS en 2017.

m Pontages intra

1 Pontages inter

I Cartographie moléculaire

M vt AKAP9

CDK5RAP2

Figure II-2 - Association des données de pontage chimique et de cartographie moléculaire pour I'étude du complexe de la
myomégaline (abrégée MMG sur cette Figure)

2- Etude du complexe TFIIH au travers de différentes sous-unités

L'étude du complexe TFIIH au travers de différentes sous-unités a été mené en collaboration avec le
Dr Arnaud POTERSZMAN, de I'équipe de biologie structurale intégrative de I'Institut de Génétique et

de Biologie Moléculaire et Cellulaire d’lllkirch.

TFIIH est un facteur de transcription général, essentiel pour la transcription de I’ARN polymérase Il, qui
est impliqué dans le processus de réparation de I'ADN. Il s’agit d’'un complexe multi-protéique
composé de dix sous-unités réparties en deux sous-complexes : le coeur-TFIIH et le complexe a activité
kinase CAK?¥. La mutation de TFIIH peut résulter en des maladies humaines telles que des cancers ou
des maladies récessives autosomiques?*®. Son réseau d’interaction est complexe et actuellement peu
compris au niveau moléculaire, c’est pourquoi il a fait I'objet de plusieurs études structurelles au
laboratoire. En effet, en plus d’études d’échange hydrogéne/deutérium, différents édifices de

complexité croissante que sont p34-p44 (sous-édifice centrale de I'intégrité structurelle du coeur a 6),
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CAK/XPD et le coeur a 6 ont été étudié par une approche de pontage chimique afin de définir des zones

d’interactions.

L’étude de deux de ces édifices (cceur a 6 ainsi que de CAK/XPD) a été menée en bindme avec le Dr
Julien MARCOUX alors qu’il était post-doctorant au laboratoire. Ainsi, a I'aide de cette approche de

pontage chimique, nous avons pu établir :

- 35 pontages inter-protéiques et 46 intra-protéiques pour le cceur a 6, ainsi que 4 pontages

inter-protéiques et 60 intra-protéiques pour CAK ayant permis de générer la Figure II-3,

- Et 21 pontages inter-protéiques entre p34-p44 représentés sur la Figure -4 ainsi que 9

pontages intra-protéiques p44 et pour p34.

Kinase

5'to 3" ATP-
dependent
helicase
3"to 5 ATP-
dependent -
helicase

Figure II-3 - Visualisation des pontages inter et intra-protéiques identifiés avec I'analyse des peptides pontés
des édifices CAK/XPD et coeur a 6
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Figure II-4 - Visualisation des pontages inter-protéiques identifiés dans I'édifice p34-p44

L'ensemble de ces résultats ont été fournis a nos collaborateurs et vont prochainement faire |'objet

d’une publication.
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CONCLUSION GENERALE

Les objectifs de ces travaux de these étaient de développer et optimiser des méthodes de préparation
d’échantillons pouvant répondre aux exigences des stratégies de protéomique quantitative sans
marquage (XIC ou comptage de spectres), a savoir une simplicité et une rapidité de mise en ceuvre

permettant I'analyse d’un grand nombre d’échantillons, ainsi qu’une haute répétabilité.

C’est dans cet objectif que j'ai développé et évalué la préparation d’échantillons « Tube-Gel ». J'ai pu
démontrer son efficacité et sa répétabilité pour la protéomique quantitative sans marquage a haut-
débit vis-a-vis de deux autres techniques couramment employées, et ainsi implémenter cette
préparation d’échantillons innovante a de nombreux projets au laboratoire. Par ailleurs, j'ai pu
poursuivre les développements de cette préparation d’échantillons et démontrer I'universalité du

protocole « Tube-Gel » a I'aide de différentes conditions d’extraction et de polymérisation.

En parallele, j’ai procédé a des optimisations de préparations d’échantillons permettant de répondre
a diverses questions biologiques dans le domaine de la recherche de biomarqueurs de pathologies par
analyse protéomique. Ainsi, j'ai pu mettre au point un protocole permettant d’optimiser I’analyse des
protéines membranaires dans le cadre de la recherche de biomarqueurs de glioblastomes. Ces
protéines sont a I’heure actuelle souvent des cibles thérapeutiques préférentielles et sont de ce fait
souvent au centre des recherches de biomarqueurs protéiques. Cependant, leur extraction et leur
analyse restent aujourd’hui encore un défi. La mise au point de ce protocole a permis de mettre en
évidence un candidat biomarqueur permettant de distinguer les domaines différenciés et non

différenciés au sein des tumeurs que sont les glioblastomes.

J’ai également optimisé des méthodes d’extraction de protéines a partir de tissus ganglionnaires a la
fois frais et FFPE pour I'étude de la résistance au traitement des LBDGC. Ces optimisations ont permis
d’étudier les LBDGC a partir de tissus ganglionnaires frais, et de mettre en évidence des protéines
intéressantes qui pourraient permettre de mieux comprendre et appréhender le mécanisme de
chimiorésistance. Ces candidats pourront étre évalués sur des tissus FFPE dont I'extraction a d’ores et

déja été optimisée.

Par ailleurs, j’ai développé une méthode de préparation d’échantillons permettant I'analyse du
protéome urinaire dans le but de trouver des biomarqueurs de suivi de greffons rénaux. Cette matrice
est extrémement variable d’un individu a 'autre, et I'objectif final de ce projet est de mettre au point
une méthode diagnostique applicable en routine a I'hépital. Ainsi, une méthode de préparation

d’échantillons simple, rapide et robuste vis-a-vis des difficultés inhérentes a ce type d’échantillons était



requise. Grace aux développements effectués, le projet se poursuit avec la vérification et la validation

des candidats biomarqueurs proposés par SRM sur une cohorte de 200 échantillons.

Enfin, les différentes compétences acquises au cours de ces travaux ont été mises a contribution

d’autres projets de collaboration de protéomique structurale.

