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INTRODUCTION



La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qui a été longtemps réservée aux
physiciens et aux chimistes. Avec les techniques d’ionisation permettant la mesure d’ions
moléculaires de composés peu volatils, les techniques de fragmentation sous vide et
I’automatisation liée a l'informatique, la mise en ceuvre des spectrométres de masse s’est
considérablement simplifiée et les capacités d’analyse se sont étendues aux biomolécules.
L'utilisation de la génomique et la création de base de données de séquences protéiques a ensuite
permis d’identifier des peptides en grand nombre, permettant alors I'étude de protéomes . Plus
récemment, les techniques de marquage isotopique ont permis I'émergence de I'analyse
protéomique quantitative, avec la volonté de corréler les niveaux d’expression des protéines avec
des mécanismes biologiques.

Ma thése s’inscrit dans cette approche de protéomique quantitative, a la recherche de
marqueurs biologiques. La partie expérimentale se divise en trois parties. Une premiére étude
mettra en évidence lintérét de focaliser la recherche de biomarqueurs sur les protéines
phosphorylées. Une deuxieme étude montrera les problémes associés a la purification des
phosphopeptides et établira un protocole d’enrichissement, la troisieme étude présentera une
analyse phosphoprotéomique de biopsies hépatiques cancéreuses.

La sélection des phosphopeptides est I'idée directrice du projet et se base sur deux
observations communément admises. D’une part, la phosphorylation est une modification post-
traductionnelle qui régule l'activité des protéines. En ce sens, le dosage des protéines
phosphorylées ne peut étre corrélé a une activité biologique que s'il différencie la forme
phosphorylée de la forme non phosphorylée. Sachant que prés d’un tiers des protéines exprimées
par un génome possedent des sites de phosphorylation potentiels, il semble indispensable
d’orienter I'analyse protéomique vers la détection des protéines phosphorylées. D’autre part, la
dynamique d’expression d’une cellule est supérieure de plusieurs ordres de grandeur a la
dynamique de quantification d’un spectrometre de masse. De ce fait, I'analyse protéomique par
spectrométrie de masse surreprésente les protéines majoritaires, ces protéines abondantes étant
généralement des protéines de ménage peu représentatives des mécanismes biologiques. La
purification d’une classe particuliére de peptides comme les phosphopeptides permet d’éliminer de
I’étude une partie de ces protéines abondantes, rendant ainsi accessibles a I'analyse de nouvelles
protéines, dans I'espoir gu’elles soient plus représentatives des mécanismes biologiques mis en

ceuvre.



I faut cependant reconnaitre que la phosphorylation est une modification post-
traductionnelle parmi les nombreuses autres modifications qui permettent de réguler I'activité
d’une protéine (glycosylation, acétylation, ubiquitination, etc...); il est donc peu probable que la
phosphorylation explique a elle seule les mécanismes cellulaires complexes comme la
différentiation cellulaire ou la cancérogéneése. Il est par contre raisonnable d’espérer identifier des
différences caractéristiques, c’est-a-dire des biomarqueurs, entre les protéines phosphorylées
extraites d’échantillons correspondant a des états physiologiques différents. Cette thése illustrera a
travers deux études de cas la recherche de biomarqueurs phosphorylés.

La premiere étude met en ceuvre une électrophorése bidimensionnelle pour séparer et
caractériser les extraits protéiques de cellules de colon transformées pour une thérapie génique. Si
la technique d’électrophorése est ancienne et peu sensible, ici sa mise en ceuvre permettra
d’identifier des biomarqueurs parmi lesquels une protéine phosphorylée. La deuxieme étude met
en ceuvre une technique plus récente de multiplexage de phosphopeptides extrait de biopsies
hépatiques cancéreuses ou non cancéreuses. Dans ce cas, les protéines subissent une hydrolyse
enzymatique avant toute séparation. Les phosphopeptides sont alors dilués dans un mélange
complexe qui contient majoritairement (en nombre et en quantité) des peptides non phosphorylés.
Il s’agit donc de purifier les phosphopeptides de maniére quantitative avant leur analyse par
spectrométrie de masse. Ce besoin d’enrichissement des phosphopeptides explique la partie
expérimentale qui présente une évaluation des deux chromatographies les plus couramment
utilisées : la chromatographie IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) et Ia
chromatographie MOAC (Metal Oxide Affinity Chromatography). A cette occasion, un biais
important de la chromatographie IMAC aura été identifié ; la chélation du fer ferrique est sensible
aux tampons, l'ion métallique est élué a pH faible et se transforme au cours du temps. Pour la
deuxieme étude, le multiplexage ITRAQ (Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantification) a été
choisi afin de permettre I'analyse d’'un grand nombre d’échantillons, soit 24 biopsies. Dans ce cas,
les quantités de biopsies disponibles sont de l'ordre de 100 mg, soit 5-10 mg de protéines et
guelgues microgrammes de phosphopeptides. L'étude aura donc été confrontée a des problemes
liés a I'analyse des petites quantités.

Ce manuscrit détaillera ces différents points et débutera par une analyse bibliographique.
L'objet de cette premiere partie est d’aborder 'ensemble des points nécessaires a la maitrise du
sujet, elle décompose I'analyse phosphoprotéomique a travers ses outils et ses principes: la

spectrométrie de masse, les techniques de purification des phosphopeptides, les techniques de

-6-



marquage et de quantification. Dans ces différents domaines, la vue ne sera pas exhaustive mais
pointera sur les applications mises en oeuvre: |'électrospray, la fragmentation CID, les
phosphopeptides, la quantification par marquage isotopique. Une deuxieme partie présentera les
résultats obtenus lors de I'analyse des cellules de colons sous traitement génique et illustrera
I'apport de I'étude du phosphoprotéome par rapport au protéome global ; enfin, une troisieme
partie présentera |'étude du carcinome hépatocellulaire par analyse phosphoprotéomique. Les
développements seront I'occasion de pointer les difficultés liées a ce type d’analyse et la mise en
ceuvre sur des biopsies hépatiques démontrera la faisabilité du protocole pour des échantillons
rares et peu abondants. Ce travail identifiera des marqueurs dont la pertinence sera discutée. Une

conclusion présentera une analyse critique de ce travail pour dégager ses atouts et ses faiblesses.



CHAPITRE 1:

Analyse bibliographique



1.1 ’analyse des peptides par spectrométrie de masse

1.1.1 Mesures de masse d’ions par spectrométrie de masse

Des premiers spectrographes aux spectromeétres de masse actuels, les différents éléments qui
composent l'instrument sont restés identiques et répondent aux besoins essentiels de la
technique : (1) le passage en phase gazeuse et l'ionisation des analytes dans une partie source (2) la
séparation des ions dans une partie analyseur (3) la détection des ions dans une partie détecteur
(Fig. 1). Des les premiéres mesures de masses réalisées au début du 20° siécle, il est apparu que les
molécules ionisées pouvaient se fragmenter dans la source et ne permettaient pas forcément de
mesurer la masse de la molécule entiére. Dans ce cas, le spectre observé correspond au mélange
des ions présents dans la source : ions parents (les ions moléculaires) et ions fils (les ions
fragments). Deux évolutions techniques ont permis de résoudre ce probléme majeur : d’une part, la
mise au point de sources qui déposent une faible quantité d’énergie dans les ions formés et de ce
fait n’entrainent pas ou peu de fragmentation lors de I'ionisation des analytes, d’autre part la mise
au point de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) capable de fragmenter de maniére

controlée des ions parents préalablement isolés par un premier analyseur.
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Figure 1. Fonctions essentielles d’'un spectromeétre de masse en tadem. Un spectrométre de masse réalise trois
fonctions : I'ionisation des analytes, la séparation des ions et la détection des ions. Dans le cas de la spectrométrie de
masse en tandem, la partie séparation peut se décomposer en 3 parties : I'analyseur MS1 permet la sélection d’un ion
de m/z donné, la cellule de collision fragmente I'ion sélectionné, la troisieme partie sépare les ions fragments produits.
Ces trois fonctions peuvent étre réalisées dans des régions distinctes de I'instrument (MS/MS dans I'espace pour les TQ,
Q-Tof, Tof-Tof, etc) ou dans une méme région de I'analyseur (MS/MS dans le temps pour les IT et ICR).

Le terme de spectrométre de masse en tandem désigne donc une évolution de la partie

analyseur qui peut étre alors divisée en trois sous-parties ayant chacune une fonction précise ; une



fonction de sélection d’ions (analyseur MS1), une fonction de fragmentation (cellule de collision), et
une derniére fonction d’analyse des ions issus de la fragmentation (analyseur MS2) (Fig. 1).

Ces trois fonctions peuvent étre regroupées au sein d’'un méme analyseur dans le cas de la
résonance cyclotronique ionique ou des trappes ioniques, elles peuvent également étre réalisées
dans trois zones distinctes de l'instrument. Cette derniere configuration, réalisée avec deux
analyseurs du méme type, a savoir des quadripdles est a I'origine du terme de spectrométrie de
masse en tandem(Yost and Enke, 1979). Dans le cas de I'association d’analyseurs différents, on
parle alors de spectrometres hydrides.

Il existe une grande diversité de sources, d’analyseurs et de détecteurs ; la figure 1 présente
une liste des principales sources et analyseurs afin d’illustrer la diversité des instruments. Seule la
source électrospray (ESI) sera présentée pour la partie ionisation ; la partie séparation sera abordée
a travers la présentation de deux instruments hybrides utilisés dans le cadre de ce travail : le Q TOF

et I'lIT Orbitrap.
1.1.2 L'ionisation électrospray (ESI)

Sources d’ionisation pour I’analyse de peptides

L'analyse des peptides utilise principalement deux modes d’ionisation: l'ionisation par
désorption laser assistée par matrice (MALDI) (Karas and Hillenkamp, 1988; Tanaka et al., 1988) et
I'ionisation par électrospray (ESI)(Fenn et al., 1989). Le MALDI produit majoritairement des ions
monochargés qui sont produits par une irradiation laser de I'analyte cristallisé en présence d’une
matrice alors que la source ESI produit des ions multichargés a partir d’échantillons dissous dans
une phase liquide; elle permet donc un couplage facile de la source a des systéemes de
chromatographie liquide (LC-ESI). Le couplage LC-MALDI est par contre plus complexe a mettre en
ceuvre. Quelques articles ont comparé les deux techniques. Dans le cadre d’identification de
protéines issues d’électrophorése bidimensionnelle, le MALDI permet une identification rapide
alors que la LC-ESI permet d’identifier plusieurs protéines dans un méme spot (Lim et al., 2003).
L'utilisation conjointe des deux techniques permet d’augmenter le nombre de peptides identifiés et
donc la couverture de séquence, I'ESI permettant d’identifier des peptides de plus hautes masses et
plus hydrophobes alors que le MALDI favorise I'ionisation des petits peptides basiques (Kuzyk et al.,

2009; Molle et al., 2009) ou des peptides contenant de I'arginine (Belghazi et al., 2001).

-10 -



Par contre, pour des échantillons complexes, la configuration LC-ESI présente des
performances clairement  supérieures. A titre d’exemple, une chromatographie
multidimensionnelle associant échange d’ions et phase inverse (SCX+RP) couplée a un systeme ESI-
IT-Orbitrap a permis d’identifier une moyenne de 29952 peptides (n=3), soit 3844 protéines de
levure pour 8 h de chromatographie multidimensionnelle (Webb et al., 2013). Aucun équivalent n’a
été présenté avec un couplage LC-MALDI. La technique LC-ESI est donc la technique de choix pour

I'analyse de mélange complexes.

Principe de I’ESI

D’un point de vue pratique, I'ionisation électrospray consiste a appliquer une tension de 1 a
5kV entre une aiguille amenant I’échantillon et I'orifice d’entrée du spectrometre de masse. Un flux
de gaz entoure l'aiguille pour favoriser |"’évaporation du solvant. D’'un point de vue théorique,
I'ionisation électrospray consiste a désolvater un analyte ionisé en solution. Deux mécanismes
expliquent le processus ESI; le modele de la charge résiduelle ; Charged Residue Model ou CRM,
proposé par Dole et al. en 1968 (Dole et al., 1968) et I’évaporation ionique (lon Evaporation Model
ou IEM), de Iribarne et Thomson (Iribarne and Thomson, 1976).

Le mécanisme CRM tire ses origines d’un article de Lord Rayleigh publié en 1882 qui porte sur
I'effet des charges portées par des cations ou des anions sur une gouttelette qui s’évapore. Lorsque
la gouttelette diminue de diameétre, les ions de charge identique appliquent une force sur la
gouttelette qui est fonction de leur répulsion électrostatique. La distance minimale entre ces ions
en phase liquide correspond a la limite de Rayleigh. A la limite de Rayleigh, les forces de répulsion
sont suffisantes pour faire exploser la gouttelette en une multitude de gouttelettes plus petites
dont la surface totale est supérieure. L'idée de Dole et collaborateurs est d’appliquer cette théorie
a lionisation électrospray et d’expliquer que le processus d’explosion coulombienne se reproduit
jusqu’a la formation d’une gouttelette ultime ne contenant plus que I’analyte chargé : I'ion est alors
en phase gazeuse.

D’aprés Iribarne et Thomson, lorsque la taille des gouttelettes atteint un diamétre
suffisamment petit, de I'ordre de 10 a 20 nm, I'analyte est directement extrait de la gouttelette
pour former un ion en phase gazeuse. Il semblerait que le mécanisme IEM corresponde au cas
général, le mécanisme CRM étant plutét observé pour les molécules de trés haut poids moléculaire

(Nguyen and Fenn, 2007).
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Miniaturisation des sources ESI

La miniaturisation des sources électrospray a permis d’augmenter considérablement la
sensibilité de cette technique d’ionisation. Deux modéles mathématiques permettent de calculer la
taille des gouttelettes a la sortie d’une source ESI et définissent le rayon des gouttelettes par une
relation de proportionnalité avec le débit a la puissance 1/3 ou 2/3 (Schmidt et al., 2003). En
d’autres termes, diminuer l'orifice de la source permet de diminuer le débit et la taille des
gouttelettes. De petites gouttelettes ont un ratio surface/ volume important qui favorise la
désorption des analytes d’apres le mécanisme IEM. D’un point de vue pratique, le faible débit
permet de mettre la source dans l'axe et a proximité de I'entrée du spéctrométre de masse,
limitant ainsi la dispersion des ions et favorisant ainsi leur introduction. Wilms et Mann présentent
en 1996 un article qui détaille la mise en ceuvre de la source nanoelectrospray (nanokS) (Wilm and
Mann, 1996). L’échantillon est placé directement dans le capillaire nanoES dont I'orifice del-2 um
permet un débit d’environ 20 nl/min lorsque la tension est appliquée. Les auteurs déterminent une
transmission des analytes de la gouttelette au détecteur de 1 pour 390, soit 510 fois meilleur que

pour une source conventionnelle (Tab. 1).

Tableau 1. Caractéristiques des différentes sources ESI (d’aprés (Wilm and Mann, 1996))

ESI conventionnelle microESI nanokESlI
Débit 2-1000 pl/min 200-2000 nl/min 20-200 nl/min
Pointe (diamétre) 500 pm 20-50um 1-20 um
Taille des gouttes 1 um - 200nm
Efficacité (*) 1/200 800 - 1/390

*|'efficacité est définie comme la fraction des analytes transmis jusqu’au détecteur.

L’'emploi des sources nanoES présente deux autres avantages moins connus. D’une part, leur
tolérance vis-a-vis des sels est supérieure aux sources conventionnelles (Wilm and Mann, 1996),
d’autre part, les phénomenes de suppression ioniques sont considérablement réduits a des débits
nanokS inférieurs a 50 nl/min (Schmidt et al., 2003). La Figure 2 illustre cette propriété interessante
du nanoESl; le signal du maltoheptaose (sous la forme d’un adduit sodium) est
proportionnellement plus intense que le signal de la neurotensine avec une aiguille nanoESI de
diametre interne 1um (figure de gauche) par rapport a cette méme aiguille dont le diameétre a été

élargi a 10 um (figure de droite).
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Figure 2. Spectre MS d’'un mélange en nanoESI et ESI. Un mélange équimolaire de neurotensine et de maltoheptaose
en acétate d’'ammonium 5mM, 50 % méthanol est analysé avec une aiguille nanospray de diamétre interne 1um
(spectre de gauche) et 10um (spectre de droite). D’aprés (Schmidt et al., 2003).