En conclusion, ces travaux de these refletent que la préparation d’échantillons est une étape
primordiale du schéma analytique. Celle-ci doit étre adaptée a la fois a la question biologique posée et
au milieu étudié. Bien entendu, une préparation d’échantillons répétable permet d’éviter
I'introduction de variabilités de maniére précoce dans le schéma analytique d’études de protéomique
guantitative sans marquage, cependant les étapes suivantes doivent au méme titre étre maitrisées et
suffisamment répétables afin de générer des données fiables. Ceci est particulierement important
dans la recherche de biomarqueurs de pathologies humaines, de maniere a ne pas faire passer des

candidats biomarqueurs erronés a des étapes de vérification et de validation tres colteuses.

Plus personnellement, au cours de ces travaux de these j’ai pu acquérir de nombreuses connaissances
notamment sur la préparation d’échantillons, I'analyse par nanoLC-MS/MS, I'‘entretien de
spectrometres de masse et le traitement bio-informatique de données. J’ai également pu développer
mon esprit critique et pris conscience de I'enjeu de chaque manipulation de I"échantillon au cours du
schéma analytique pouvant étre source de variabilités. Par ailleurs, j’ai appris a communiquer mes
résultats au travers de communications par affiche ou orale, mais aussi au travers de réunions avec les

collaborateurs.

PERSPECTIVES

Au vu des performances en constante évolution des spectrométres de masse, qui permettent
d’analyser des mélanges complexes en des temps de plus en plus réduits, et de la maturité des
stratégies de protéomique « Bottom-up », I'enjeu des années a venir consistera a analyser des
cohortes d’échantillons toujours plus importantes, ce qui permettra notamment de se placer dans des
conditions plus favorables aux traitements statistiques. De ce fait, des préparations d’échantillons

simples, rapides, sans fractionnement et répétables deviendront d’autant plus indispensables.

Par ailleurs, malgré la relative maturité de la protéomique « Bottom-up », de nombreux efforts doivent
encore étre réalisés de maniére a tirer beaucoup plus d’informations des données générées. En effet,
la quantité de données et par extension la quantité de spectres MS/MS générées ont trés largement

augmenté ces dernieres années. Cependant, une large proportion de ces informations n’est
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Perspectives /

actuellement pas exploitée avec en moyenne 75 % de spectres non identifiés®’. Ces améliorations
peuvent notamment passer par la protéogénomique et l'intégration de données multi- « omiques »
permettant par exemple de générer des banques personnalisées®. Ceci peut étre particuliérement
intéressant dans le domaine médical et la médecine personnalisée®. Le développement de stratégies
multi-« omiques » reste cependant relativement récent et lintégration de ces données reste
compliquée de par le manque d’expertise et d’outils dédiés. Ainsi, des progrés restent a faire dans ce

domaine afin de rendre ces approches plus attractives.

De par les différentes collaborations menées au cours de ces travaux, il me semble important
d’intégrer de maniere plus systématique des statisticiens aux projets de recherche de biomarqueurs,
étant donné qu’ils ont I'expertise et la connaissance permettant d’employer les outils les plus adaptés
aux données générées et aux questionnements biologiques. A ce méme titre, I'analyse protéomique
par MS nécessite une expertise dans le domaine de I'analytique et de la spectrométrie de masse, de
maniere a étre au fait de I'importance de maitriser I'ensemble du schéma analytique. Ce type
d’expertise pourrait notamment étre implémentées dans le futur dans les hépitaux pour le diagnostic,

voire la médecine personnalisée en routine par MS2*,
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PARTIE EXPERIMENTALE

|- Préparations d’échantillons

1- Recherche de biomarqueurs de glioblastomes

Gel « Stacking » : Les protéines ont été dénaturées a 100 °C pendant 10 minutes dans un tampon
contenant 5 % de SDS, 5 % de 2-mercaptoéthanol, 1 mM d’EDTA, 10 % de glycérol et 10 mM de Tris-
HCl a pH 6,8. Au total, 25 pg de protéines par échantillon ont été migrées dans la partie haute (gel de
concentration a 4 % d’acrylamide) d’un gel 1D SDS-PAGE. Les gels ont été fixés a I'aide d’une solution
composée de 50 % d’éthanol et 3 % d’acide phosphorique, et colorés au bleu colloidal « Silver Blue ».
La bande de « Stacking » a été excisée, ainsi que la partie supérieure a cette bande, découpée en deux

bandes.

Réduction/Alkylation en gel : Les bandes de gel ont été décolorées a I'aide de 100 pl d’'un mélange
ACN/bicarbonate d’ammonium a 25 mM (3/4//4). Cette opération a été répétée 4 fois. Celles-ci ont été
déshydratées avec 50 pl d’ACN avant réduction des cystéines avec 50 ul de DTT a 10 mM pendant 30
minutes a 60 °C, puis 30 minutes a température ambiante. L’alkylation a ensuite été réalisée a I'aide
d’lIAA a 55 mM pendant 20 minutes dans le noir. Pour finir, les bandes de gel ont été lavées trois fois a
I'aide de 50 pl de bicarbonate d’ammonium a 25 mM, puis déshydratées deux fois avec 50 ul d’ACN.

Les bouts de gel ont été stockés a -20 °C jusqu’a la digestion enzymatique.

Digestion : Les protéines de la bande « Stacking » ont été digérées a I'aide de 12,5 pl d’une solution
de trypsine porcine modifiée (Promega) a 0,04 pug/ul dans 25 mM de bicarbonate d’ammonium. Pour
les deux bandes correspondant a la partie haute du gel, les protéines ont été digérées avec 5 ul de
solution de trypsine modifiée a 12,5 ng/ul dans 25 mM de bicarbonate d’ammonium. Du tampon
bicarbonate d’ammonium a été ajouté a chaque échantillon de maniére a atteindre un volume final de
25 ul, afin que la totalité des bouts de gel soient immergés. La digestion a été réalisée sur la nuit a 37

°C.