La diminution relative de lintensité de I'ion [maltoheptaose + Na]* interviendrait aux
alentours de 50 nl/min, cette propriété n’est donc pas observée dans les systémes actuels de
couplage nanolLC-nanoESI qui utilisent des colonnes de 75 pm de diamétre interne pour des débits

de I'ordre de 200 nl/min.

Spectres de masse en mode ESI et calcul des masses

A partir d’analytes possédant plusieurs fonctions protonables, l'ionisation électrospray
produit des ions moléculaires multichargés notés [M +zH]** en mode positif. Les spectres MS

contiennent alors plusieurs pics, chacun correspondant a une valeur de z précise (Fig. 3A).

d..lu\.,u\., wLL kx__kguk.._._‘ -~ -,
Figure 3. Spectre ESI-MS. (A): myoglobine, 16951 Da), (B); chaine B de I'insuline, masse mono-isotopique M = 5729.6

Da. En insert, la déconvolution de la protéine et le massif isotopique du peptide 5 fois chargé (mesure réalisée avec un
Q-TOF).

Dans le cas d’'une protéine comme la myoglobine, I'intensité des ions qui correspondent aux
différents niveaux de charge varie de maniére réguliére. Ici, dans un mélange 0.1 % acide formique

50 % méthanol aqueux, les états de charge +15 et +16 sont les plus intenses.
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Deux pics contigus m; et m, correspondent a deux valeurs z; et z, avec z,=z4-1. |l est alors
possible de déterminer z puis calculer la masse de la molécule a partir des relations:
my = (M + z;H)/z; (1)
m; = (M + z,H)/z, (2)
En remplagant z, par (z; - 1) dans I’équation (2), les solutions sont :
1= (my-1)/(my-m1) et M = myz3-24

Soit pour le spectre de la myoglobine présenté en Fig. 3A, avec m;=1131.0 et m,=1060.4,

z,=(1060.4 - 1)/(1131.0 - 1060.4) = 15.0. La masse moyenne mesurée est alors

M =1131x15-15=16950 Da.

Dans le cas ou la résolution est suffisante pour séparer les pics du massif isotopique, il est
possible de déterminer directement z a partir de la lecture du massif. Lorsque z = 1, la différence
entre deux pics du massif est égale a une unité, Siz > 1, alors z = 1/(m,-m,) avec m, et m, 'apex de
deux pics contigus du massif. Pour la chaine B de I'insuline (Fig. 3B), le massif isotopique de I'ion a
plus intense a 1147.54 Th est présenté en insert. La résolution de I'instrument permet de séparer
les différents pics. L'écart de masse entre 2 pics étant 0.19 (soit 0.20), z = 5 et M = 1146.9x5-5 =

5729.5 Da, soit une erreur de 2 ppm par rapport a la masse monoisotopique théorique.

1.1.3 Analyseurs hybrides Q TOF et IT Orbitrap

L'ensemble des analyseurs MS et MS/MS actuels peuvent étre couplés a lionisation
électrospray : Temps de vols (TOF), Trappe lonique (IT), Quadripole (Q), Orbitrap, et Résonance
lonique Cyclotronique (ICR). Dans le cadre de cette thése, deux instruments hybrides, c’est-a-dire
associant des analyseurs différents, ont été utilisés : le Q-TOF Premier de Waters et I'Orbitrap XL de
Thermo Scientific (IT-Orbitrap). Seuls ces deux appareils seront détaillés dans les paragraphes

suivants.

Spectrométrie de masse hydride de type Q-TOF

Le spectromeétre de masse hybride de type Q-TOF est constitué de 2 analyseurs, un
guadripole et un temps de vol, séparés par une cellule de collision (Fig. 4). Un guide d’ion appelé T

Wave permet la transmission des ions de la source ESI au quadripole.
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Figure 4. Q TOF Premier. L'appareil fabriqué par Waters utilise une source ESI qui permet d’infuser un étalon (Lock
Spray) en méme temps que I'analyte. Un guie d’ions (T Wave) permet de focaliser les ions vers le premier quadripdle
(Resolving Quadripole). Un second module T-Wave sert de cellule de collision et un tube de temps de vol avec
reflectron guide les ions vers un systeme de détection a galettes multicanaux.

Le quadripdle est un analyseur dont le principe fut publié en 1953 par Helmut Steinwedel et
Wolfgang Paul, ce dernier recevant le prix Nobel de physique en 1989 pour cette invention (Paul,
1990). Le quadripdle est constitué de 4 électrodes soumises a un potentiel sinusoidal ¢y,

$o = Vpe + Vac cos(wt) avec Vpe =, tension continue, Vac cos(wt) = courant alternatif de
fréquence angulaire w.

Les potentiels sont appliqués sur les 4 électrodes de telle maniere que les 2 électrodes
opposées sont soumises aux mémes tensions (voir fig. 4). Considérant un ion positif, les électrodes
de tension +Vp filtrent les ions de haute masse tandis que les électrodes de tension -Vp filtrent les
ions de basse masse. En I'absence de tension Vpc, le quadripble fonctionne en radiofréquence
uniquement, les électrodes vont inverser leur potentiel a tour de role et les ions seront focalisés au
centre du faisceau. Le quadripéle installé sur le Q-TOF premier permet en théorie une fenétre de
sélection des ions d’une unité de masse; il est ainsi possible de sélectionner le pic monoisotopique
au sein d’un massif et de ne transmettre que lui a la cellule de collision.

La cellule de collision est une chambre dans laquelle un gaz inerte, I'argon, est infusé a la
pression de 4x10 mbar. Cette cellule est a I'origine un quadripdle fonctionnant en radiofréquence

seule. Ici, la cellule de collision qui est appelée T wave est constituée d’une série de lentilles.
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Chaque lentille est soumise a une tension continue et une tension alternative. Deux lentilles
adjacentes sont soumises a des potentiels de phase opposée. La tension continue sur ces deux
lentilles permet d’obtenir une barriere de potentiel qui stoppe les ions, cette barrieére de potentiel
avance pour créer une onde qui emmeéne les ions jusqu’au tube de vol. La pression d’argon et
I’énergie des ions est telle que les ions se fragmentent.

Le tube de vol est placé perpendiculairement a la trajectoire des ions provenant du
qguadripodle. Il est doté d’un miroir électrostatique qui permet de doubler le parcours des ions dans
le tube de vol : les ions décrivent un V du pusher (lentille qui focalise les ions et les propulse dans le
tube de vol) jusqu’au détecteur.

Considérant uniquement le temps de vol apres I'accélération:

Sachant que  E =% mv? (E : énergie cinétique de I'ion accéléré)

E =qU (g : charge électrique de I'ion, U : tension appliquée)

v =d/t (d : distance de vol)

d m
Alors t= \/T_U\/%

En d’autres termes, le temps nécessaire a un ion pour atteindre le détecteur sera
proportionnel a la racine carrée de son rapport m/z. Pour I'appareil utilisé au laboratoire,
I’analyseur TOF permet une justesse supérieure a 10 ppm et une résolution de I'ordre de 9000.

Les modes d’acquisition permettent I'obtention de spectres MS ou MS/MS. En mode MS,
seule une radiofréquence est appliquée au quadripdle, 'ensemble des ions est transmis a la cellule
de collision dont I'énergie appliquée est réduite pour empécher la fragmentation des ions, le TOF
mesure l'ensemble des masses qui lui sont transmis. En mode MS/MS, les tensions et la
radiofréquence du quadripdle sont ajustées pour ne permettre la transmission que d’un ion de m/z
choisi. La sélection avec le quadripdle permet d’isoler un ion a la masse m/z = 1000 +/- 1 avec une
intensité correspondant au 3/4 de l'intensité de I'ion en mode MS. L’ion parent est transmis a la
cellule de collision dont I'énergie est augmentée afin de permettre une fragmentation CID. Les ions
fragments (ions fils) sont finalement transmis au TOF et mesurés. Les temps de mesure pour
produire un spectre MS et MS/MS avec un rapport Signal/bruit satisfaisant sont respectivement de
I'ordre de 0.5 sec et 2 sec. Il est nécessaire d’augmenter le « temps de scan » pour les spectres
MS/MS afin d’accumuler suffisamment de micro-scans et compenser la baisse d’intensité propre a

la fragmentation.
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La résolution et la précision de mesure du Q TOF sont fonction du TOF. L’association du
guadripoble au TOF permet de combiner la robustesse du quadripole pour la sélection d’ions parent
avec la précision de mesure du temps de vol (~*5 ppm, FWHM >10 000) (Chernushevich et al., 2001).
Cette résolution peut étre poussée a 17 000 lorsque le deuxieme réflecteur, disposé entre le pusher
et le détecteur, est activé et permet aux ions de parcourir alors un trajet en « W ».
Malheureusement, la réduction de sensibilité associée au mode W ne le rend utilisable que pour

des échantillons non limités en quantité.

Spectrométrie de masse hydride de type IT Orbitrap

Cette géométrie correspond a un appareil commercialisé par Thermo scientific: le LTQ
Orbitrap XL (Makarov et al., 2006). L'instrument est constitué d’une trappe ionique linéaire (LTQ
pout Linear Trap Quadripole), d’une cellule de transfert C-Trap, d’une cellule de collision HCD (HCD
pour Higher Collision Dissociation) et d’'une deuxieme trappe ionique de type Orbitrap (Fig. 5).

Optique de transfert Optique de transfert

ource rappe lineaire -ra elluie
S ESI Trappe linéai C-trap Cellule HCD

N ot =
| ]

| —
\/"

Figure 5. Orbitrap XL. L'Orbitrap XL est un spectrometre de masse hybride composé d’une trappe linéaire, d’'une cellule
de fragmentation HCD et d’un analyseur Orbitrap. La trappe ionique permet des mesures MS et MS" avec une
résolution voisine de 2000 pour une exactitude de I'ordre de 100 ppm. L'Orbitrap permet des mesures de masse exacte
avec une erreur inférieure a 2ppm et une résolution supérieure a50000.

La trappe linéaire est un quadripdle possédant des électrodes supplémentaires a ses
extrémités (end cap). Les électrodes d’extrémité sont des portes électrostatiques qui permettent le
confinement des ions dans la dimension axiale (z) avec I'aide d’une pression de gaz inerte (1 mtorr
d’Helium). Les ions sont ensuite éjectés vers la C trap. La trappe linéaire possede également son
propre systeme de détection avec une éjection radiale des ions qui permet de produire des scans

MS et MS".
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La C-trap est un piege électrostatique qui permet de focaliser les ions au moyen d’une
radiofréquence et d’une pression de gaz inerte. Elle permet d’éjecter les ions orthogonalement vers
I’Orbitrap. Cette éjection est pulsée et focalise a haute vitesse les ions qui pénéetrent dans I'orbitrap
par une fenétre de 1 x 10 mm (Makarov, 2000).

La cellule HCD est une cellule de collision quadripolaire munie de miroirs électrostatiques a
ses extrémités pour permettre de retenir puis expulser en sens inverse les ions qu’elle contient. Elle
est utilisée notamment pour palier I'incapacité de la trappe linéaire a piéger des ions fragments de
m/z inférieurs a environ 1/3 de la valeur du m/z de I'ion parent.

L’Orbitrap est une trappe ionique orbitale constituée d’une électrode centrale en forme de
barre entourée par une électrode externe cylindrique. Les ions sont introduits dans I'Orbitrap de
maniere tangentielle et tournent autour de I'électrode centrale. Comme les planetes tournent
autour du soleil, I'attraction électrostatique dirigée vers |'électrode centrale est compensée par la
force centrifuge des ions. Les aspects mathématiques du mouvement des ions dans I’Orbitrap ont
été publiés en 2000 par Alexander Makarov (Makarov, 2000). La vitesse angulaire de déplacement

d’union de long de I'axe z est fonction de sa charge g et de sa masse m :

w =+/(q/m)k en rad/sec (soit w = /k(mi/z).)

A titre d’exemple, la fréquence d’oscillation f le long de I'axe z pour m/z 524 est de 300 kHz
(f= w /2I1) (Makarov et al., 2006). Sa fréquence d’oscillation sur I’axe z crée un courant induit qui
est mesuré par I'électrode externe. Dans le cas de I'analyse d’un mélange d’ions, le signal mesuré
est alors la combinaison des fréquences des différents ions piégés. Une transformation de Fourrier
permet de décomposer le signal de synthése en ses différentes composantes; des traitements
additionnels du signal permettent de reconstituer le spectre de masse.

La résolution et la précision de mesure de I'Orbitrap sont sensiblement supérieures au Q-
TOF. A titre d’exemple, sur un temps d’acquisition dans I'Orbitrap de 1.07 s, la résolution FWHM est
de 100 000 pour m/z = 400 (Scigelova et al., 2011). Suivant I’étalonnage, |'exactitude de mesure est
inférieure en routine a 2 ppm. Lee et collaborateurs ont publié une erreur moyenne de 0.1 + 1.7
ppm avec un étalonnage interne (Lee et al., 2011). L'utilisation d’ions contaminants présents dans
les spectres MS permet également un re-étalonnage dynamique. Dans ce cas, les calibrants sont
choisis automatiquement en fonctions de leur intensité et permettent une erreur moyenne de 0.03

+ 0.5 ppm (Zhang et al., 2011).
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1.1.4 Fragmentation par CID des peptides en mode positif

Nomenclature

La dissociation induite par collision (CID) est un processus de fragmentation a basse énergie
qui transfere aux ions une énergie de quelques dizaines d’électron-volt et qui peut étre décomposé
en deux étapes. La premiére étape correspond a une excitation qui est la conséquence des
collisions de l'ion avec le gaz de la cellule de collision; une partie de I'énergie cinétique est
convertie en énergie interne. La deuxiéme étape correspond a une décomposition de I'ion parent
en ions fragments. Les fragments observés fournissent une information de séquence lorsque la
rupture se produit au niveau des liaisons amide le long du squelette peptidique. Une nomenclature
a été établie a la fin des années 80 et propose une classification en fonction de I'extrémité N- ou C-

terminale contenue dans le fragment (Biemann, 1990; Roepstorff and Fohlman, 1984) (Fig. 6).
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Figure 6. Nomenclature des ions obtenus par la fragmentation d’un peptide en mode positif. Les ions fragments a, b,
c (ions portant la partie N-terminale) et les ions fragments x, y, z (fragments portant la partie C-terminale) sont produits
en fonction du site de clivage de la liaison peptidique. Les autres ions fragments correspondent a une fragmentation
des chaines latérales (ions d, v, w), ou a des doubles clivages conduisant a des ions fragments internes ou a des ions
immonium caractéristiques des acides aminés.
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Les ions fragments a, b, ¢ contiennent I'extrémité N-terminale alors que les ions fragments x,
y, z contiennent I'extrémité C terminale. Les différentes lettres précisent le site de clivage de part et
autre du carbone et de I'azote de la liaison amide, la numérotation en indice renvoie a la position
de l'acide aminé concerné par la coupure en considérant le premier acide aminé comme I'acide
animé N- ou C-terminal contenu dans le fragment. Cette nomenclature envisage la totalité des ions
fragments imaginables. Suivant le mode de fragmentation utilisé, il est possible de ne produire que
certains types de fragments. Par exemple, la fragmentation CID a basse énergie ne produit pas de
fragments c, x, z. La structure des ions b a été initialement décrite comme linéaire (ion acylium),
I’étude des voies de fragmentation a démontré par la suite une structure cyclique a 5 éléments de
type oxazolone. Plus récemment, une structure cyclique a également été démontrée pour les ions a

(Bythell et al., 2010).

Interprétation des spectres MS/MS

La fragmentation CID a basse énergie génére essentiellement des ions b et y. Dans le cas idéal
ou les séries d’ions b et y sont completes, la lecture de la séquence consiste a identifier les séries
puis calculer les différences entre fragments de la méme série. Par exemple, b, - b1 permet
d’identifier I'acide aminé en position n. Le succeés de cette approche dépend grandement de la
qualité des séries. Si des ions sont manquants ou peu intenses, ce qui correspond a la majorité des
cas, le séquencage de novo est alors difficile voire impossible. De nombreux auteurs ont cherché a
comprendre les mécanismes qui interviennent lors de la fragmentation afin de déterminer les

relations entre la nature des fragments et leur intensité.

Vue d’ensemble des voies de fragmentation

Une vue d’ensemble des voies de fragmentation est présentée dans les revues de Paizs et
Suhai (Paizs and Suhai, 2004, 2005) et de Harrison (Harrison, 2009b). Deux grandes voies de
fragmentations sont définies en fonction de la mobilité des protons (Dongre et al., 1996) et sont
basées soit sur un mécanisme de fragmentation appelé charge dirigée (charge directed, ChD) soit

sur un mécanisme de fragmentation appelé charge a distance (charge remote, ChR) (Fig. 7).
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Peptide Fragmentation Pathway (PFP)

Charge directed PFPs (ChD) Charge-remote PFPs (ChR)

Non-sequence PFPs

m Diket-, ] Side chain PFPs
m Immonium PFPs Int. fragm. PFPs

Figure 7. Les différentes voies de fragmentation (connues et supposées) des peptides protonés (Paizs and Suhai,
2005). Une premiere différence s’opere en fonction de la mobilité du proton. S’il est séquestré par une arginine, la
fragmentation sera de type charge remote avec l'intervention d’un proton acide (Asp effect) ou du sulfoxide d’une
méthionine oxydée (Oxid Met). Si le proton est mobile, la fragmentation sera de type Charge directed avec soit une
perte de neutre et la production de fragments non informatifs pour ce qui est de la séquence en acides aminés (Non
Sequence PFPs) soit une fragmentation des liaisons amide suivant différents schémas réactionnels qui aboutiront in fine
a la formation d’ions a,b,y, de fragments internes et d’ions immonium. Les mécanismes encadrés en noirs sont détaillés
par la suite.

£)

i

Dans le cas du mécanisme ChD, le proton est mobile, il est associé a une fonction amine
présentant une affinité protonique qui permet au proton de se déplacer entre ses différents
accepteurs potentiels. La fragmentation peut alors correspondre a une perte de neutre en laissant
intact les liaisons peptidiques (non sequence PFPs). Cette fragmentation ne permet pas de
déterminer la séquence en acides aminés, elle est sans intérét sauf a signer la présence de
fonctions carboxyliques ou de fonction alcool dans le cas d’'une perte d’eau (Water loss) ou de
lysine ou arginine, asparagine et glutamine dans le cas d’une perte d’ammoniac (NH3 loss). La voie
by-ax peut étre également considérée comme une perte de neutre puisqu’elle correspond a une
perte de CO (-28u) des ions b,. Dans le cas plus intéressant des mécanismes de fragmentation
aboutissant a des fragments informatifs en termes de séquences (Sequence PFPs), plusieurs voies
sont proposées et expliquent la formation des différents fragments observés en CID : a, b, vy, ions
immonium et ions fragments internes. La premiére étape de la réaction est une délocalisation de la
charge apportée lors de I'ionisation sur I'azote des différentes liaisons amide (azote amide).

Dans le cas du mécanisme ChR, la charge est fixée par un groupement ayant une forte affinité
protonique (ammonium quaternaire, arginine) et le proton n’est plus mobile. Le mécanisme de
fragmentation implique alors des protons localisés par exemple sur la fonction carboxylique de

I’acide aspartique (Asp effect, voir paragraphe suivant).
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Fragmentation ChR

Beaucoup de peptides contenant Asp et Glu produisent des fragments b intenses avec Asp ou
Glu en position C-terminale. Cette fragmentation orientée est observée essentiellement quand le
nombre de protons est égal au nombre d’arginines. Dans ce cas, 'arginine séquestre le proton qui
n’est plus mobile, la fonction carboxylique de Asp transfere alors son proton a I'amide voisin coté C-
terminal et crée une interaction ionique (salt bridge) avec 'arginine ; la fragmentation intervient
alors a droite de I'acide aspartique. Si le nombre de charges est supérieur au nombre d’arginines, le
mécanisme fera alors intervenir le mécanisme ChD et le clivage ne sera plus orienté (Gu et al,,
2000; Wysocki et al., 2000). Cependant, I'utilisation de I’échange H/D et la dérivation N terminale
par une amine quaternaire montre que les mécanismes ChR et ChD peuvent intervenir sur un

méme ion (Cydzik et al., 2011).

Fragmentation ChD, modéle du proton mobile

Les peptides peuvent étre protonés sur différents sites ; amine N terminale, chaine latérale,
azote d’'un amide. Lors de I'excitation dans la cellule de collision, I'énergie interne des ions
augmente et les sites de protonation énergétiquement moins favorables peuvent alors se protoner
par déplacement du ou des proton(s) mobile(s) (Dongre et al., 1996; Wysocki et al., 2000). Le
modele du proton mobile fait donc référence a la possibilité de migration des protons des
groupements ayant une affinité protonique élevée vers des groupements qui ont une affinité
protonique moindre comme |'azote de la liaison amide. La détermination de I'affinité protonique
(PA) des acides aminés et des peptides est détaillée dans la revue de Harrison (Harrison, 1997). Elle
est fonction de la basicité en phase gazeuse (GB) tel que PA = GB+TAS®, soit le classement suivant:
Arg>Lys>His>aNH2>>N amide.

La protonation de la fonction amide a pour conséquence de fragiliser la liaison peptidique et
transforme le carbone de groupe CO en un site favorable aux attagues nucléophiles des
groupements voisins riches en électrons. Deux voies de fragmentation ont alors été abondamment

décrites ; la voie « by-y, » et la voie « dikétopipérazine Yy.,».

VOie bx'yz

Dans cette voie de fragmentation, le proton mobile saute de sa position initiale, par exemple
N-terminale, a une fonction amide qui est alors fragilisée (Fig. 8). Le carbone en position n-1 de

I'amine protonée devient un site accepteur d’électrons. L’attaque nucléophile du groupement
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cétone de la liaison amide n-1 provoque une cyclisation et la formation d’un intermédiaire
axazolone protoné capable de réarrangement. Selon I'affinité protonique de la partie N-terminale
et C-terminale, des ions b ou y seront formés. Dans le cadre de peptides doublement chargés, les

deux fragments peuvent étre observés conjointement.
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Figure 8. Mécanisme de fragmentation de la voie bx-yz. La protonation de I'azote de la fonction amide rend le carbone
adjacent électrophile. Une cyclisation (formation d’un oxazolone) et un réarrangement conduiront a la formation d’ions
bouy.

A partir des fragments oxazolone b, formés, de nouveaux fragments oxazolone b,; et des
fragments a, peuvent étre produits. Une conséquence directe de I'étude de ces réactions en phase
gazeuse est la description des ions b non plus sous une forme linéaire mais sous une forme cyclique

de type oxazolone.

Voie dicétopipérazine Yy.,

La voie dicétopipérazine Yy., (Fig. 9) génere uniquement des ions y. N correspond au nombre
d’acides aminés et n désigne I'acide aminé a droite duquel la dissociation a lieu. Dans un premier
temps, le proton mobile saute sur le groupement NH d’une fonction amide a l'identique de la voie
b,-y.. Par contre, I'attaque nucléophile du carbone en position n-1 de I'amine protonée est menée
ici par I'amine N-terminale, provoquant une cyclisation de la partie N-terminale sur le carbone

électrophile. Pour les ions parents mono-chargés, cet intermédiaire dicétopiperazine n’a pas une
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affinité protonique suffisante pour se protoner, un fragment y sera systématiquement formé (Paizs
and Suhai, 2005). Par contre pour les peptides trypsiques doublement chargés, la formation

dicétopipérazine b, protonée est majoritaire (Savitski et al., 2008).
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Figure 9. Mécanisme de fragmentation de la voie Yy.,. La protonation de I'azote de la fonction amide rend le carbone
adjacent électrophile. Une cyclisation par I'amine N-terminale (formation d’un cycle dicetopiperazine) conduira a la
formation d’ion b ou y.

Pour les ions Yy.3 Yna, Yns, les pertes de neutre sont respectivement des cyclo-tri, cyclo-tetra,
cyclo-penta-peptides. L'ion Y, formé possede a la fois le proton mobile et le proton provenant de
I’'amine N-terminale. Dans le cas particulier ol n =2 (Yy.,), la dicétopipérazine N-terminale doit étre
précédée d’une isomérisation cis-trans pour que I'amine N-terminale soit placée a proximité du
carbone électrophile. L'étude du peptide penta-alanine a montré que cette voie était minoritaire
par rapport a la voie by, notamment a cause des contraintes stériques imposées par le

repliement de I'amine N terminale sur les liaisons amides (Paizs and Suhai, 2004).

Voie a;-yy

La voie a;-yy (Fig. 10) est initiée par la relocalisation du proton mobile sur I'azote de la liaison
amide voisine puis la formation d’'un dimére constitué d’une partie aziridone (cycle a 3 éléments) et
d’une partie amine. L'aziridone n’est pas stable. Si la charge reste sur le cycle, une perte de CO
aboutira a la formation d’un ion a (Fig. 10, voie 1). Si la charge est sur I'amine, le fragment y sera
alors détecté (Fig. 10, voie 2). Ce mécanisme a été décrit par Harrison et col. dans le cadre de

I’étude de di-peptides Val-Xxx (Harrison et al., 2000).
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Figure 10. Mécanisme de fragmentation de la voie a;-y,. Aprés relocalisation du proton mobile sur 'amide N-terminale
puis formation d’un dimere aziridinone-amine, un fragment a; ou yy.; sera produit en fonction de la localisation du
proton.

Autres voies de fragmentation

. Protonation de I'oxygene amide
La protonation de I'oxygene de la fonction amide est énergétiquement plus favorable que la
protonation de I'azote de la fonction amide, ce qui a amené différents auteurs a proposer des
mécanismes de dissociation qui n’impliquent pas I'azote-amide mais I'oxygéne-amide (Wysocki et
al., 2000). Ici, le mécanisme est initié par la formation d’un groupement carbonyl au niveau de la
fonction amide attaquée. Une cyclisation avec transfert de la charge sur I'amine du cycle est
ensuite observée. Dans un troisieme temps les fragments b ou y sont formés. Si la protonation de
I’oxygéne est thermodynamiquement favorable, la forme intermédiaire cyclisée est quant a elle
beaucoup moins favorable.
° Effet de la proline
La présence d’une proline entraine généralement la production d’ion y, intenses produits
par le clivage du c6té N-terminal de la proline. La liaison amide du c6té C-terminal de la proline
est stabilisée et la forte affinité protonique de la proline favorise I'observation des fragments y
(Bleiholder et al., 2011). Cette observation est robuste et peut étre utilisée comme critére pour
la validation des identifications (Tabb et al., 2003).

° Perte d’eau et d’ammoniac
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Les pertes d’eau se produisent sur les fragments b et y contenant Asp, Glu, Ser et Thr ainsi
gue sur la fonction carboxylique C-terminale. Les pertes d’ammoniac se produisent également sur
les fragments b et y des peptides contenant GIn, Asn, His, Lys et Arg ainsi que sur I'amine N-
terminale. Pour la perte d’eau, les fragments y° (i.e. y - H,0) sont plus fréquents et plus intenses
que les fragments b® mais ils ne sont pas caractéristiques d’acide aminés contenant des oxygénes
dans la chaine latérale. Un cas particulier concerne le glutamate en position N-terminale qui se
transforme généralement en pyroglutamate accompagnée par une perte d’eau importante. Pour
I’'ammoniac, au contraire, les fragments b* (i.e. b — NH3) sont généralement spécifiques (>95 %) des
acides aminés basiques (Savitski et al., 2007).

° Clivage de la liaison amide par attaque nucléophile des chaines latérales

Ce mécanisme intervient essentiellement suite a une attaque de type charge remote de
I’histidine, de la lysine et de I'arginine (Fig. 11). Ces acides aminés ont leur chaine latérale protonée.
Le transfert de ce proton sur |'azote de la fonction permet une attaque nucléophile du carbonyle en

a de I'amine protonée puis la formation d’un cycle (Paizs and Suhai, 2005).
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Figure 11. Attaque nucléophile de la liaison amide par les chaines latérales. D’ apreés (Paizs and Suhai, 2005)

Dans le cas de I'histidine, le groupement imidazole est trés probablement protoné et

transfere son proton a |'azote de la liaison amide adjacente, coté C-terminale. Dans un deuxieme
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temps, I'attaque nucléophile de I'oxygéne amide par I'azote imidazole crée un bi- cycle qui entraine
le clivage de la liaison amide avec I'observation d’un ion b, ou y, (Wysocki et al., 2000). Avec une
trappe ionique, I'histidine favorise nettement I'observation des ions b portant I'histidine a leur
extrémité N-terminale (Tabb et al., 2003).

Dans le cas de la glutamine ou de l'asparagine, le groupement amide latéral (attaque
nucléophile de I'oxygene amide) peut étre impliqué dans la rupture de la liaison amide coté C-

terminal.

Perte du phosphate en CID

L'analyse en mode CID de peptides contenant des phosphosérines et phosphothréonines
montre qu’ils sont fréquemment sujets a la perte d’acide phosphorique (HsPO4, 98 Da). Cette perte
de neutre sur les ions précurseurs protonés produit des spectres MS/MS avec un pic [M +nH -
H3PO,]™ majoritaire. L'observation de cet ion peut étre utile pour signer des peptides contenant
une phosphosérine ou une phosphothréonine. En contrepartie, les ions b et y qui portent
I'information de la séquence sont peu intenses, et la localisation précise du groupement phosphate
peut étre difficile voire impossible si plusieurs acides aminés sont susceptibles d’étre phosphorylés.

Plusieurs mécanismes sont proposés pour expliquer la perte de neutre par élimination d’acide
phosphorique (Fig. 12). Il était couramment admis que I’élimination de H3PO4 en phase gazeuse
faisait intervenir un mécanisme de B-élimination (DeGnore and Qin, 1998). D’autres mécanismes
ont été décrits par la suite, avec la formation d’aziridine ou d’oxazolone (Reid et al., 2000). De
maniére générale, ces mécanismes de cyclisation correspondent a une attaque nucléophile de
I'acide aminé phosphorylé sur son oxygéne carbonyle en position B (Rozman, 2011). Pour des
peptides Pro-pSer/pThr, une fragmentation aboutissant a un ion y particulier (y+10 amu) a été
décrite (Medzihradszky and Trinidad, 2012). Dans ce cas, la formation d’un cycle oxazolone entre le
carbone B de I'acide aminé phosphorylé et le carbonyle de la liaison amide n-1 produit un fragment
y de type oxazolone qui contient un carbone supplémentaire (+12) par rapport a un fragment y
classique, mais également une insaturation sur le cycle oxazolone (-2) soit un incrément de 10 amu
par rapport a I'ion y habituel.

La perte de neutre peut également correspondre soit a une élimination directe de I'acide
phosphorique soit a une élimination en 2 temps, d’abord du groupement phosphoryl (HPO3) puis de

H,0 (Palumbo and Reid, 2008).
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Enfin, dans les trappes ioniques ou la fragmentation est réalisée sur des ions confinés
pendant des temps longs de I'ordre de la dizaine ou centaine de millisecondes, le réarrangement du
phosphate (« scrambling ») sur un autre acide aminé hydroxylé a été décrit, indépendamment de la
nature de I'acide aminé phosphorylé (Cui and Reid, 2013). L'étude de 33 peptides de synthese
phosphorylés sur sérine, thréonine et tyrosine a montré un réarrangement pour les 3 acides aminés

(Palumbo and Reid, 2008). Dans cette étude, 45 % des peptides sont sujets au réarrangement.
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Figure 12. Réaction du phosphate en phase gaz. 3-élimination, formation de cycle a 3 ou 5 atomes et réarrangements.
Cette liste n’est pas exhaustive.

Prévision des intensités des ions fragments

La connaissance des mécanismes de fragmentation et des énergies nécessaires a ces
réactions permet d’envisager la construction de modeles prédictifs calculant l'intensité des
différents fragments en fonction de la séquence de I'ion moléculaire. Il faut noter que I'ensemble
des articles cités précédemment développent cette idée. Différents travaux présentent des
relations entre les fragments observés. Une relation linéaire a été établi entre la basicité en phase
gazeuse (GB) de tripeptides Gly-Gly-Xxx-OH et log(y1/b,)(Harrison, 1999). Cette relation a été
étendue sous la forme In(by/y,) = (PAn-ter-PAc.ter) RTesf pour prévoir I'intensité des ions b et y produits
par la voie B,-Y, (Paizs and Suhai, 2004).