Extraction des peptides du gel : Deux extractions successives ont été réalisées afin d’extraire les
peptides du gel. La premiére a été réalisée pendant une heure avec 40 ul d’'une solution composée de
60 % d’ACN et 0,1 % de FA. La seconde a été effectuée avec 40 pl d’ACN a 100 % pendant une heure.
Les extraits peptidiques ont été réunis dans un puits, et I'excés d’ACN a été évaporé sous vide a I'aide

d’un SpeedVac™ (Thermo Scientific, Waltham, USA) aprés dopage des échantillons aux peptides iRT.
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Les peptides ont été resolubilisés dans 50 pl d’'un mélange H,0/ACN/FA (98/2/0,1), et ont été soniqués

dans la glace pendant 20 minutes avant analyse nanoLC-MS/MS.

2- Recherche de biomarqueurs de LBDGC

Extraction de protéines a partir de tissus frais : A partir d’'une dizaine de milligrammes de biopsies, les
protéines ont été extraites en deux fois a I'aide d’un potter en verre. Une premiére fois a I'aide de 100
ul de tampon Laemmli sans bleu de bromophénol et sans DTT (soit 62,5 mM de Tris-HCl a pH 6,8, 10
% de glycérol et 2 % de SDS), puis une seconde fois a I'aide de 85 pul de ce méme tampon. Les deux
extraits, ainsi que les morceaux de biopsies restants, ont été réunis dans un Eppendorf et ont été
soumis a une sonication de 5 minutes dans un bain a ultrasons. La quantité de protéines pour chaque
échantillon a été dosée a I'aide d’un dosage DC (Bio-Rad). Au total, 20 pg ont été préparés en « Tube-

Gel ».

Extraction de protéines a partir de tissus FFPE : Les extractions ont été réalisées sur des copeaux de
tissus FFPE de 20 um. Dans un premier temps, les copeaux ont été déparaffinés a I'aide de deux bains
de 5 minutes avec 1 ml de xyléne sous agitation. Chaque bain a été suivi d’'une centrifugation a 12000
X g pendant 3 minutes de maniére a retirer le surnageant. Les tissus ont par la suite été réhydratés a
I'aide de trois bains successifs de 5 minutes avec 1 ml d’éthanol a 100 %, 90 % et 70 % respectivement.
Du tampon Laemmli (soit 62,5 mM de Tris-HCl a pH 6,8, 10 % de glycérol et 2 % de SDS) a ensuite été
ajouté aux tissus FFPE. Les échantillons ont été chauffés dans ce tampon a 100 °C pendant 20 minutes,
et a 80 °C pendant 2 heures de maniére a inverser la réaction de pontage au formaldéhyde et extraire
les protéines. Pour finir, les échantillons ont été soniqués pendant 20 secondes dans un bain a

ultrasons avant d’effectuer le dosage protéique (dosage DC, Bio-Rad) et de préparer les TG.

« Tube-Gel » : Dans un tube Eppendorf de 0,5 ml, différents produits ont été ajoutés a I'extrait
protéique de maniéere a obtenir les concentrations finales suivantes : 2 % de SDS, 32 % d’'H,0, 7,5 %
d’acrylamide/Bis-acrylamide et 0,25 % de TEMED. Les solutions ainsi générées ont été vortexées et
centrifugées de maniere a retirer I'ensemble des bulles, étant donné que |'oxygene inhibe la
polymérisation. Les TG résultants ont été fixés avec une solution contenant 45 % de méthanol et 5 %

d’acide acétique avant d’étre découpés en morceaux d’environ 2 mm?.

Réduction/alkylation : Ce protocole est le méme que celui détaillé pour la recherche de biomarqueurs

de glioblastomes. Cependant, les volumes de solution utilisés ont été quadruplés.
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Digestion : Les protéines ont été digérées a I'aide de 40 pl d’une solution de trypsine porcine modifiée
(Promega) a 0,01 pg/ul dans 25 mM de bicarbonate d’ammonium, a laquelle 110 pl de tampon
bicarbonate d’ammonium a 25 mM ont été ajoutés de maniere a recouvrir I'ensemble des bouts de

gel. La digestion a été réalisée a 37 °C sur la nuit.

Extraction des peptides du gel : Ce protocole est le méme que celui détaillé pour la recherche de
biomarqueurs de glioblastomes. Cependant, les volumes de solution utilisés ont été quadruplés. Les
échantillons ont été évaporés sous vide avant d’étre resolubilisés dans 50 pl d’'un mélange H,0/CAN/FA
(98/2/0,1) contenant les peptides iRT, et soniqués dans la glace pendant 20 minutes avant analyse

nanolLC-MS/MS.

3- Recherche de biomarqueurs protéiques urinaires

Protocole FASP : Chaque échantillon d’urine a été centrifugé a 4 °C pendant 10 minutes a 4000 x g afin
de se débarrasser des débris cellulaires. Six aliquots de 1,2 ml de surnageant ont été préparés et
stockés a -80 °C. A I'aide d’un aliquot, 500 ul d’urine ont été déposés sur des filtres microcon avec un
seuil de coupure de 10 kDa. Les échantillons ont été centrifugés a 14000 x g pendant 40 minutes a
température ambiante de maniere a concentrer les protéines sur le filtre. Par la suite, deux-cent
microlitres d’'un tampon UA (urée 8 M dans 0,1 M de Tris-HCl a pH 8,5) ont été ajoutés et centrifugés
pendant 40 minutes a 14000 x g a température ambiante. Cette étape a été répétée deux fois. La
réduction des cystéines a été effectuée a 37 °C pendant 30 minutes a I'aide de 100 pl de DTT a 10 mM
dans UA. L’alkylation des cystéines a ensuite été réalisée avec 100 pl d’lAA a 0,05 M dans UA pendant
20 minutes a I'abri de la lumiere. Les filtres ont été centrifugés a 14000 x g pendant 40 minutes a
température ambiante avant ajout de 100 pl d’UA aux filtres et centrifugation a 14000 x g pendant 40
minutes. Un échange de tampon a finalement été réalisé par ajout de 100 ul de bicarbonate
d’ammonium a 0,05 M suivi d’une centrifugation a 14000 x g pendant 40 minutes a température

ambiante. Cette étape a été réalisée a deux reprises.

Digestion : Pour finir, les échantillons ont été digérés a I'aide de 40 pl de trypsine a 0,016 pg/ul pour
les échantillons contenant 1 a 100 pg de protéines, et de trypsine a 0,047 pg/ul pour les échantillons
contenant une quantité supérieure a 100 pg. La digestion a été réalisée sur la nuit a 37 °C. Apres
digestion, les échantillons ont été centrifugés a 14000 x g pendant 40 minutes, puis 50 ul de chlorure
de sodium ont été ajoutés avant d’étre centrifugés a 14000 x g pendant 20 minutes. Cette étape a été
réalisée deux fois avant d’ajouter 5 pl d’acide trifluoroacétique a chacun des échantillons de maniére

a stopper la digestion.
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Extraction des peptides : Les peptides ont été extraits et déssalés par SPE. Ainsi, les cartouches Sep-
Pack® C18 (WATERS) ont dans un premier temps été mouillées deux fois avec 1 ml de méthanol, et
trois fois avec 1 ml d’ACN, avant d’étre conditionnées 3 fois a I'aide d’eau acidifiée avec 0,1 % de FA.
Par la suite, les échantillons ont été chargés sur les cartouches SPE. Celles-ci ont ensuite été lavées
deux fois par 1 ml d’eau acidifiée avec 0,1 % de FA, et I'élution a été effectuée avec 600 pul d’'un mélange

contenant 60 % d’ACN et 0,1 % de FA.
Les échantillons ont été divisés en deux avant d’étre évaporés sous vide. Ainsi,

- les premieres moitiés ont constitué la série Qgsq, pour laquelle les volumes de solution de
reprise (H,0/CAN/FA (98/2/0,1) contenant les peptides iRT) ont été adaptés a chaque

échantillon de maniére a obtenir des solutions a 400 ng/ul de protéines de départ théorique.

- et les deuxiemes ont constitué la série Vsq, pour laquelle 112 pl de solution de reprise

(H,0/CAN/FA (98/2/0,1) contenant les peptides iRT) ont été ajoutés aux culots peptidiques.

L’ensemble des échantillons a été soniqué dans la glace avant analyse nanoLC-MS/MS.
lI- Conditions chromatographiques

Les séparations chromatographiques ont été, pour I'ensemble des analyses, effectuées a I'aide de
systemes Nano-Acquity UPLC (WATERS) sur des colonnes ACQUITY UPLC BEH 130 C18 de 250 mm x 75
um et un diamétre de particules de 1,7 um. Avant séparation, les peptides ont été concentrés sur une
précolonne Symmetry C18 (WATERS) de 20 mm x 180 um avec un diameétre de particules de 5 um. Le
solvant A consistait en de I'eau acidifiée avec 0,1 % de FA, et le solvant B en de I’ACN acidifié avec 0,1
% de FA. Les gradients utilisés étaient différents selon les projets (voir Tableau Partie expérimentale —
1), cependant la concentration des peptides sur la précolonne a toujours été effectuée pendant 3

minutes a 5 pl/min avec 99 % de solvant A et 1 % de solvant B.
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Proiet Spectrometre de Débit Gradient chromatographique
J masse chromatographique utilisé
Biomarqueurs " 2 4 35% de B pendant 180 min
I t-HD 450 nl.min’ ’
Glioblastome mpac nmin Puis 35 3 80% de B en 1 min
Biomarqueurs . 13 35%de B en 120 min
i i + J in ’
LBDGC Chamelie 450 almin Puis 35 3 80 % en 1 min
Biomarqueurs " P 134 35% de B en 90 min,
Protéome urinaire ' Puis 353 90 % en 1 min

Tableau Partie expérimentale — 1- Détail des gradients et débits chromatographiques employés dans les différents projets,
ainsi que les spectromeétres de masse

Il — Parametres d’acquisition par spectrométrie de masse

1- Impact-HD (BRUKER)

Cet instrument a été utilisé pour I'ensemble des analyses liées au projet de recherche de biomarqueurs

de glioblastomes.

Pour ces analyses, le systeme fonctionnait avec un changement automatique entre le mode MS (500
ms/spectre sur une gamme de masse de 150 a 2200 m/z) et le mode MS/MS. Les ions les plus intenses
sur le spectre MS au court d’un temps de cycle fixe (MS + MS/MS) de 3,5 secondes, avec une préférence
pour les ions multi-chargés et une stricte exclusion des ions monochargés, ont été sélectionnés pour
étre isolés et fragmentés par CID. L’exclusion dynamique a été fixée a 60 secondes, et les précurseurs
ont été reconsidérés pour étre a nouveau isolés et fragmentés si leur intensité était trois fois plus
élevée que lors de la premiére sélection. La tension du capillaire a été fixée a 1300 Volts, et sa

température a 150 °C.
2- Q-Exactive + (THERMO FISHER SCIENTIFIC)

Cet instrument a été employé pour le projet de recherche de biomarqueurs protéiques urinaires et de

résistance aux traitements des LBDGC. Les parametres étaient alors les suivants.

La tension du capillaire était fixée a 1,8 kVolts et sa température a 250 °C. Le systéme fonctionnait en
mode DDA avec un changement automatique entre les modes MS (gamme de masse de 300 a 1800
m/z, une résolution de 70000, un « Automatic Gain Control » de 3x10° ions et un temps d’injection

maximum de 50 ms) et MS/MS (gamme de masse de 200 a 2000 m/z avec une résolution de 17500,
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un « Automatic Gain Control » de 1x10° et un temps d’injection maximum de 100ms). Les dix ions les B

N\

plus intenses avec une intensité supérieure a 2x10° sur le spectre MS ont été sélectionnés afin d’étre
isolés et fragmentés par HCD. Les ions monochargés, et dont la charge n’a pas été assignée, ont été

exclus de cette sélection. Le temps d’exclusion dynamique a quant a lui été fixé a 60 secondes.
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Annexe 1/
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ANNEXE 1