Une approche différente mettant en ceuvre une analyse en composante principale (ACP) de la
distribution des ions fragments de 15 000 peptides trypsiques a montré que I’ACP permettait de
distinguer deux classes de peptides : une classe 1 de peptides courts (8.4 résidus) dont les spectres
MS/MS sont dominés par les fragments b, et yn., et une classe 2 de peptides plus longs (12.4
résidus) dont les fragments majoritaires sont Yy.4 et Yy.s (Savitski et al., 2008). L’explication de cette

distribution bi-modale est basée sur I'hypothése d’une isomérisation cis-trans plus rapide des
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acides aminés N-terminaux pour les peptides les plus courts, permettant une cyclisation et la
formation d’un ion b, dicétopipérazine. L'étude de peptides (Ala)His avec x allant de 5 a 10 a
confirmé la présence de ces 2 classes de peptides dépendant de la longueur de chaine (Harrison,
2009a). Par des expériences d’échange isotopique hydrogéne/deutérium, Bythell et collaborateurs
ont infirmé I'hypothese de formation des ions b, de la classe 1 suite a I’ isomérisation puis la
formation de dicétopipérazine, et indiqué que les fragments b, ont une structure habituelle de type
oxazolone (Bythell et al., 2009). En tant qu’exception, les peptides courts avec GIn ou Glu en
position N-terminale ne forment pas d’ion b, intenses a cause de leur facilité a perdre une molécule
d’eau mais se cyclisent en imide dont I'affinité protonique est faible ; la charge se relocalise alors
sur la partie centrale du peptide (Godugu et al., 2010).

Les regles de fragmentation présentées dans les paragraphes précédents ont été intégrées
dans un modele de prédiction de l'intensité des fragments et appliquées a une bibliothéque de
2605 spectres CID préalablement identifiés. Les scores de similarité entre spectres théoriques et
spectres observés augmentent de 0.4 a 0.7 entre la méthode conventionnelle (corrélation sans
prendre en compte l'intensité des ions) et la méthode publiée qui détermine l'intensité des
différents ions fragments (Zhang, 2004). Ce modele a été amélioré et prend maintenant en compte
les régles de fragmentation propres a différentes modifications; phosphorylation de S, T, Y
oxydation de M, hydroxylation, méthylation et acétylation de K (Fig. 12.1) (Zhang, 2011). A titre
d’exemple, la figure ci-dessous présente le spectre calculé et le spectre observé pour un peptide

phosphorylé sur la sérine.
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Figure 12.1. Prévision des intensités des ion fragments en mode CID. Exemple de fragmentation d’un peptide
phosphorylé doublement chargé. Le spectre calculé (en haut) est similaire au spectre expérimental (en bas). D’apres
(zhang, 2011)
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En conclusion, si la meilleure compréhension des mécanismes de fragmentations ne permet
pas de prédire un spectre de fragmentation a partir d’'une séquence d’acides aminés, les régles qui
se dessinent permettent d’envisager une amélioration de la validation des peptides identifiés dans
les grandes séries d’identifications produites par I’'analyse protéomique, en prévoyant les intensités

de certains fragments caractéristiques des voies de fragmentations précédemment décrites.
1.2 L’analyse protéomique

1.2.1 Généralité

Le terme « protéome » est une fusion des mots PROTEines et g¢nOME et désigne I'ensemble
des protéines exprimées par un génome. Le mot est certainement né a la fin des années 1990
(Wilkins et al., 1996b). Dans le papier intitulé « From proteins to proteomes: large scale protein
identification by two-dimensional electrophoresis and amino acid analysis », Wilkins identifie 20
protéines d’Escherichia Coli en séparant les protéines par électrophorese bidimensionnelle puis en
réalisant un transfert sur membrane pour permettre une composition en acides aminés. La
connaissance du point isoélectrique, du poids moléculaire et de la composition en acides aminés de
chaque protéine permet une identification dans la base de données de séquences protéiques de la
bactérie (web.expasy.org/aacompident/). Pour plus de fiabilité, I'analyse est validée par la
technique de référence de I'époque, le séquencage d’Edman de I'extrémité N-terminale de la
protéine (Wilkins et al., 1996a).

Si le terme « protéomique » est apparu en 1996, la possibilité d’identifier des protéines en
grand nombre est antérieure, puisque les premieres identifications par spectrométrie de masse ont
été réalisées en 1993. Pappin et collaborateurs furent les premiers a présenter une approche
systématique utilisant le MALDI TOF et une bases de données protéique (voir paragraphe
suivant)(Pappin et al., 1993). Cette approche est une évolution majeure dans I'analyse biochimique
des protéines. La caractérisation ne dépend plus de la seule analyse chimique mais utilise les
données de séquencage du génome pour faire une corrélation entre mesures expérimentales et
valeurs théoriques calculées a partir de séquences. Cette approche protéomique permet
d’augmenter considérablement la quantité de protéines identifiées et modifie radicalement la
vision du biologiste et du biochimiste sur son modéle.

L'analyse protéomique peut étre divisée en une approche qualitative (construction de

catalogues généralement associés a une localisation subcellulaire) et une approche quantitative
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(Tab. 2). Il s’agit alors de comparer le contenu protéique de différents échantillons afin d’en
déterminer les différences. Cette comparaison peut s’opérer sur le matériel biologique entier ou
fractionné (organes, compartiments cellulaires) et met en jeux différentes techniques de
séparations. Dans tous les cas, la mesure qui permet l'identification des protéines est réalisée par

spectrométrie de masse.

Tableau 2. Méthode d’analyse du protéome

ANALYSE PROTEOMIQUE

+ Globale * Electrophorese + MALDI MS
= Cellulaire * Chromatographie = ESI MS/MS

Type
* Qualitative

= Quantitative

+ subcellulaire * Partage

L’analyse du protéome peut porter sur un protéome entier ou sur une fraction du protéome. Cette fraction est
spécifique d’un organe ou organisme entier, d’un type cellulaire ou d’un compartiment subcellulaire. Les techniques
d’électrophorese et de chromatographie ou de partage permettent de séparer les constituants (protéines ou peptides)
pour une mesure par spectrométrie de masse.

L'analyse protéomique s’est également focalisée sur l'analyse de protéines ayant une
caractéristique physicochimique originale (protéines membranaires, protéines de complexes) et sur
I'analyse des protéines portant des modifications post-traductionnelles; les termes de
complexome, de phosphoprotéome ou de glycoprotéome sont alors apparus. A travers ses
différents axes de recherche, la protéomique a connu une forte croissance de 1995 a 2005 et est
aujourd’hui la technique de référence pour la caractérisation d’un contenu protéique. A titre

d’exemple, 7292 publications contenaient ce mot « protéome » en 2012 (Fig. 13)

8000

Figure 13. Nombre de publications référencées dans PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) et contenant
les mots clé proteom*.
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Il est possible de distinguer deux périodes dans I'évolution des techniques protéomiques, une
premiere période qui correspond a I'utilisation exclusive de I'électrophorese bidimensionnelle (gel
2D) pour séparer les mélanges protéiques complexes et quantifier les protéines du mélange ; le
MALDI TOF est alors généralement utilisé pour identifier les spots des gels 2D. Une deuxiéme
période fut initiée notamment par les travaux de John Yates qui a montré en 1996 qu’un hydrolysat
trypsique de levure pouvait étre analysé directement par un systéme LC-ESI-MS/MS et permettre
I'identification de plus de 100 protéines en une seule analyse (Link et al., 1999).

Aujourd’hui, la premiere difficulté d’'une analyse protéomique est le choix des techniques a
utiliser pour fractionnement des protéines et le fractionnement des peptides (Fig. 14). Si on
excepte I'approche Top-down, les protéines sont identifiées a partir de I'identification d’'un ou
plusieurs peptides (Bottom-up). Les protéines peuvent étre séparées par électrophorése ou
chromatographie mais cette étape n’est pas indispensable : une hydrolyse enzymatique peut étre
menée sur |'extrait total ; le mélange de peptides est alors analysé par chromatographie liquide

mono- ou multi-dimensionnelle couplée a la spectrométrie de masse MS/MS. Un

préfractionnement par IEF en gel ou liquide est parfois réalisé.

< Wi
e * Ultracentrifugation

* SDS PAGE

Bl Electrophorése SN« 2D PAGE

* BN PAGE

gl Chromatographie  [EM. 7D |C (CF+RP)

gl Electrophorése B
Peptides iy * Phase inverse (RP)

all Chromatographie

= Echange d'ions (SCX, SX, WAX)
* Hydrophilique {HILIC ERLIC)

Figure 14. Les techniques de séparation en analyse protéomique. En général, I'électrophorése est utilisée pour séparer
les protéines et la chromatographie liquide pour séparer les peptides. La séparation de mélanges protéiques par
chromatographie liquide et I'électrophorese de peptides sont des techniques peu employées a ce jour.

1.2.2 Analyse protéomique par électrophorese bidimensionnelle
En 1993, la premiére technique de protéomique par spectrométrie de masse a mis en ceuvre
une séparation des protéines par électrophorese bidimensionnelle et une identification des spots

protéiques par MALDI-TOF (Pappin et al., 1993). La technique d’électrophorése bidimensionnelle a

été présentée pour la premiere fois en 1975 par O’Farell (O'Farrell, 1975). L'auteur présentait une
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séparation en deux dimensions de protéines d’Escherichia Coli marqué au **C, avec en premiére
dimension une iso-électrofocalisation (IEF) et en deuxieme dimension une SDS-PAGE. A partir de 10
ug de protéines, O’Farell a séparé plus de 100 constituants (Fig. 15A). Plusieurs évolutions ont
rendu la technique accessible, avec une commercialisation de I'ensemble des matériels et réactifs.
Une évolution majeure est I'immobilisation du gradient de pH sur une bandelette IPG (Immobilized
pH Gradient) (Giorgio Righetti, 1984). Les bandelettes IPG permettent de charger une plus grande
guantité de protéines et la premiére dimension est plus reproductible. Les techniques de détection
ont également évolué : l'utilisation de la fluorescence a permis d’augmenter la sensibilité et le
marquage des protéines permet maintenant d’analyser dans le méme gel différents échantillons
par la méthode DIGE (Differencial In Gel Electrophoresis) (Saibil, 2013). Cependant, au regard des
électrophoreses bidimensionnelles présentées dans la Figure 15A, il n’est pas certain que ces

évolutions permettent de produire des électrophoréses plus sensibles et résolutives.
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Figure 15. Electrophorése bidimensionnelle d’E Coli. A gauche, réalisation en 1975 : 10 ug d’extrait total, détection de
¢ par film photographique (O'Farrell, 1975). A droite : réalisation en 2013 :150 pg d’extrait total, détection par
fluorescence ; les dessins de couleur désignent des spots discriminants (Sheridan et al., 2013). En B : Electrophorese
bidimensionnelle de la protéine membranaire B3AT. Le tampon de solubilisation utilisé pour I'lEF contient de I'urée, de
la thiourée et différents détergents. De gauche a droite : CHAPS, Brij96, dodécyl maltoside, d’aprés (Rabilloud, 2009).

Un défaut majeur de cette technique est I'impossibilité de faire migrer dans la premiere
dimension des protéines peu solubles comme les protéines membranaires. En effet, I'lEF ou IPG ne
tolere que pas ou peu les détergents ioniques de type SDS, qui sont substitués par des détergents
moins performants de type non ionique. L'optimisation des tampons de solubilisation a permis

d’améliorer pour quelques cas particuliers la séparation des protéines membranaires. Par exemple,
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le transporteur d’anion B3AT a 12 domaines transmembranaires peut étre ou non détecté en
fonction des tampons de solubilisation utilisés pour la premiéere dimension (Fig. 15B) (Rabilloud,
2009). La synthese de nouveaux détergents a également permis d’améliorer I'analyse des protéines
membranaires (Santoni et al., 2000). Cependant le cas B3AT est marginal et I'électrophoréese
bidimensionnelle reste peu adaptée a I'analyse des protéines membranaires. Une autre limitation
de la technique est la fenétre d’analyse des gels 2D (PM de 10 a 100 kDa et pl entre 4 et 8) qui
exclut de la séparation les nombreuses protéines a caractére basique et les protéines de trés hauts
poids moléculaires (Rogowska-Wrzesinska et al., 2013).

De 1975 a la fin des années 90, les protéines visualisées sur les gels d’électrophoréses
bidimensionnelles sont restées pour l'essentiel mystérieuses. Les techniques d’identification
demandaient de grosses quantités de protéines, de I'ordre du pg, et l'identification se faisait
essentiellement par micro séquencage et par composition en acides aminés (Wilkins et al., 1996a).
Les années 90 voient I'essor de I'ionisation MALDI et la commercialisation de spectrométres MALDI-
TOF qui permettent de mesurer simplement des molécules entieres, non fragmentées par
I'ionisation. En 1993, un article précurseur présente un logiciel accessible par le web, MOWSE pour
Molecular Web SEarch qui identifie les protéines sur la base de leur carte peptidique (Pappin et al.,
1993). La carte peptidigue massique (peptide mass fingerprinting) est une liste de masses
correspondant aux peptides obtenus a partir de la digestion enzymatique d’une protéine purifiée
(purifiée par exemple par électrophoréese 2D). Dans un deuxieme temps, une analyse informatique
compare la liste de masses obtenues par MALDI-TOF avec une base de données indexée qui
contient la liste de masses obtenue par digestion in silico des protéines. Comme la liste de masses
expérimentale est incompléete par rapport a la digestion in silico d’'une protéine, les auteurs
calculent un rang d’identification basé entre autre sur le nombre de peptides expérimentaux
présents dans la protéine identifiée et le nombre total de peptides théoriques, de maniére a limiter
le biais causé par le poids moléculaire de la protéine. Ce logiciel est le premier a étre utilisable par
I'intermédiaire d’internet et son évolution aboutira au logiciel MASCOT.

Le nombre d’articles qui utilisent I'électrophorése bidimensionnelle a considérablement
décliné. Pour autant, la technique conserve un intérét majeur, car elle est a ce jour la technique
séparative de choix pour mettre en évidence les différentes modifications post-traductionnelles

d’une protéine (Rogowska-Wrzesinska et al., 2013).
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Electrophorése SDS-PAGE et LC-MS/MS

Afin de pallier aux limitations inhérentes a I'électrophorése bidimensionnelle (gamme de PM
et pl restreintes), et grace aux progrés de la spectrométrie MS/MS qui permet d’identifier les
protéines en mélange a partir de I'identification des peptides, la simple SDS-PAGE est utilisée pour
préfractionner les mélanges protéiques. La digestion en gel permet d’extraire facilement les
peptides qui sont ensuite analysés par LC MS/MS. Une comparaison de cette technique par rapport
aux techniques off gel (SCX ou off gel IEF des peptides) a été réalisée en gardant un temps d’analyse
MS constant, montrant que la SDS-PAGE et digestion en gel permettait d’identifier le plus grand
nombre de protéines (Antberg L Fau - Cifani et al., 2012). Par ailleurs, les identifications des
protéines séparées par SDS-PAGE sont suffisamment reproductibles pour permettre une

guantification relative de plusieurs milliers de protéines (Piersma et al., 2013).

1.2.3 Chromatographie liquide et spectrométrie MS/MS

Deux éléments clés expliquent le succes du couplage LC-MS, a savoir (i) la source ESI est
compatible avec tous les débits HPLC, de 20 nl/ml a 1 ml/min, une simple union suffit au couplage,
(ii) la qualité des spectres de masse MALDI est fotement dégradée lorsque I"échantillon contient
des contaminants (sels, détergents) ou lorsque le mélange est complexe (discrimination spectrale).
Le couplage de la chromatographie liquide est facile a mettre en ceuvre, permet d’éliminer les
éventuels sels non volatils et simplifie le mélange en le fractionnant. La chromatographie utilisée
devant le spectrometre de masse est essentiellement une phase inverse a bas pH. Afin d’augmenter
le pouvoir de séparation, elle peut étre précédée d’'une autre chromatographie dont les critéeres de

séparation sont différents, en général un échanged’ions.

Parameétres d’optimisations des colonnes HPLC

Le diamétre de colonne est un parameétre qui influence dramatiquement la sensibilité des
systemes LC-MS. La concentration des analytes en sortie de colonne peut étre calculée par la

formule suivante :

le/Z

C = ——————— avec m: quantité chargée sur la colonne, N : efficacité de la colonne, Vj.
(2IM)1/2Vy (1+k)

volume de colonne, k : facteur de rétention (Abian et al., 1999; Chervet et al., 1996).
Pour une méme phase solide, la concentration en sortie de colonne est donc inversement

proportionnelle au volume de colonne Vy, ou encore inversement proportionnelle au carré de son
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diametre (V = IIr? x Hauteur). Autrement dit, transposer une analyse d’une colonne de 1 mm de
diametre a une colonne de 100 um permet un gain de sensibilité d’un facteur 100. Sachant que
I'efficacité de transmission des ions de la source est inversement proportionnel au débit, ce gain de
sensibilité chromatographique est d’autant plus intéressant que I'efficacité de transmission des ions
a I'analyseur de masse est amélioré pour des sources nanospray (Oosterkamp et al., 1998).

Si la diminution des diamétres de colonnes permet d’augmenter la sensibilité des analyses LC-
MS, elle affecte également les débits et les capacités de chargement des colonnes (Tab. 3). Il
apparait clairement que les colonnes de petits diamétres sont congues pour analyser des petites

guantités d’échantillon pour des petits volumes injectés.
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Tableau3. Influence du diametre sur les caractéristiques chromatographiques des colonnes.

Diametre Volume Débit Injection Conc. Relative  Capacité
interne optimum au détecteur

4.6 mm 4.1 ml 1 ml/min 100 pl 1 8469
2mm 783 ul 0.2 ml/min 20yl 5.3 1598
1mm 196 ul 50 pl/min 5yl 21.2 400

320 um 20 pl 5 ul/min 500nl 206 41

50 um 490 nl 120 nl/min 10 nl 8459 1

Considérant une colonne de 75 um, diamétre couramment utilisé en analyse protéomique, un
volume d’échantillon facilement manipulable, soit 10 ul, demande 50 min pour étre chargé sur la
colonne qui fonctionne a un débit de 200 nl/min. Il apparait donc indispensable d’associer au
systéme une cartouche de plus gros diamétre, classiquement 300 pum, pour permettre un
chargement rapide de I'échantillon. Ce type de cartouche de préconcentration est maintenant
systématiquement utilisé (Fig. 16).

300um x Smm

75umx 15 cm
Gradient analytique - se— e
(~200 nl/min)

-» Vers MS

<- Injecteur
(~10 pl/min)

mm Position 1-2 = Position 10-1

Figure 16. Montage nanoLC avec colonne de préconcentration. La colonne analytique (75 um 1.D.) et la cartouche de
préconcentration (300 um I.D.) sont connectées a une vanne a 2 positions. En position 1-2, I’échantillon provenant de
I'injecteur est chargé sur la cartouche a un débit rapide, alors que le la colonne analytique n’est reliée qu’au débit
analytique (200 nl/min). En position 10-1, cartouche et colonne sont reliées au gradient analytique.

La longueur de colonne est un deuxieme paramétre qui permet lI'amélioration des
séparations chromatographique. Son influence peut étre évaluée par le calcul de la capacité en pic
(ne), ce parametre permettant de déterminer l'efficacité de la séparation (Lan and Jorgenson,
1999).

La relation nc= ( T2-T1)/w ou T2 et T1 sont respectivement les temps de rétention du dernier
et premier pic d’analyte et w la largeur moyenne des pics, indique que la capacité en pics augmente
en fonction de la racine carrée de la longueur de la colonne (Medina et al., 2001). En phase inverse
C18, la capacité en pic passe de 162 pour une longueur de 7.5 cm a 450 pour une longueur de 60
cm (Wang et al., 2006). La longueur de colonne permet donc d’améliorer la séparation. Mais en
contrepartie, le temps d’analyse est augmenté ainsi que la perte de charge, |'utilisation de four a

colonne est alors nécessaire pour diminuer la pression.
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La taille des particules est un autre parametre d’optimisation qui permet d’augmenter la
capacité de pics en diminuant le temps d’analyse. Hongji Liu montre que n. augmente de 50 % pour
des particules réduites de 3 a 1.7 um alors qu’elle n’augmente que de 30 % quand la longueur de

colonne est multipliée par deux (Liu et al., 2007). Il apparait en effet que :

n.~VL avec L~t, L: longueur de colonne
n.~d, avec t~dp4, dy: diametre particules

Soit en pratique avec une pression de 80 MPa en facteur limitant :
n:.=500 avec L=1m, d, =2 um t=120 min
n.=1000 avec L=2m avec d, = 3 um, t = 500 min (Novakova et al., 2013).

Il apparait donc que la réduction de la taille des particules est une solution intéressante pour
améliorer I'efficacité des séparations, mais ceci s’accompagne d’une forte augmentation de la
contre pression (loi de Darcy).

Le tableau ci-dessous est une synthese basée sur des calculs théoriques et permet d’illustrer
clairement les relations entre t, L, et d, (Poppe, 1997). Pour un facteur limitant (la pression) fixé a
200 bars, la séparation optimale est obtenue avec 2.3 jours de chromatographie sur une colonne de
35 m et des particules de 17 um. Des particules de diameétre 10 fois inférieures (1.7 um) permettent

une chromatographie « plus raisonnable » de 20 sec sur une colonne de 35 mm.

Tableau 4. Caractéristiques optimales d’ une chromatographie a 200 bars, d’aprés (Poppe, 1997)

Nb. de plateaux Temps de rétention d, (um) L (m)
1000 0.2 sec 0.5 0.0011
10000 20 sec 1.7 0.035
100000 2000 sec 5 1.1
1000000 2.3 jours 17 35

La contre pression est le facteur limitant. Alors que la séparation est améliorée avec une
diminution des tailles de particules, la contre pression qui en résulte limite la longueur des colonnes
et oblige l'utilisation de systémes chromatographiques dit « ultra haute pression » (UHPLC) qui
peuvent atteindre 100 MPa. Une alternative est le développement de phases polymériques dont les
caractéristiques mécaniques permettent de limiter la contre pression. A titre d’exemple, une
colonne a polarité de phase inverse polymérique de 3 metres de long (C18, 100 um x 3 m) et une

séparation de 40 h a 500 nl/min a 20 MPa permettent d’atteindre une efficacité en pic de 1600
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(Horie K Fau - Sato et al., 2012). Une situation intermédiaire est |'utilisation de particules de petite
taille (2 um) dont le coeur est non poreux et la périphérie poreuse. Elles permettent de limiter la
contre pression et d’obtenir des capacités en pic de I'ordre de 530 pour une séparation de 5h (200
um x 25 cm) (Schuster Sa Fau - Boyes et al., 2012). Définitivement, les développements de
nouvelles phases permettent d’augmenter la capacité en pic (Sandra et al., 2008), les répercussions
sur les performances des systéme LC-MS étant importantes du fait de la corrélation linéaire entre n.
et le nombre de peptides identifiés. A titre d’exemple 14292 peptides peuvent étre identifiés dans
un seul run LS-MS (Orbitrap) de 8h (C18, 2 um, 75um x 50 cm, 750 bars, n. >600). (Kocher T Fau -
Swart et al., 2011).

Chromatographie monodimensionnelle

La chromatographie directement liée a la source ESI est une chromatographie dont les
tampons ne contiennent pas de sel. Dans le cadre de l'analyse des peptides, elle est
essentiellement de type phase inverse (RP) avec un greffage par des chaines octadécylsilane (C18).
Avec ce type de chromatographie, le choix approprié du contre-ion permet d’augmenter
considérablement la rétention des peptides. Les contre-ions les plus performants sont fluorés et
I'augmentation de rétention augmente avec leur hydrophobie, acide trifluoroacétique (TFA) < acide
pentafluoropropionique (PFPA) < acide heptafluorobutyrique (HFBA) (Shibue M Fau - Mant et al.,,
2005). Malheureusement ces contre-ions ne peuvent pas étre employés en couplage LC-MS a cause
de la suppression de signal qu’ils entrainent (Garcia, 2005). Une concentration en TFA diminuée a
0.05 % est cependant utilisée en électrospray (Premstaller A Fau - Oberacher et al., 2001). La méme
solution a été employée avec 'HFBA (Washburn Mp Fau - Wolters et al., 2001) mais la grande
majorité des protocoles utilisent I'acide formique 0.1 % et un gradient linéaire de 0-5 % a 30-50 %
(Macek et al., 2009). Dans ces conditions, dans le cas de I'analyse du protéome de levure qui
constitue un excellent modéle pour I'évaluation des performances, plus de 4000 protéines ont été
identifiées en une seule analyse de 4h avec une colonne UHPLC (C18 1.8 um, 75 pum x 50

cm)(Nagaraj N Fau - Kulak et al., 2012).

Chromatographie multidimensionnelle

A la maniere de l'électrophorése bidimensionnelle qui a su associer deux principes
électrophorétiques et multiplier sa capacité de séparation, la chromatographie multidimensionnelle

(généralement bidimensionnelle) s’est rapidement développée. Elle a été aidée par la
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commercialisation de systémes HPLC bidimensionnelles entierement automatiques. La quasi-
totalité des montages chromatographiques utilise une chromatographie en phase inverse en
deuxieme dimension, devant le spectrométre de masse. La premiére dimension utilise
généralement une phase stationnaire correspondant a un échangeur fort de cations (SCX). Plus
récemment, d’autres associations de colonnes ont été publiées. Elles conservent une phase inverse
en deuxieme dimension mais la premiere dimension est assurée par une chromatographie SAX
(Strong Anion Exchange), une chromatographie RP a pH basique ou une chromatographie HILIC
(Hydrophilic Interaction Chromatography) (Xie F Fau - Smith et al., 2012).

MudPit(SCX+RP) pour Multidimensional protein identification technology est une version
intégrée du couplage SCX —RP (Fig. 17). Son montage diminue tous les volumes morts puisque
I'aiguille nanospray sert également de colonne analytique, la pointe de l'aiguille contient un fritté
qui retient une phase inverse et une phase échangeuse de cations. Des injections par palier de sels
volatiles (acétate d’ammonium) transférent les peptides par paquets de la partie SCX a la partie
phase inverse. En 2001, cette technique permit I'identification de 1484 protéines (5540 peptides)

pour une analyse de plus de 20h (Washburn Mp Fau - Wolters et al., 2001).

kv
v

phaseﬁl ‘: fritté

Gradient -> RP

\

v
Poubelle/split Aiguille nano-ES

Figure 17. Multidimensional protein identification technology (MudPit). A gauche : I'aiguille nanospray est remplie par
un segment de phase SCX et par un segment de phase inverse. Une union permet d’appliquer d’une part la tension de
spray (kV) et d’autre part le débit (gradient). A droite : la phase est retenue par un fritté constitué dans le dernier mm
de I'aiguille nanopsray.

En 2013, I'analyse a été reproduite par le méme groupe avec un échantillon similaire (extrait
de protéines totales de Saccharomyces cerevisiae). Pour un temps d’analyse de 8h, 3844 protéines
ont été identifiées (29952 peptides) (Webb et al., 2013). Il faut noter que les auteurs ont modifié
leur montage chromatographique en dissociant la partie SCX de I'aiguille-colonne nanospray. Une
cartouche de préconcentration (250 um x 5.5 cm) constituée de SCX + RP permet de charger
I’échantillon et élimine les sels dirigés vers la poubelle. Dans un deuxieéme temps, la cartouche est
connectée a l'aiguille-colonne C18 (100 um 1.D.) pour la conduite d’'une expérience MudPit
semblable a celle de 2001. L'augmentation du nombre de protéines identifiées est essentiellement
due au spectromeétre de masse (Orbitrap vs. Trappe ionique quadripolaire) : I'identification de pres

de 60 % des 6617 protéines prédites a partir du génome a ainsi été rendue possible.
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L’association SAX+RP est une solution actuellement en développement qui présente la méme
orthogonalité que la SCX vis-a-vis de la phase inverse. L'utilisation de SAX se justifie notamment par
le type de peptides que produit I'hydrolyse trypsique. De par sa spécificité, la trypsine produit
majoritairement des peptides acides (Cargile et al.,, 2004) dont la charge nette a pH élevé leur
permet théoriquement d’étre retenus sur une colonne échangeuse d’anions. Appliqué a un extrait
protéique de culture cellulaire (macrophage de rat), 9469 protéines (126318 peptides uniques) ont
été identifiés par ce moyen (Ritorto et al., 2013).

L’association RP+RP a également été testée dans le méme article et présente une efficacité
d’identification équivalente (8627 protéines pour 99110 peptides différents)(Ritorto et al., 2013).
Dans cette configuration, la premiere phase inverse est réalisée a pH élevé (pH 10) alors que la
deuxieme phase inverse utilise un pH bas (pH 2.5), le changement de pH conférant une différence
de spécificité entre les 2 dimensions (Stephanowitz et al., 2011) qui permet d’atteindre une
capacité en pics de 8500, ou 3982 apres correction, montrant ainsi que le mode de calcul de la
capacité en pic influence grandement le résultat (Donato et al., 2011).

L’association HILIC + RP est une configuration dont la premiére dimension permet une grande
diversité de greffage du support chromatographique : diol, cyano, sulfobétaine, amide, etc. (Donato
et al., 2011). A titre d’exemple, 2554 protéines de S.cerevisiae ont été identifiées avec une colonne
amide (Zhao et al., 2012). Elle est plus particulierement adaptée au fractionnement de peptides

hydrophiles, par définition peu retenus sur une phase inverse.

1.2.4. Analyse protéomique quantitative

La quantification des protéines par I'intermédiaire des peptides est exclusivement réalisée
par LC-MS/MS. Plusieurs stratégies sont envisageables pour comparer I'abondance de peptides
entre plusieurs échantillons (Tab. 5 et revues (Kumar and Mann, 2009) (Rodriguez-Suarez and
Whetton, 2013)). Deux grandes approches sont classiquement mises en paralléle : la quantification
relative et la quantification absolue. L'approche de quantification absolue est ciblée, car la
connaissance des protéines /peptides a doser est un pré requis pour produire des standards
marqués. Au contraire, la quantification relative reléve plus particulierement de la démarche

protéomique, car elle ne demande pas d’a priori et quantifie 'ensemble des peptides mesurés.
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Tableau5. Les principales méthodes d’analyse protéomique quantitative

PROTEOMIQUE QUANTITATIVE

APPROCHE GLOBALE: APPROCHE CIBLEE:
Quantification relative Quantification Absolue

Label-free: Ajout dosé de:
* Spectral count * Peptides marqués: AQUA
* Intensité des pics * Protéine marquée: PSAQ

Marquage isotopique: ICAT: Isotope-coded affinity tag

* |CAT /ITRAQ/TMT ITRAQ : Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation

* dimethyl TMT : Tandem Mass Tags

20 SILAC : Stable Isotope Labeling with Amino acid in Cell Culture

’ .
.
.

Marquage métabolique AQUA : Absolute quantification
* SILAC PSAQ : Protein Standard Absolute Quantification

D’un point de vue pratique, les échantillons sont mélangés (sauf dans le cas du Label-free) a
différents moments de leur préparation (Fig. 18). De ce point de vue, la méthode SILAC présente un
avantage certain, puisque le mélange est réalisé au moment de I’échantillonnage. Toute source de
variation liée aux manipulations ultérieures affecterait de la méme maniéere les 2 échantillons
analysés (Emadali and Gallagher-Gambarelli, 2009). Au contraire, les marquages chimiques sont
réalisés aprés extraction des protéines. A I'exception d’ICAT qui ajoute une étiquette sur les
cystéines réduites, les autres étiquettes sont greffées sur les fonctions amines. En ce sens,
I’échantillon est préalablement digéré par la trypsine. Toutes les étapes du protocole réalisées

avant le marquage sont susceptibles d’introduire des variations artefactuelles.