LISTE DES PROTEINES DIFFERENTIELLEMENT EXPRIMEES DANS LE PROJET DE
RECHERCHE DE BIOMARQUEURS ASSOCIES A UNE CHIMIORESISTANCE PRIMAIRE

DANS LES LYMPHOMES B DIFFUS A GRANDES CELLULES

Le ratio protéique correspond au ratio (Résistants/Sensibles)
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N° accession Ratio
protéine protéique
P01023 0,28
Q9BTE6 -0,43
QINRN7 0,60
Q727G0 -1,08
P09110 0,74
Q15027 0,42
P21399 0,56
Q9H2P0O -0,44
P54922 0,92
Q09666 0,15
095433 -1,00
P27144 0,65
P14550 0,32
P15121 0,35
P54886 -0,26
P30837 -0,46
P09972 0,30
Q8lIz07 -0,52
Q5VYY1l 2,52
P04083 0,34
P07355 0,33
P08758 0,58
P08133 1,09
Q16853 -0,79
P13798 0,20
P06727 -0,49
P04114 0,48
Q9HC16 1,06
P02649 0,36
Q9BQES 0,63
095236 1,28
P07741 0,99
Q07960 0,26
P98171 0,32
075915 0,49
Q12797 0,74
Q6DD88 0,38
P05023 -0,27
075947 -0,55
P25311 0,30
QINYF8 -0,37
P21810 -1,06
Q9UBWS5 0,52
P51451 1,08
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N° accession Ratio
protéine protéique
P53004 0,45
Q14137 -0,49
P07738 -0,98
P17213 -3,12
095861 -0,83
Q10589 -0,90
014981 -0,42
Q13895 -0,54
P02745 1,06
Q07021 -0,47
P01024 0,31
PoCOL4 1,16
P04003 0,98
P01031 0,64
P02748 0,68
Q9BUH6 0,44
076075 -0,17
Q05682 -0,93
P49913 -1,57
P07384 0,22
Q14444 -0,39
P04040 -0,34
P16152 0,59
Q8IX12 -0,32
Q96CT7 -0,46
Q4vC31 -0,61
P08571 0,65
P28907 0,56
P40259 -1,65
P01732 1,44
P21926 -0,90
P48960 0,51
Q99459 -0,30
Q00534 -0,91
075420 0,67
P02795 1,32
P00751 0,62
P08603 0,50
Q14839 -0,38
Q8IWX8 -0,41
075339 -1,53
Q07065 -0,28
000299 0,74
Q9UDT6 -1,79

N° accession Ratio
protéine protéique
076031 -0,42
P10909 1,25
075153 -0,61
Q99715 -1,69
Q05707 -0,73
P02462 1,45
P12109 -0,42
Q14019 0,35
P00450 0,64
Q99829 0,31
Q9BRF8 0,74
Q8N684 -0,37
Q9H3G5 0,82
P17927 0,77
075718 -0,58
075534 -0,18
P01040 1,36
P33240 -0,41
P07858 0,69
Q9UBR2 0,45
Q13616 -0,32
Q93034 -0,33
043927 2,95
P27707 -0,48
P0O7585 -0,73
Q9H773 -0,57
Q7z4wW1 0,77
095865 0,65
Q9NVP1 -0,91
Q9BUQS8 -0,36
Q9GZR7 -0,48
Q96GQ7 -0,51
Q86XP3 -0,35
Q9H0S4 -0,60
P26196 -0,26
043583 -0,57
Q13574 0,44
Q7L2E3 -0,30
Q08211 -0,23
060610 0,31
P10515 -0,25
060884 -0,55
075165 0,47
Q99615 -0,33




N° accession Ratio
protéine protéique
Q9ULAO 0,65
Q92608 0,22
Q8NF50 -0,33
060496 1,44
Q9C005 -0,64
Q12882 0,60
Q16555 0,28
P15924 1,68
P51452 0,61
Q14204 0,23
075923 0,95
Q14213 1,75
Q99848 -0,44
P42126 1,17
Q5VYK3 0,32
Q15075 -0,30
Q96C19 0,54
Q9H4M9 0,33
P20042 -0,22
P55884 -0,18
015371 -0,21
P60228 -0,33
075821 -0,35
Q96JJ3 0,48
Q92979 -0,68
Q9Y6C2 0,45
P07814 -0,21
Q96HE7 0,41
P30040 0,41
095571 0,52
P15311 -0,57
P00734 0,49
Q9H098 -0,60
Q9BzQ8 0,36
Q5R3K3 1,81
Q92520 -0,90
Q8NCA5 -1,07
P49327 -0,15
P22087 -0,39
P23142 -0,75
Q9UBX5 -0,99
P35555 1,02
P09467 0,64
P30273 1,76

N° accession Ratio
protéine protéique
P12314;Q92637 1,52
P02671 1,23
P02675 1,55
P02679 1,80
Q02790 -0,29
P21333 -0,29
095466 0,26
Q96RU3 -0,57
Q16658 -0,36
P02794 0,63
P02792 0,70
Q81Y81 -0,71
Q96AE4 -0,19
015117 0,54
P10253 0,41
P51570 0,36
Q96C23 0,87
P32455 0,93
P32456 1,15
P28676 0,56
P57678 -0,53
QouJy4 -0,63
Q8WWP7 0,59
Q9NUV9 0,94
Q96F15 0,76
Q8NHV1 1,31
Q9H4G4 0,64
P17900 0,60
Q9616 0,51
Q9Y5P6 0,35
P04899 0,69
Q9BVP2 -0,74
P13224 -3,23
P07203 0,74
075791 1,17
P48637 0,46
P78347 -0,45
A4D1E9 -0,80
Q9BZE4 -0,74
P10144 1,29
P20718 2,70
P49863 0,58
075367 -0,20
095479 0,65
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N° accession Ratio