Label- Marquage Marquage chimique ou
Free métabolique enzymatique

Protéines

peptides -
SILAC, 1°N ITRAQ, TMT
180, DMF ICAT

Figure 18. Stratégies d’analyse protéomique quantitative. Suivant la technique, les échantillons sont mélangés
(marquage) ou analysés séparément (label free).
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Quantification label-free

La quantification label-free repose sur l'observation que lintensité d'un pic MS est
proportionnelle a la concentration du peptide correspondant, y compris dans un mélange complexe
(Chelius and Bondarenko, 2002). L'intérét immédiat de cette méthode est I'absence de traitement
chimique sur I'extrait de peptides, I'inconvénient étant que les échantillons sont analysés les uns
apreés les autres. La quantification est donc sensible aux variations inter-analyses, aux instabilités de
la source ESI et aux éventuels problemes de suppression ionique. De nombreux outils logiciels ont
été développés pour le traitements des données label-free (Nahnsen et al.,, 2013). Il existe 2
grandes méthodes de traitement du signal : le Spectral counting et la quantification par la mesure
des intensités de pics (Neilson et al., 2011; Zhu et al., 2010).

Le Spectral Counting est une méthode simple de comptage des spectres MS/MS
correspondant a une méme protéine. Elle est basée sur I'observation que le nombre de spectres
MS/MS est corrélé avec I'abondance de la protéine dans le mélange. Le paramétrage de
I'instrument et sa méthode d’exclusion permet de favoriser ou non les protéines majoritaires (Zhou
et al., 2012). Afin de corriger un biais lié¢ a la longueur de la protéine et au nombre de peptides
trypsiques qui en découlent, différentes méthodes de calcul sont proposées : Sl (Spectral Index),
PAI (Protein Abundance Index), SAF (Spectral Abundance Factor) (Mcllwain et al., 2012). La valeur
de spectral counting peut également étre combinée aux TIC (Total lon Current) des spectres MS/MS
pour améliorer la quantification (Freund and Prenni, 2013). A titre d’exemple, autour de 2000
protéines de rhizome de préle ont été quantifiées, dont 87 surexprimées lors de la croissance du
rhizome (Balbuena et al., 2012).

La quantification par I'intensité des pics est I'autre méthode de quantification qui utilise les
spectres MS. Le traitement des données nécessite un alignement des temps de rétention entre
analyses chromatographiques, une normalisation des intensités, et un traitement du signal pour
éliminer le bruit de fond. L’application de cette méthode a des cellules HUVEC avec séparation par
2D-LC (RP+RP) a permis de quantifier 6700 produits de genes dont 99 surexprimés dans les cellules

HUVEC traitées par un médicament (Ding et al., 2013).

Quantification par marquage isotopique

La solution idéale pour éliminer toute variation de quantification due a la variabilité de
I'analyse chromatographique est de comparer les intensités des ions au méme temps de rétention,

dans le méme spectre MS/MS. Le marquage isotopique est la réponse, il permet de différencier les
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peptides de différents échantillons en incorporant des isotopes rares pour une méme composition
élémentaire (°D, °C, N, *20). Les extraits peuvent alors &tre mélangés avant I'analyse LC-MS,
puisque la mesure de masse permettra de les différencier. Les protéines ou peptides peuvent étre
marqués par deux méthodes. La premiere méthode consiste a utiliser le métabolisme du modéle
étudié pour incorporer des acides aminés essentiels marqués (modele animal) ou une source
d’azote N (modéle végétal). La deuxiéme technique consiste a extraire les protéines des
échantillons et de les marquer par une étiquette (ITRAQ, ICAT, TMT, Diméthyl). Dans ce cas,
I'étiquette différenciera les peptides en mode MS (ICAT, 0, TMT, Diméthyl) ou en mode MS/MS
(étiquettes isobares ITRAQ).

Le marquage ‘20 peut étre réalisé lors digestion a la trypsine dans une solution d’eau enrichie
en O (Heller et al., 2003). Lors de I'hydrolyse, deux molécules d’oxygéne sont ajoutées a
I'extrémité C-terminale du peptide, conférant une différence de masse de 4 Da par rapport aux
peptides hydrolysés dans I'eau '°0. Une revue présente les avantages mais également les
inconvénients de la technique; marquage incomplet et incorporation d’un seul atome 180,
chevauchement des massifs, back-exchange (Fenselau and Yao, 2009). L”échange peut également
étre réalisé par une incubation dans de l'acide concentré, provoquant alors également un
marquage sur D et E (Haaf and Schlosser, 2012).

Le marquage SILAC (Stable Isotope Labelling by Amino Acid in Cell culture) est un marquage
métabolique qui consiste a cultiver une population de cellules dans un milieu contenant les acides
aminé essentiels Lysine et Arginine marqués par des isotopes **C et °N (par exemple ®C¢"N,-L-
lysine pour la lysine (écart +8) et *C¢"°Ni-L-arginine pour I'arginine (écart+10) (Emadali and
Gallagher-Gambarelli, 2009). Cette technique présente I'avantage de mélanger les extraits dés
I’échantillonnage. Appliquée aux phosphopeptides, le marquage SILAC de cellules Hela a permis
d’identifier 6600 sites de phosphorylation, 14 % des sites ayant une variation d’expression
supérieure a 2 apres stimulation par le facteur de croissance EFG (Olsen et al., 2006). Plus
récemment, le marquage SILAC a été également appliqué a des cultures de cellules primaires
(Liberski et al., 2013) et a des rongeurs (Konzer et al., 2013). Un développement appelé superSILAC
a été proposé par le groupe de Mathias Mann et permet d’utiliser SILAC avec des échantillons non
marqués de type biopsie (Geiger et al., 2011). La culture SILAC de lignées représentatives de la
tumeur étudiée permet d’utiliser leur pool comme ajout dosé qui sert ensuite de référence a
I'ensemble des protéines quantifiées. Avec cette technique et un enrichissement des protéines

glycosylées, les sécretomes de 11 lignées de cancer du poumon ont été comparés a des cultures
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primaires de poumons, puis a des prélévements sanguins : 1398 sites de N-glycosylation ont été
identifiés, dont 881 sites quantifiables entre les lignées. Cinq profils d’expression permettent de
classer les lignées en fonction des stades cancéreux qu’elles représentent. Certains des
biomarqueurs identifiés sont également détectés dans les sérums de patients atteints de cancer du
poumon (Boersema et al., 2013). La méthode superSILAC a également appliquée a des extraits de
tissus hépatiques murins apres stimulation ou non par l'insuline. Elle a permis de vérifier
I’activation de kinases appartenant a la voie de signalisation du récepteur de l'insuline (Lundby et
al., 2012).

Le marquage Diméthyl permet de comparer 3 échantillons dont les peptides sont modifiés
par du formaldéhyde (H,CO). Trois formes de formaldéhyde sont utilisées : une forme légere H,C,
(ajout de 28 Da), une forme intermédiaire D,CO (+32 Da), une forme lourde D,CO (+36
Da)(Kovanich et al., 2012). Cette approche a été utilisée pour comparer le phosphoprotéome de
plants de mais soumis a un stress hydrique (Bonhomme et al., 2012), le phosphoprotéome de foie
cancéreux (Song et al., 2011), ainsi que l'identification des substrats des 2 kinases ; PKA (Protein
kinase A) et Mps1 (human monopolar spindle 1) (Hennrich et al., 2013).

Les marquages ITRAQ 8plex et TMT® sont basé sur des kits commercialisés respectivement
par AB SCIEX et Thermo Scientific. Les deux réactifs utilisent une chimie de couplage basée sur le N-
hydroxy-succinimide (NHS) qui réagit sur les amines a pH élevé (>8). Ces marquages sont isobares,
c’est a dire que les 6 étiquettes TMT et les 8 étiquettes ITRAQ permettent de marquer
respectivement 6 ou 8 échantillons différents avec un incrément de masse identique, indépendant
de I'étiquette utilisée. Lors de la fragmentation en mode MS/MS, un fragment spécifique de chaque
étiquette est libéré.

Le marquage TMT est illustré en détail dans la Figure 19. Le groupe réactif (succinimide)
réagit avec les fonctions amines des peptides pour greffer une étiquette (tag) de masse 230 Da.
Lors de la fragmentation en mode CID, un fragment caractéristique se forme au site de clivage

indiqué sur la figure.
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Figure 19. Marquage isobare avec le réactif TMT (Tandem Mass Tag). Les étoiles bleues correspondent aux 5 atomes
qui peuvent étre échangés avec des isotopes lourds, les étoiles rouges marquent les atomes du groupe balance qui
seront ou non marqués afin de conserver une méme masse pour I’'ensemble du tag.

Grace aux derniéres générations de spectromeétres de type Orbitrap qui permettent des
précisions inférieures a 1 ppm pour une résolution de 100 000, le réactif TMT est également décliné
sous la forme de 10 étiquettes différentes. Pour une méme formule brute, I'augmentation du
nombre de groupes rapporteur est basée sur 'utilisation soit de 3¢, soit de N. Plusieurs tag TMT
existent sous une forme légere (L) ou une forme lourde (H) dont la différence de 0.006 u est
discernable par des instruments a haute résolution. Par exemple, TMT127L (12C8H1615N1+) =
127.1247 u, et TMT127H (**C,C1H16™*N;*) = 127.1310 u sont discernables a partir d’une résolution
supérieures a 30 000 (McAlister et al., 2012; Werner et al., 2012).

La comparaison des différentes stratégies de marquage a été réalisée dans quelques rares
articles. Les conclusions sont difficiles a tirer puisque I'efficacité de la technique peut étre évaluée
par différents paramétres, par exemple le nombre de protéines identifiées et quantifiées, mais
également la précision de la quantification, la justesse, la linéarité du dosage. Avec un systeme de
calcul de rangs, le classement suivant a été obtenu : Diméthyl LTQ-FTICR > iTRAQ QStar > Label-free
LTQ-FTICR > DimethylL QStar > Label-free QStar (Sjodin et al.,, 2013). Une autre comparaison
portant sur SILAC, label free, TMT et iTRAQ 4plex présente la méthode label-free comme la
technique la plus sensible mais la moins précise (Li et al., 2012). Une comparaison restreinte au
label-free et iTRAQ 4plex d’'une souche de Chlamydomonas reinhardtii a permis de quantifier un
plus grand nombre de protéines par label free (329 contre 124) (Wang et al., 2012a).

Plus récemment, la technique label free a été comparée au marquage TMT pour différentes
cultures d’hépatocytes humains. Si 'approche label free permet d’identifier considérablement plus
de peptides que I'approche TMT (respectivement 1644 et 721 peptides), le marquage TMT permet

une quantification considérablement plus précise (Megger et al., 2013).
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1.3 L’analyse des phosphopeptides

1.3.1 Sites de phosphorylation

La phosphorylation des protéines est une modification post-traductionnelle courante qui est
impliquée dans la régulation des fonctions cellulaires. Nous ne parlerons ici que de la
phosphorylation dans les cellules eucaryotes (dans les cellules procaryotes, la phosphorylation
intervient essentiellement sur I'histidine, I'acide glutamique et I'acide aspartique).

Les kinases protéiques (PK) sont les enzymes qui catalysent le transfert d’'un groupement
phosphoryl (POs%) d’un nucléoside triphosphate, habituellement ’ATP, sur la chaine latérale d’un
acide aminé. Les kinases font partie d’une famille de protéines regroupant plus de 518 génes
putatifs, soit 1.7 % de la totalité des génes humains (Manning et al., 2002). En termes de spécificité,
il existe 2 grandes classes de kinases : 428 kinases (connues ou prédites) phosphorylent la sérine et
la thréonine en phosphosérine (pS) et phosphothréonine (pT), alors que les 90 kinases restantes
sont spécifiques des tyrosines. Un autre groupe de protéines kinases moins étudié catalyse
I’addition de phosphate sur les amines pour former une liaison phosphate amide (Attwood, 2013).
La liaison P-N a été particulierement étudiée pour I'histidine en position 1 ou 3 de I'imidazole
(Besant et al., 2003) dans le cadre de I'étude de I’histone H4 dont les niveaux de phosphorylation

sont associés a la prolifération cellulaire et aux mécanismes cancéreux (Besant and Attwood, 2012).

| i
HO_|_OH HO—P—OH
O ‘
|| 3N/\1N
HO—P—OH  HO—P—OH
O O
Hz(l; HC—CHj, CH, C|:H2
—N—C—C— —N—-C—C— —N-C—C— —N—-C—C—
H H Il H H (I)I HH I HH

Phosphosérine Phosphothréonine  Phosphotyrosine Phosphohistidine
(pS) (pT) (PY) (pH)

Figure 20. Acides aminés phosphorylés. Le phosphoryl POs” peut former une liaison énol-phosphate (P-O) ou une
liaison amide phosphorique (P-N). La phospho-histidine peut étre phosphorylée en position 1 ou 3, sa double
phosphorylation n’a jamais été observée.

La proportion de pS, pT et pY a été estimée en premier lieu a travers les travaux de Tony

Hunter, prix Nobel de Médecine 2005 pour la découverte des tyrosines kinases. Avec des
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expériences de marquage radioactif au *?P de cellules de poulet, hydrolyse par HCl 6N et
guantification des acides aminés phosphorylés par chromatographie en couche mince et
autoradiographie, les rapports pS/pT/ pY ont été estimés a 92.19/7.77/0.03 sans stimulation et
92.48/7.24/0.28 apres transfection des cellules par le sarcome de Roux (Hunter and Sefton, 1980).
Des articles plus récents ont proposé 1800/200/1 (Gronborg et al., 2002; Mann et al., 2002) et les
analyses phosphoprotéomiques ont finalement permis de calculer un ratio sur la base du nombre
de pS, pT et pY contenus dans les phosphopeptides identifiés. Avec cette méthode, Olsen et col ont
calculé un ratio 86/12/2 a partir de I'identification de 6600 sites de phosphorylation, la proportion
de pY atteignant 6 % lorsque les cellules Hela sont stimulées par le facteur EGF (Olsen et al., 2006).
Cette proportion semble également observée dans les tissus ; un ratio 83/15/2 a été calculé a partir
de I'étude phosphoprotéomique de neuf organes de la souris (Huttlin et al., 2010). En conclusion, si
I'ordre pS>pT>pY est établi et qu’il y a environ 10 fois plus de phosphosérines que de
phosphothréonines, la phosphotyrosine est minoritaire avec une proportion fluctuante entre 0.03
% et 6 %.

Par ailleurs, il semble que les kinases aient plus de 17000 substrats (phosphoprotéines)
annotés dans la base de données PhosphoSite (Hornbeck et al., 2012). Il y aurait donc environ 1/3
du protéome susceptible d’étre phosphorylé. Si plus de 30 % des protéines possédent un site
potentiel de phosphorylation, la quantité de protéines phosphorylées a un instant donné est une
donnée qui n’est jamais déterminée par les approches globales. Il n’existe pas en effet de méthode
simple de dosage des phosphoprotéines totales: les détections colorimétriques ou
immunométriques sont peu spécifiques, et la composition en acide aminés est difficile a mettre en

ceuvre a cause du caractére labile de la liaison phosphate dans les conditions d’hydrolyse.

1.3.2 Elimination du groupement phosphate

Il est possible d’éliminer de groupement phosphate de 3 manieres différentes: par voie
enzymatique, par une hydrolyse en milieu acide et par une hydrolyse en milieu basique (B-
élimination). L’hydrolyse enzymatique est réalisée par les phosphatases qui constituent une
superfamille de 199 protéines (Sacco et al., 2012). Les phosphatases sont utilisées en biochimie,
notamment pour confirmer la spécificité des immuno-détections (Western blot), I'action de la

phosphatase devant inhiber le signal.
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L'hydrolyse en milieu acide a 0°C avec HF-pyridine (70 %) est utilisée de maniere plus
marginale pour cette méme application (Kuyama et al., 2003). L’hydrolyse enzymatique et
I’hydrolyse acide se traduisent par une perte de 80 Da correspondant a I’élimination du
groupement phosphonyl (POs*), I'acide aminé restant hydroxylé contrairement a I’hydrolyse

alcaline.

Elimination du groupement phosphate par B--élimination

L’hydrolyse alcaline est une réaction de B-élimination qui entraine la fonction OH et forme un
alcene électrophile qui est souvent utilisé pour réaliser une addition nucléophile. Seules la sérine et
la thréonine sont susceptibles de former un intermédiaire insaturé appelé respectivement déhydro-
alanine et méthyl-déhydroalanine, la phosphotyrosine ne possédant pas de carbone beta
disponible pour ce type de réaction. La base utilisée pour I’hydrolyse alcaline est soit NaOH soit
Ba(OH),. Byford et collaborateurs ont clairement montré que Ba(OH), était plus efficace que NaOH
(Byford, 1991) et accélérait d’'un facteur 100 la vitesse initiale (k;) de la B-élimination pour le
peptide LRRApSLG (phospho-kemptide). La substitution de pS par pT diminue d’un facteur 20 la
vitesse initiale de B-élimination. Malgré ces résultats, la soude est généralement préférée car elle
est plus simple d’emploi que Ba(OH), dont la titration est délicate (formation rapide de carbonates
insolubles). Une utilisation originale de la B-élimination consiste a éluer les phosphopeptides
retenus par les colonnes d’affinité de type IMAC par 100 mM Ba(OH), puis de dériver les acides

aminés déshydratés (Thompson et al., 2003).

Addition nucléophile.

Apres B-élimination, I'alcéne produit est tres électrophile et permet facilement une réaction
de Michael (Fig. 21). Cette réactivité n"empéche pas de conserver les dehydro-analogues en I'état
en milieu basique (Rusnak et al., 2004). Cependant, une addition nucléophile est systématiquement

réalisée : des dérivés alkyl-thiol ou sulfite ont été utilisés avec succes.
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Figure 21. Réaction de B-élimination / addition nucléophile. X = H et CH; pour pS et pT. Les intermédiaires insaturés
sont appelés déhydroalanine ou B-méthyldéhydroalanine. Lors de I'addition nucléophile, ils sont convertis en composés
soufrés si I'éthanethiol (R=C2H5) ou le sulfite (Na,SOs3) est utilisé comme produit d’addition. (Li et al., 2002).

Le Tableau 6 passe en revue les principaux articles qui traitent du sujet, des années 1990 a ce
jour. Trois types de réactifs nucléophiles ont été utilisés : des amines, des dérivés thiolés et du
sulfite de sodium. Le protocole de référence utilise 2 étapes : d’abord élimination du phosphate,
puis addition nucléophile (Meyer et al., 1986). Les publications suivantes ont montré la possibilité
d’effectuer les 2 étapes en ajoutant simultanément les différents réactifs et les articles plus récents
présentent des réactifs nucléophiles qui ajoutent une signature isotopique aux peptides modifiés.

Du point de vue de l'analyse par spectrométrie de masse, I'élimination du phosphate
présente en théorie 3 avantages: (i) une meilleur ionisation en mode positif des peptides
déphosphorylés par rapport a leurs homologues phosphorylés, (ii) la suppression en MS/MS des
problémes liés a la perte de neutre (-98 u) des peptides qui contiennent des phosphosérines et
phosphothréonines, (iii) la suppression des risques de réarrangements de la liaison ester phosphate

en phase gaz lors de la fragmentation.

Tableau 6. Revue des principaux articles relatifs a la B-élimination

Auteur Année Traitement Nucléophile (X) Commentaire
Meyer et 1886 +50ul de (60ul 10M X,  CHs3NH, ou Article de référence. Mise en évidence
al.(Meyer et 200ul DMSO, 80ul HSCH,CH,0H ou d’une B-élimination de la sérine lors de
al., 1986) éthanol ; 65ul NaOH CH;3CH,SH la dégradation d’Edman (dTT-Ser)
5N) 1h 50°C sous N2
Byford 1991 100yl peptides en eau  0.2-1M CH;NH, (avec Effet catalytique de Ba’*’
(Byford, +200pl Ba(OH), saturé  pH>12) B-élimination des thiols libres bloquée
1991) (~0.155M) arrét avec si réduction et alkylation préalable de la
acide acétique 1M cystéine
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Jaffe et 1996 Protocole Meyer, CH3CH,SH Analyse MS/MS (ion trap) de la caséine
al.(Jaffe et 200ul de réactif, 18h
al., 1998) 50°C sous Ar
Lietal. (Liet 2002 0.1M NaOH + 0.6M Na,SO; Rendement pS =90 %, pT =80 %
al., 2002) Na,SO; 24h 25°C, arrét Utilisation du sulfate car meilleur
par 50pl acide acetique rendement d’addition et meilleure
0.3M solubilité (par rapport a I’éthanethiol).
Thompson et 2003 1ul Ba(OH), + 0.4ul X (CH3),NCH,CH,SH.HCI B-élimination sur colonne IMAC Fe¥'=>
al. 1h 37°C. Arrét avec élution des peptides de la colonne.
(Thompson NH4 sulfate
et al., 2003)
Lietal. (Liet 2003 0.1M NaOH 0.6M Na,SO; ou CH3CH,SH Observation de B-élimination surSetT
al., 2003) Na,S0337°C, 24h ou quand réaction conduite a plus de 25°C.
0.52M NaOH 1.36M
éthanethiol 50°C 1-18h
Rusnak etal. 2004 0.18 M Ba(OH),+0.2M  (CH3),NCH,CH,SH.HCI Addition nucléophile simultanée ou
(Rusnak et X, 1h 25°C séquentielle : résultats équivalents.
al., 2004)
Ahn et 2004 Phosphopeptides sur HSCH,CH,0H AM = -20 u observé en MALDI MS.
al.(Ahn et al., Fe*'IMAC +10ul de2 %
2004) NaOH 1 % MEA 15min-
2h 45°C, arrét avec TFA
puis ZiTip
Chen at 2010 12.5 pl peptide +9.5ul  Thiocholine Thiocholine = > ajout d’une charge +
al.(Chen et DMAS + 3ul ethanol + favorable a I'ionisation.
al., 2010) 12.5ul Ba(OH), Marquage isotopique de la thiocholine
saturée, 3h RT sous N,. permettant d’analyse différentielle
Arrét avec 5ul 10 %
TFA puis ZipTip, puis
50ul 0.5M X dans
NaOH 0.5M, 5h 50°C.
Arrét avec 5ul 10 %
TFA
Kim et al. 2011 10ul peptides + 10pl p-bromobenzyl Signature isotopique du Br
(Kim et al., 0.5M BrX en ACN ou mercaptan (798r =51 % et *'Br=49 %).
2011) éthanol + 10ul 0.15M

Ba(OH),, 18h temp.
ambiante. Arrét par
TFA 10 %

Greffage des phosphopeptides sur support solide

La réaction de B-élimination peut étre utilisée pour ajouter un groupement fonctionnel
permettant la fixation du phosphopeptide a une phase solide. Par exemple, aprés oxydation des
cystéines, I'addition d’éthanethiol permet de rajouter un groupement SH utilisé dans un deuxiéme
temps pour greffer une biotine maléimide. Le remplacement du phosphate par la biotine permet
alors la purification des peptides biotinylés par une colonne d’avidine (Oda et al., 2001). Plus
simplement, le thiol libre peut étre utilisé pour la fixation sur une phase sépharose -thiol (McLachlin
and Chait, 2003). D’autres articles ont présenté des méthodes analogues en ajoutant une possibilité

de quantification par l'utilisation de réactifs marqués (Goshe et al., 2002; Qjan et al., 2003). Les
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sondes utilisées peuvent comporter 4 fonctionnalités: une partie réactive vis-a-vis du
phosphopeptide, une partie contenant une étiquette isotopique, une partie permettant la
purification par chromatographie d’affinité et une partie contenant une liaison labile permettant
I’élution de la colonne d’affinité (van der Veken et al., 2005).

Réactions parasites. Trois acides aminés sont susceptibles de subir une B-élimination en
milieu basique : la cystéine, la sérine et la thréonine. La cystéine produit le méme intermédiaire
déhydroalanine que la phosphosérine. Cette B-élimination indésirable est évitée en oxydant, ou en
réduisant puis alkylant les cystéines. De maniére plus problématique, la B-élimination des sérines
non phosphorylées a été également décrite (Li et al., 2003) (McLachlin and Chait, 2003), et aucune
alternative satisfaisante n’a été présentée a ce jour. On peut noter la rareté des publications sur ce
point. Le travail de Li et collaborateurs montre en 2 articles le pieége de cette approche. Le premier
article présente une méthode optimisée de pB-élimination en utilisant uniquement des
phosphopeptides de synthese (Li et al., 2002). Un an plus tard, les mémes auteurs publient une
nouvelle étude en étudiant la B-élimination des phosphopeptides mais aussi des formes non
phosphorylées (Li et al., 2003). lls montrent alors que les traitements alcalins a plus de 25°C
entrainent une B-élimination des groupements hydroxyles de la sérine et de la thréonine. Un autre
travail utilisant la B-élimination pour greffer les phosphopeptides sur une phase solide
fonctionnalisée par des thiols détermine que 1.7 % des peptides non phosphorylés sont greffés a la
colonne (McLachlin and Chait, 2003). Ce pourcentage de conversion non spécifique des sérines et
thréonines est un probléme majeur dans le cadre des approches phosphoprotéomiques. Dans un
extrait protéique total, la proportion des formes phosphorylées n’est pas estimée, elle ne
représenterait que quelques pourcents. En d’autre terme, I'utilisation de la B-élimination pour la

phosphoprotéomique peut aboutir a I'identification de sites de phosphorylation artéfactuels.

1.3.3 Techniques d’enrichissement des phosphopeptides.

Les premieres techniques d’enrichissement ont été mises au point pour les
phosphoprotéines. L'implication de la spectrométrie de masse et sa contrainte de gamme de masse
pour I'analyse MS/MS a orienté la technique vers I'enrichissement des phosphopeptides. Il existe
plusieurs méthodes pour purifier les phosphopeptides : précipitation sélective, chromatographie

d’affinité, ou chimie de greffage aprés élimination du groupement phosphate. De trés loin, la
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chromatographie d’affinité sur métal chélaté ou sur oxyde de métal sont les deux techniques les

plus employées.

Précipitation des phosphopeptides

Sachant que le phosphate précipite sous forme de sel de calcium Cas(HPQy), lorsque CaCl, est
ajouté a la solution, Zhang et collaborateurs montrent qu’il est possible de précipiter les
phosphopeptides de la méme maniere (Zhang et al., 2007). La précipitation suivie d’une purification
IMAC d’un extrait d’embryon de riz a ainsi permis d’identifier 242 phosphopeptides. Dans le cadre
de la maladie d’Alzheimer, une analyse LC-MS/MS apres précipitation des phosphopeptides issus
d’extraits de cerveau a permis l'identification de 466 phosphopeptides (Xia et al., 2008). Plus
récemment, les sels de lanthanide ont été décrits comme pouvant précipiter les phosphopeptides
de caséine ou ovalbumine, ErCl; étant le plus efficace (Guzel et al., 2013). Cette méthode

d’enrichissement reste exceptionnelle par rapport a la chromatographie sur colonne d’affinité.

Chromatographie d’affinité par métal chélaté (IMAC).

Les Phases chélatrices. Immobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC) désigne les
phases solides sur lesquelles sont greffés des groupements chélateurs de métaux. Deux ligands sont
couramment employés: Imidoacétate (IDA) et nitriloacétate (NTA). lls chélatent les ions
métalliques par I'intermédiaire de leurs fonctions carboxyliques et de I'azote de I'amine secondaire
ou tertiaire (Fig. 22). Plus récemment, une phase polymérique portant des groupements phosphate

a également été utilisée pour immobiliser des ions métalliques Ti*". (Zhou et al., 2008).
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Figure 22. Résines chalétrices de métaux. Résine IDA (Immidoacetate), NTA (nitriloacetate), et phosphate pour la
fixation des cations

La comparaison des résines NTA et IDA a été réalisée par le suivi de phosphopeptides
marqués 32p dans les différentes fractions de la chromatographie IMAC. Si la capacité de fixation

semble équivalente entre les deux résines, |'élution a pH élevé (ammoniaque pH 10. 5 ou 50 mM
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phosphate d’ammonium) permettrai une meilleur rendement avec la résine IDA (Nuhse et al.,
2003).

Choix de I'ion métallique. L'ion métallique le plus souvent utilisé est Fe*" sous forme de
chlorure ferrique. Sur colonne IDA, les rendements de fixation et d’élution des phosphopeptides
ont été déterminés pour différents métaux chélatés grace a un mélange de phosphopeptides
marqués au >2P. (Posewitz and Tempst, 1999). Les auteurs différencient d’un part les rendements
de fixation des phosphopeptides (Ga*" = Fe*" = zr** > A**) et d’autre part les rendements d’élution
(Ga*" = Fe* > zr** > APP"). U'intérét du Gallium a été confirmé par Aryal et collaborateurs (Aryal et
al., 2008). Avec une phase chélatrice de type polyphosphate, Ti*" et Zr* immobilisés permettraient
de purifier un plus grand nombre de phosphopeptides que Fe**(Yu et al., 2009; Zhou et al., 2008).

Méthylation des fonctions acides. Les peptides riches en acide aspartique (D) et en acide
glutamique (E) se fixent également aux colonnes IMAC par leur fonction carboxylate. La
méthylation permet d’éviter cette interaction non spécifique. La réaction la plus couramment
utilisée est une méthylation par du chlorure de méthyl en solution méthanolique. Elle aboutit a
I'ajout d’'un méthyle sur les fonctions carboxyliques et sur les cystéines S carboxyméthylées, soit un
incrément de masse de 14 Da (Ficarro et al., 2002; Ficarro et al., 2005). |l apparait cependant que
I'estérification est partielle et complexifie le mélange (Xu et al., 2005). Cette approche n’est plus
utilisée dans les articles les plus récents.

Tampon de charge. La rétention des phosphopeptides sur les colonnes d’affinité est réalisée a
un pH entre 3 et 5, généralement avec 0.1-0.2M d’acide acétique. Il faut noter que les peptides
sont généralement produits par trypsinolyse a pH basique et que les sels d’ammonium inhibent la
rétention des phosphopeptides (Tsai et al., 2008). A défaut d’un dessalage des peptides, seul 25
mM de triéthylammonium-bicarbonate ou -formate sont utilisables avec une colonne NTA-Fe*".
L’ajout de solvant organique permet d’augmenter la solubilité des peptides et renforce I'interaction
entre les phosphopeptides et le métal chélaté. Un mélange acétonitrile/méthanol/eau (1/1/1) a été
proposé (Lee et al., 2007a; Ndassa et al., 2006; Ye et al., 2010) et des auteurs proposent jusqu’a 80
% d’acétonitrile dans le tampon de charge (Alpert, 2008; Nawrocki et al., 2004).

Tampon de charge, Importance du pH. Les acides aspartiques et glutamiques ont des pKa
respectifs de 3.65 et 4.25 alors que les résidus phosphorylés ont un pKa moyen de 1.52. Il est
possible de limiter I'interaction ionique des fonctions carboxyliques avec le métal en utilisant un

tampon de charge dont le pH est suffisamment bas pour protoner ces fonctions carboxyliques ; le
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chargement en acide acétique de pH 3.5 a 2.5 permet de baisser la liaison non spécifique d’une
colonne Fe**-NTA de 40 % a 4 % (Tsai et al., 2008).

Tampon de charge, Importance de l'acide. Avec un contréle précis du pH et de la
concentration d’acide dans le tampon de charge, Tsai et collaborateurs montrent que
I’augmentation concentration de 3 a 6 % d’acide acétique pH 3 permet d’augmenter la spécificité
de NTA-Fe** de 85 % a 96 %. (Tsai et al., 2008).Plus récemment, des conditions extrémes utilisées
pour des colonnes IMAC-Ti** (6 % TFA, 14 % acide acétique, 80 % ACN) ont été utilisées avec succes
(Nawrocki et al., 2004).

Tampon d’élution, sélectivité. Pour une analyse MALDI-TOF, I'élution des phosphopeptides
par la matrice de cristallisation acidifiée (2,5DHB a saturation dans 50 % ACN, 1 % ac.
phosphorique) est une solution plus efficace qu’une élution en tampon basique (Gan et al., 2008).
Pour une analyse LC-MS, l'acide phosphorique n’est pas utilisé, I'élution a pH élevé est
généralement préférée. Lee et collaborateurs ont montré que I’élution en milieu basique (50 mM
Na,HPO, pH 9.2 était plus efficace que I'élution en milieu acide (5 % TFA) (Lee et al., 2007b).
L'utilisation de phosphate d’ammonium et 'ammoniaque est aujourd’hui la plus fréquente. La
possibilité d’éluer les phosphopeptides a pH bas et élevé a été utilisée pour une élution
séquentielle des phosphopeptides appelée SIMAC pour Sequential Elution from IMAC (Thingholm
et al., 2008). Une colonne NTA-Fe** est utilisée pour retenir les phosphopeptides. D’une part la
fraction non retenue subit une autre chromatographie d’affinité sur colonne TiO,, d’autre part la
premiére élution de NTA-Fe** par 1 % TFA 20 % ACN permet d’éluer les peptides
monophosphorylés, moins affins pour le métal, et 25 % NH;OH pH 11.3 permet d’éluer les peptides
multiphosphorylés retenus plus fortement.