protéine protéique
Q5VWCS8 -1,08
P40939 0,34
P08631 0,57
Q9H583 -0,40
P52790 1,67
P06340 -1,06
P04440 -1,01
P01920 -0,83
P28845 1,54
Q3SXM5 -0,58
P14625 0,21
QOVDF9 -0,32
P10809 -0,35
P61604 -0,53
P98160 -0,38
043719 -0,56
Q72677 -0,14
P41252 -0,29
075874 0,46
P14902 2,92
P80217 1,52
P11717 0,55
P12268 -0,37
Q92835 -0,43
Q8N201 -0,45
P46940 0,39
Q13576 0,42
Q6DN90 -0,64
P0O5161 -0,82
014498 -2,23
P20702 -0,63
P07476 2,49
Q96CX2 0,47
060341 -0,39
Q92945 -0,20
Q9NQT8 0,77
Q9P2G3 2,13
P52292 -0,31
Q14974 -0,21
P83111 0,83
Q53H82 -0,93
P28838 0,44
Q14847 -0,55
P18428 1,07
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N° accession Ratio
protéine protéique
Q14739 -0,41
Q13094 0,88
P49257 -0,29
Q12907 0,34
Q8NF37 -0,40
P02750 0,87
Q12912 -0,85
Q07954 0,56
P42704 -0,39
Q8N386 1,19
Q9H9A6 -0,56
Q5S007 1,23
015116 0,48
P09960 0,74
Q14767 -0,97
P51884 -0,91
Q9BS40 -1,35
P61626 0,59
Q9uDY8 -0,81
Q92918 -0,32
Q9UBB5 -0,70
Q96RQ3 -0,69
P49736 -0,28
P33991 -0,35
P33992 -0,33
Q14566 -0,39
P33993 -0,42
P48163 1,09
P23368 -0,44
Q9H8H3 0,44
014880 0,63
P41218 0,74
P25325 0,53
Q9UBGO -0,73
Q9BYD6 -0,44
P52815 -0,62
Q9P015 -0,58
P49406 -0,41
Q9NWU5S -0,44
Q8N983 -0,46
Q13405 -0,60
P82932 -0,97
P00403 0,38
P11586 -0,22
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N° accession Ratio
protéine protéique
Q14764 0,37
P20592 -1,17
Q9NR99 0,66
Q9BQGO -0,39
075592 -0,55
P35749 -0,97
094832 -0,68
000160 0,80
BOI1T2 0,44
Q9NZM1 1,61
Q9NZM1 1,74
Q9uJ70 0,65
P43490 0,27
Q15021 -0,44
Q9BPX3 -0,46
P19338 -0,38
Q00653 0,44
Q9ULX3 -0,76
Q14978 -0,70
000567 -0,25
Q9BXD5 0,74
Q9HOPO -0,64
Q9BSD7 -0,49
Q02818 0,37
043809 -0,25
Q8WUMO -0,20
075694 -0,23
Q92621 -0,29
Q8NFH4 -0,46
P20774 -1,17
Q6UX06 -3,70
Q6UWY5 -1,18
060313 -0,26
P02763 1,31
P22059 -0,27
Q92882 0,41
Q9UNFO 0,41
Q99497 0,26
095453 -0,71
P09874 -0,49
Q460N5 0,57
Q9UKK3 0,48
Q8IXQ6 0,53
Q9BVG4 -0,47

N° accession Ratio
protéine protéique
Q8WW12 -0,77

Q13442 -0,46
Q9BUL8 -0,40
Q14690 -0,53
QONTI5 -0,29
Q8IZL8 -0,39
000541 -0,63
015067 -0,50
060925 -0,65
Q9UHV9 -0,76
Q99471 -0,53
015212 -0,58
P08237 -0,65
095336 0,35
Q96G03 0,40
Q99623 -0,67
Q7RTVO -0,69
043175 -0,49
P47712 1,78
P16885 -0,29
P08567 0,50
P00747 0,63
060568 0,57
015162 0,62
P29590 0,87
075439 -0,30
Q8TCS8 -0,48
Q7Z3K3 -0,34
015160 -0,37
P16435 -0,43
Q15181 0,84
QI9NQ55 -0,73
Q06203 -0,48
Q96SB3 -0,44
Q15257 0,47
Q8TCU6 0,83
P10644 0,83
P05771 0,86
Q99873 -0,63
QoUMS4 -0,26
043395 -0,45
Q6P2Q9 -0,16
Q14558 0,37
P25789 0,50




N° accession Ratio
protéine protéique
P20618 0,33
P40306 0,72
P49720 0,47
P28072 -1,30
P28065 0,70
075832 -0,63
043242 -0,32
Q9UL46 0,55
P61289 -0,48
Q8WXF1 -0,39
QO96EY7 -0,46
Q96BWS5 1,07
P18031 0,51
P23469 0,68
Q15397 -0,46
Q00577 0,31
Q15269 -0,58
Q92626 -0,66
QouULZ3 0,72
P11216 0,57
P06737 1,08
Q9UL25 -0,41
Q9H2M9 -0,45
P54727 -0,90
P78406 -0,44
P62826 -0,29
P43487 -0,41
P49792 -0,28
P46060 -0,19
P98175 -0,27
Q96PK6 -0,22
Q9NW13 -0,50
P02753 -0,58
P18754 -0,64
Q04864 -0,73
P51606 0,63
Q14699 -0,80
Q96DB5 -0,47
P12724 -1,33
Q63HNS8 0,78
060930 0,59
043148 -0,62
Q9H4A4 0,49
P62750 -0,39
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N° accession Ratio
protéine protéique
P61353 -0,31
P63173 -0,52
P36578 -0,35
Q02878 -0,32
P18124 -0,24
P62424 -0,32
Q96P16 -1,36
P25398 -0,43
P62249 -0,29
P62269 -0,26
P39019 -0,28
P15880 -0,24
P60866 -0,35
P62851 -0,39
P61247 -0,33
P62753 -0,31
P46781 -0,29
P10301 0,63
P23921 -0,67
P05386 -0,55
Q9Y3B9 -0,51
043818 -0,48
076021 -0,46
P31949 0,55
P26447 0,85
P05109 1,67
P06702 1,89
Q9NSI8 -2,68
Q9UHRS5 -0,67
043290 -0,22
014595 -0,34
095810 -1,34
P01009 1,14
P01011 0,72
P30740 0,93
P35237 1,20
P50453 0,95
P05546 0,47
P36955 -0,56
P05155 1,00
Q01105 -0,33
Q15459 -0,41
075533 -0,33
Q13435 -0,30

N° accession Ratio
protéine protéique
Q9BX95 -0,55
Q9BZZ72 0,95
Q13291 -2,42
075746 -0,53
Q9UJSO -0,44
Q99808 -0,56
QouGQ3 1,19
Q9GZT3 -0,51
060264 -0,36
Q14683 -0,44
Q9UQE7 -0,33
A6NHR9 -0,42
Q7KZF4 -0,26
075643 -0,17
P09661 -0,31
Q15036 0,36
060749 -0,25
P35610 0,91
P00441 -0,37
P04179 1,16
075398 0,71
P02549 -1,19
Q01082 -0,56
Q9Y6N5 0,73
Q9Y5M8 -0,35
Q13243 -0,44
Q13242 -0,44
Q08945 -0,23
P51692 0,58
095793 -0,35
075558 1,39
015400 -0,26
Q15833 0,35
P53597 -0,53
Q15022 -0,53
Q9UH65 -0,58
043760 -0,76
Q01995 -0,80
Q03518 0,86
Q03519 0,87
015533 0,86
Q9BW92 -0,58
Qs8Ivo4 0,34
Q66K14 0,41

223



224

N° accession Ratio
protéine protéique
Q15369 -0,44
Q13488 0,61
P17987 -0,20
Q15554 -0,68
P02786 -0,41
Q5TEJ8 1,19
Q9Y2W1 -0,38
Q3zCQ8 -0,74
Q9Y490 0,10
P42166 -0,55
Q9H3N1 -0,29
P24821 -0,72
Q03169 1,10
Q68CZ2 0,96
QINS69 -1,00
094826 -0,37
P11387 -0,64
P67936 -0,42
P51580 0,47
014773 0,44
pP29144 -0,20
P12270 -0,28
Q13077 -0,80
Q2NL82 -0,56
P02766 -0,81
P49411 -0,35
043396 -0,39
015042 -0,51
P41226 0,78
Q9Y385 -0,65
P17480 -0,46
P09936 -1,40
Q92900 -0,29
P22695 -0,22
060287 -0,42
Q9Y4ES 0,32
Q9Y5J1 -0,49
075691 -1,00
Q9NYH9 -0,43
P15498 0,26
P19320 -0,50
P13611 -1,00
P18206 -0,63
Q9P253 0,37

N° accession Ratio
protéine protéique
Q96AX1 0,22
Q96QK1 0,26
Q99986 -0,50
P04004 1,00
P04275 0,51
Q9GZL7 -0,47
Q9BV38 -0,42
Q9UNX4 -0,39
Q8NI36 -0,46
P54577 -0,19
Q04917 -0,42
075844 -0,52
Q86UK7 -0,99
Q15942 -0,56
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ANNEXE 2

LISTE DES GENES DIFFERENTIELLEMENT EXPRIMES DANS LE PROJET DE RECHERCHE
DE BIOMARQUEURS ASSOCIES A UNE CHIMIORESISTANCE PRIMAIRE DANS LES

LYMPHOMES B DIFFUS A GRANDES CELLULES

Le ratio transcrits correspond au ratio (Résistants/Sensibles)
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. Ratio . Ratio
Nom de géne . Nom de géne .
transcrits transcrits
ABCA2 1,11 CXCL13 1,63
ABCD2 1,71 CXCL5 1,66
ALOX15B 1,89 DCBLD2 -1,09
ANGPTL4 1,56 EEF1G -0,87
APBB2 -1,31 EMP3 1,02
AQP9 2,11 EOMES 1,41
ARHGEF3 1,30 ERAP2 -1,18
ARL6IP5 0,92 FAM171B -2,04
BCL11B 1,54 FAM186B -1,77
BHLHE40 0,94 FAM208B -1,18
BMP7 -1,79 FAM78A 0,90
BMPS8B 1,86 FBL -0,80
BNC2 -1,29 FCGR2C 1,96
BTBD9 0,80 FGR 1,40
BTD 0,80 FKBP5 1,15
C100rf35 1,62 FMN1 1,35
C10o0rf47 1,45 FOXO3B -1,25
Cllorf21 1,57 FPR2 1,62
Cc3 -1,44 FURIN 1,06
CCL11 -1,85 GO0S2 1,53
CCL4 1,43 GBP5 1,67
CCL5 1,31 GCSAM -1,43
CCNB1IP1 -1,01 GIPR 1,44
CCR2 1,95 GLB1L2 1,63
CD247 1,65 GLUL 1,46
CD3E 1,49 GPBAR1 2,02
CD3G 1,37 GRIP1 -1,80
CD5 1,41 GZMA 1,43
CD6 1,56 GZMH 1,70
CD79B -1,32 GZMK 1,46
CD97 1,15 GZMM 1,48
CDC42SE1 0,72 HK3 1,86
CDH23 1,46 HLA-C 1,45
CENPV -1,99 HSPA12B -1,54
CHI3L1 1,61 HTRA1 -1,55
CHST1 -1,38 IDO1 1,71
CIDEB 1,19 IFNG 1,88
CLDN7 2,29 IL18RAP 1,89
CLPTM1L -0,72 IL21 1,66
COLEC12 -1,18 IL2RB 1,50
Ccp 1,68 IL32 1,39
CPM 1,54 ILAR -1,09
CRAT 1,06 IL6R 1,11
CRHBP -1,53 INPP4A 1,04
CRTC3 1,13 IRF2BPL 0,98
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. Ratio
Nom de géne .
transcrits

ITGA11 -1,68
ITGBL1 -1,61
ITK 1,68
ITPK1 0,83
KANK1 -2,08
KAT2B 0,98
KCNJ2 2,02
LAG3 1,55
LAMC3 1,81
LIMA1 -1,59
LMTK3 1,75

LOC100129269 -1,57
LOC100216546 -1,52
LOC100506888 -1,53
LOC100616530 -1,56

LTK 2,14
MARCH1 1,06
MARCH?2 0,93
MARCO 2,17

MET 1,54
MGAT3 -1,16

MGC12916 1,50

MMP11 -1,27
MPND 1,03
MSX2 1,86
MT1F 1,81
MT1G 2,18
MT1H 1,60
MT1L 1,65
MT1M 2,45
MT1X 2,51
MT2A 2,36
MUC1 1,74

MYADML -1,65

NACC2 1,25

NDRG1 1,38
NKG7 1,85
NLE1 -0,86
NRXN2 1,65
NSUNS -0,79
NTM -1,85
NUPS85 -0,81

OBSCN 1,66
PALD1 -1,74

PCDHGBSP -1,36




. Ratio . Ratio
Nom de géne . Nom de géne .
transcrits transcrits
PDCD1 1,37 SH2D1A 1,43
PDGFC -1,41 SIGIRR 1,50
P115 1,89 SIGLEC14 2,19
PIAS3 0,69 SIRPG 1,65
PILRA 1,50 SLC11A1 1,96
PLA2G16 1,11 SLC25A35 1,00
PLCB2 1,12 SLC2A4RG 1,06
PLCH2 1,62 SLC43A1 -1,09
PLTP 1,53 SLED1 1,51
POTEH 1,62 SNHG4 -1,06
PPM1L -1,43 SNHGS8 -1,09
PPM1N 1,74 SNORA1 -0,85
PREX1 1,07 SNORA10 -1,32
PRND -1,91 SNORA14B -1,05
PTK6 1,50 SNORA21 -1,34
QSOX2 -1,13 SNORA24 -1,60
RAB27A 1,07 SNORA27 -1,73
RCAN3 0,69 SNORA33 -1,54
RFFL 0,90 SNORAS53 -0,96
RGN -1,68 SNORAS5 -1,27
RIN3 1,21 SNORA56 -1,12
RINT1 -1,05 SNORASC -1,43
RPL12 -0,96 SNORA6 -1,29
RPL13 -1,08 SNORAG62 -1,60
RPL13A -0,99 SNORA64 -1,45
RPL18A -0,89 SNORAG5 -1,72
RPL24 -0,77 SNORA66 -1,43
RPL32 -0,92 SNORA67 -1,40
RPL35A -1,16 SNORA71D -1,73
RPL36A -1,04 SNORA74A -1,54
RPL5 -0,97 SNORAS80B -1,85
RPS12 -0,88 SNORAS84 -1,01
RPS15A -1,08 SNORD15A -1,89
RPS18 -1,07 SNORD17 -1,85
RPS6 -0,94 SNX10 1,53
RPS8 -0,93 SNX29P2 -1,59
S100A4 1,38 SOBP -1,34
S100A6 1,06 SOD2 1,56
S100A8 1,73 SORL1 -1,54
SCARAS 1,59 ST6GALNAC3 1,66
SCARNA16 -1,27 STEAP3 1,52
SEMA4B 1,14 STOM 1,41
SERPINA1 1,80 STX11 1,20
SERPINB6 1,55 TBC1D9 1,16
SH2B2 -1,45 TBX21 1,82

Annexe 2/ g
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. Ratio
Nom de géne .
transcrits
TCEB3C -1,62
TCEB3CL -1,53
TERT -1,62
THEMIS2 1,27
THSD7A -1,52
TMEM155 1,70
TMEM241 -1,53
TMEMO98 -1,54
TMTC4 -1,31
TSPAN32 1,50
TSPANG6 -1,35
VSIG4 1,86
ZBED2 2,34
ZBTB16 1,71
ZC2HC1B -2,26
ZC3HAVIL -1,33
ZNF581 -1,10
ZNF608 -1,36
ZNF711 -2,03
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S Leslie MULLER

o Développements de méthodes de
préparation d’échantillons pour 'analyse
protéomique quantitative : application a la

recherche de biomarqueurs de pathologies

Résumeé

Les stratégies de protéomique quantitative sans marquage sont trés attractives dans le domaine de
la recherche de biomarqueurs de pathologies. Cependant, elles requiérent une pleine maitrise du
schéma analytique et de sa répétabilité. Plus particulierement, la préparation d’échantillons nécessite
d’étre suffisamment répétable pour ne pas impacter la qualité et la fiabilité des résultats.

Les objectifs de cette théese étaient de développer et d’'optimiser des méthodes analytiques pour la
protéomique quantitative, en particulier pour I'étape de préparation d’échantillons. Ainsi, un protocole
innovant, simple, rapide et permettant I'analyse quantitative sans marquage d'un grand nombre
d’échantillons avec une haute répétabilité a été développé et optimisé : le « Tube-Gel ». Par ailleurs,
des préparations d’échantillons adaptées a différentes matrices biologiques pour la recherche de
biomarqueurs ont été élaborées. Les méthodes mises au point et leur application ont permis de
proposer des candidats biomarqueurs pour plusieurs pathologies : le glioblastome, les lymphomes B
diffus a grandes cellules, et les complications survenant sur les greffons rénaux.

Mots-clés : Analyse protéomique, Spectrométrie de m  asse, Quantification sans marquage,
Préparation d’échantillons

Résumé en anglais

Label-free quantitative proteomics strategies are very attractive for diseases biomarkers researches.
These approaches require the full control and the repeatability of the analytical workflow. In particular,
the sample preparation has to be repeatable enough to ensure the quality and reliability of the results.

Objectives of this work were to optimize and develop analytical methods for quantitative proteomics,
with a special focus on the sample preparation step. Thus, an innovative, easy and fast protocol
allowing the analysis of high sample numbers with high repeatability was developed and further
optimized: the “Tube-Gel” protocol. Besides, sample preparations adapted to a variety of biological
matrices were developed for the search of biomarkers. The developed methods and their application
allowed the identification of potential biomarkers for a variety of diseases: glioblastoma, diffuse large
B-cell ymphomas and renal transplants failures.

Keywords: Proteomic analysis, Mass spectrometry, La bel-free quantification, Sample
preparation