Complémentarité des méthodes IMAC. Sachant que différents métaux (Ga, Fe, Ti)
permettent une purification efficace des phosphopeptides, il parait naturel de vouloir comparer les
phosphopeptides purifiés avec chacun de ces métaux. Aucune étude de ce type n’a été publiée a ce
jour. Récemment Chuan et collaborateurs ont montré que IMAC-Ti** et IMAC- Fe** étaient
complémentaires, le recouvrement des phosphopeptides purifiés par 'une ou l'autre méthode ne
dépassant pas 10 % du total des séquences (2629 peptides identifiés) (Nawrocki et al., 2004). ||
n‘est cependant pas sdr (ceci étant un avis personnel) que la différence de population soit
représentative d’'une complémentarité dans la mesure ou les conditions d’élution utilisées étaient

radicalement différentes : IMAC-Fe®* élué par NH4H,PO,4 pH 4.4 et IMAC-Ti** élué par 25 % NH,OH.
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Chromatographie d’affinité sur oxyde de métal (MOAC)

Caractéristiques de I'oxyde (1V) de titane. La chromatographie sur colonne d’oxyde de métal
a été introduite plus récemment que la chromatographie IMAC. L'intérét de cette phase solide est
sa stabilité thermique et chimique pour des conditions qui conduiraient a I'élution des sels
métalliques des colonnes IMAC. Différents oxydes tels que ZrO, et Al,03 ont été utilisés, mais le
dioxyde de titane (TiO;) est le plus couramment employé pour la purification des phosphopeptides.
D’autres oxydes de titane (TiO, Ti,0s, Ti3Os) seraient également utilisables, ainsi que le titane pur
(Sano and Nakamura, 2007). Le dioxyde de titane existe sous 3 formes ; anatase, rutile et brookite,
dont les différences résident en |'organisation du cristal. |l sert essentiellement sous sa forme
anatase de pigment blanc obtenu apres calcination dans les peintures, les plastiques, les dentifrices
ou les aliments (colorant E171) et accessoirement de support chromatographique. En
chromatographie, les particules poreuses sont obtenues par polymérisation en présente de
colloides. (Gan et al., 2008). Des particules sphériques, ayant un diamétre de 3.5 um et des pores
32 nm ont ainsi été décrites. De maniere générale, la surface des particules d’oxyde de titane est
hétérogéne et porte des groupes OH et des ions Ti**(Nawrocki et al., 2004). En fonction du pH, les
titanols sont sous formes TiOH,%3”, TiOH ou TiO /3" ( pl ~5). La capacité d’échange de ligand est
due a la présence d’acide de Lewis (Ti**) et la présence de molécules d’eau liées par coordination.
Une série d’équations décrit les équilibres entre I'oxyde de métal, les molécules d’eau et les bases
de Lewis (Nawrocki et al., 1993). A bas pH, les deux équations suivantes illustrent les échanges de
ligands :

M(OH)(H,0) + L;” = M(OH) L;” + H,0

M(OH)L; + L, = M(OH) L, + Ly ou M correspond a I'oxyde de métal, L; et L, les bases de
Lewis dans I’éluant et le soluté. La force de l'interaction entre la base de Lewis L; et les sites le
liaison de I'oxyde de métal suit un ordre décroissant phosphate > fluorure >citrate > sulfate >
acétate > formate > nitrate > chloride (Nawrocki et al., 2004). Le phosphate est donc un ligand fort
des oxydes de métaux et cette propriété est utilisée pour la purification des phosphopeptides.

Chromatographie en colonne. Les premieres utilisations de TiO, comme phase stationnaire
ont été réalisées en systéme HPLC (Nawrocki et al., 2004; Zarei et al., 2011). La rétention/élution
des phosphopeptides sur la phase est réalisée par 0.1 % TFA / borate pH8 (Sano and Nakamura,
2004), 0.1 % TFA / 100 mM phosphate de potassium pH8 (Zarei et al., 2011) ou 0.1 M acide
acétique / NH4HCO3 pH9 (Pinkse et al., 2004).
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Chromatographie en pointes jetables. Le protocole de fabrication de micro-colonnes de TiO;
dans des pointes de pipettes de type « gel loader » a été décrit en détail (Thingholm et al., 2006).
Dans cette configuration, les auteurs ont testés différents tampons de chargement et d’élution des
phosphopeptides. Un tampon de charge constitué par une solution aqueuse a 300 mg/ml DHB, 80
% ACN, 0.1 % TFA et une élution par NH4,OH pH 10.5 ont été proposés pour diminuer la liaison non
spécifique des peptides (Larsen et al., 2005).

Tampon de charge, role de I'acide. De nombreux articles ont présenté des études dont
I'objectif était d’empécher la liaison des peptides riches en acides aminés D et E. S'il est clair que
I'oxyde de titane lie également les peptides riches en D et E, il est par contre moins évident de tirer
une conclusion limpide des articles publiés. Certains sont contradictoires, notamment en ce qui
concerne |'utilisation du DHB pour réduire la liaison non spécifique. Différents acides ont été testés
pour inhiber la liaison des peptides non phosphorylés a I'oxyde de titane. Une comparaison
systématique de différents acides (glycolique, phtalique, lactique) dans le tampon de charge a 80 %
ACN a montré que I'acide lactique (300mg/ml), au contraire du DHB dont I'intérét a été contesté
par ailleurs ((Bodenmiller et al., 2007), permettait de supprimer l'interférence des peptides non
phosphorylés sans affecter la liaison des phosphopeptides (Sugiyama et al., 2007). L'acide
glutamique (solution aqueuse 2 % TFA, 65 % ACN saturée en acide glutamique) a également été
proposé comme additif (Wu et al., 2007). Des tampons de charge constitués de mélanges (20 %
acide acétique, 420 mM acide 1-octanesulfonique, 50 mg/ml DHB) ont également été proposés
(Mazanek et al., 2010). A ce jour, il n'y a pas de protocole de référence pour la purification des
phosphopeptides par MOAC ; néanmoins, il est clair que l'utilisation de concentrations élevées
d’acide (>100 mM) permet de limiter les liaisons non spécifiques. Trés souvent, 2 a 5 % TFA et 80 %
ACN sont utilisés dans le tampon de charge, souvent en association avec un autre acide (Cheng et
al., 2013; Han et al., 2012; Urbaniak et al., 2013).

Tampon d’élution. De la méme maniére que pour la chromatographie IMAC, L’élution
sélective permet d’augmenter le nombre de peptides identifiés. L'utilisation d’ éluants de force
croissante, dans l'ordre; 0.5 % NH4OH, 0.5 % pipéridine, 0.5 % pyrrolidine, 5 % NH;OH, 5
%pipéridine, et 5 % pyrrolidine, permet d’éluer des fractions de phosphopeptides dont la nature
physicochimique (index GRAVY, proportion d’acides aminés D et E, sites de phosphorylation) est

nettement différente (Kyono et al., 2008).
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Autres chromatographies

Les deux méthodes présentées ici sont extrémement marginales. Elles ont été utilisées
ponctuellement.

Résine échangeuse d’anion fort (SAX). La chromatographie SAX permet de retenir
efficacement les peptides acides a pH élevé. L’élution est généralement réalisée par un gradient
salin. L’élution par un gradient de pH est plus délicate mais permet d’éviter |'utilisation de
concentration en sels importantes. Le couplage avec la LC-MS est alors possible. Jie Dai et
collaborateurs ont proposé un systeme on line de chromatographie SAX avec une élution par pH
décroissant (pH 8.2 a pH 2) des peptides vers une deuxiéme dimension classique (phase inverse)
(Dai et al., 2009). A partir de 500 ug de peptides (culture de cellules Hela), 1833 phosphopeptides
sont élués tout au long du gradient avec un pic de peptides multiphosphorylés dans les dernieres
fractions issues de la colonne SAX.

L’hydroxyapatite. L’hydroxyapatite est un polymére de phosphate de calcium hydroxylé
Ca19(P04)6(0OH),. Ce support chromatographique est utilisé notamment comme derniére étape de
chromatographie (polishing) lors de la purification d’anticorps. L’hydroxyapatite a été utilisé pour
isoler des phosphopeptides a partir d’'un extrait de cerveau. Avec une approche MudPit, il a ainsi

été possible d’identifier et quantifier 3069 phosphopeptides (Fonslow et al., 2012).

Chromatographie multidimensionnelle appliquée aux phosphopeptides.

Une méthode efficace pour augmenter le nombre de phosphopeptides identifiés est
I'utilisation d’une dimension chromatographique supplémentaire, chacune des fractions produites
par la premiere dimension étant enrichie en phosphopeptides par IMAC ou MOAC, ou a nouveau
fractionnée par une autre chromatographie. Finalement, les fractions produites sont analysées par
RPLC-MS.

Premiére dimension par échange d’ions. En 2003, une analyse off line par chromatographie
d’échange d’anions SAX (POROS SAX, 25 mM NH4HCO3 30 % ACN, pH7, élution entre 80 et 500 mM
NacCl) puis IMAC (Fe*"-IDA) a permis d’identifier plus de 200 phosphopeptides d’une fraction
membranaire (Nuhse et al., 2003). L’association de SCX+SAX a été mise en ceuvre par la suite. En
récupérant la fraction non retenue de SCX et en la séparant par SAX, les 23 fractions obtenues ont
permis d’identifier 849 phosphopeptides sur un total de 14105 peptides provenant d’un extrait de
foie de souris (Dai et al., 2007). Bien que les phosphopeptides, de nature acide, soient en théorie

désignés pour étre séparés par échange d’anions, les chromatographies échangeuses de cation ont
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été par la suite plus largement utilisées. La combinaison de SCX (polySULFOETHYL A) avec IMAC a
permis d’identifier 5500 et 13000 phosphopeptides d’extrait de foie et de drosophile
respectivement (Villen and Gygi, 2008). Nie et collaborateurs ont comparés |'enrichissement par
TiO, avec SAX-TiO, ou SCX-TiO, (Nie et al., 2012). A partir d’extraits de cellules HeLA soumis a une
protéolyse par la trypsine, 929 phosphopeptides sont identifiés par TiO, seule avec 4 h d’analyse,
1686 phosphopeptides pour SCX-TiO, et 40 h d’analyse, la meilleure combinaison étant une
combinaison SAX-SCX-TiO2 qui permet d’identifier 2705 phosphopeptides pour 80 h d’analyse.

Premiére dimension ERLIC. Si une colonne d’échange d’ions est utilisée avec une phase
mobile de type organique, par exemple 70 % ACN, les solutés sont alors retenus par une interaction
hydrophile méme si leur charge est identique a celle de la phase. Andrew J. Alpert a utilisé cette
combinaison appelé ERLIC (Electrostatic Repulsion Hydrophilic Interaction) pour la séparation de
phosphopeptides (Alpert, 2008). Pour des cellules stimulées par EGF, facteur de croissance qui
stimule la phosphorylation, la méthodologie ERLIC permet d’identifier 926 phosphopeptides, SCX
194 phosphopeptides, mais SCX-IMAC 1315 phosphopeptides (Gan et al., 2008). Logiquement, le
mode ERLIC a donc été associé a une purification IMAC ou TiO,. Pour des cellules embryonnaires de
poulet, une méthodologie ERLIC ou IMAC seule identifie moins de 20 phosphopeptides alors que la
combinaison ERLIC+IMAC permet d’identifier 428 phosphopeptides (Chien et al., 2011).

Etudes comparatives. Face a la multitude de techniques, la question du choix se pose
naturellement. La comparaison des modes ERLIC-TiO,, SCX-TiO,, et HILIC-TiO, pour un extrait de
cellule Hela a montré que SCX-TiO, permettait d’identifier le plus grand nombre de
phosphopeptides ; cependant ERLIC-TiO, permet d’identifier plus de peptides multiphosphorylés,
cette classe de phosphopeptides n’étant pas ou peu retenue par SCX (Zarei et al., 2011). Cette
complémentarité a été vérifiée dans une étude comparant différentes combinaisons entre ERLIC,
SCX, TiO,. A partir d’un extrait de cellules Hela, |'association SCX-TiO;, a permis l'identification de
4373 phosphopeptides alors que I'association ERLIC-TiO, avec une chromatographie SCX-TiO, de la
fraction non retenue de ERLIC permet d’identifier 6433 phosphopeptides (Zarei et al., 2012).).

Association IMAC et TiO,. Le développement en parallele de deux chromatographies
d’affinité pour les phosphopeptides a naturellement provoqué des comparaisons. Bodenmiller et
collaborateurs montrent que dans leurs mains seuls 35 % des 921 phosphopeptides identifiés par
IMAC-Fe** (555 phosphopeptides) ou TiO, (366 phosphopeptides) sont retrouvés dans les 2
enrichissements (Bodenmiller et al., 2007). Cette complémentarité a été mise en pratique dans la

méthodologie SIMAC présenté dans le paragraphe précédent. Les peptides non retenus sur une

-59-



colonne IMAC-Fe** peuvent étre retenus sur une colonne TiO, (Thingholm et al., 2008). Cette
association a été revisitée par les mémes auteurs avec |'approche TiSH (TiO,-SIMAC-HILIC)
(Engholm-Keller et al., 2012). A partir de 300 ug de peptides hydrolysés par I'’endoproteinase lys-C
et provenant de culture de cellules pancréatiques, la premiére purification est réalisée par TiO,,
puis une chromatographie IMAC-Fe*" avec une élution séquentielle en milieu acide puis basique
produit 2 fractions qui sont elles-mémes séparées par HILIC. Cette technique permet d’identifier

environ 6600 phosphopeptides uniques.

1.3.4. Dosage des acides aminés phosphorylés
Généralités

Au laboratoire, les premieres étapes de l'analyse protéomique sont la préparation de
I’échantillon et I'extraction des protéines. Il est donc rigoureux de quantifier les protéines dans
I’échantillon de départ et dans I'extrait afin de déterminer un rendement d’extraction. Pour ce qui
est de I'analyse phosphoprotéomique, I'objet central de I'étude, les phosphopeptides, ne sont pas
guantifiés. Aucun article de phosphoprotéomique ne détermine les quantités absolues de
phosphopeptides. Une détermination de ce type leverait pourtant un certain nombre
d’interrogations :

° Quel est le niveau global de phosphorylation de I'échantillon? Les articles de
développement présentent des méthodes de purifications de phosphopeptides a partir
d’échantillons divers : mélange de protéines, culture de cellules, organes, rendant impossible la
comparaison des méthodes entre elles. La connaissance des quantités absolues d’acides aminés
phosphorylés avant et aprés purification permettrait de calculer les rendements des purifications et
de définir le facteur d’enrichissement entre I’échantillon de départ et la fraction purifiée.

° Quelles sont les proportions de pS, pT et pY dans I'échantillon? Les ratios
2000/100/1 (pS/pT/pY) présentés dans les années 2000 ont évolués. Actuellement, les analyses
phosphoprotéomiques présentent un ratio 100/10/1 sur la base du comptage des sites de
phosphorylation. Dans la mesure ou les rendements de purification de chacune des 3 classes de
phosphopeptides ne sont pas déterminés, il est possible que le ratio 100/10/1 soit également
erroné.

A ce jour, I'analyse des acides aminés phosphorylés est basée sur les techniques de

compositions en acides aminés, mais le caractere labile de l'orthophosphate nécessite des
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ajustements des méthodes d’hydrolyse. Le dosage des acides aminés d’une protéine ou d’un
peptide consiste dans un premier temps a hydrolyser les liaisons peptidiques, puis dans un
deuxiéme temps a doser les acides aminés libres. Il convient de noter le remplacement de la
chromatographie d’échange d’ions par la chromatographie phase inverse aprés dérivation chimique
des acides aminés. En effet, les méthodes de référence utilisent une dérivation des acides aminés
qui améliore la séparation en RPLC et augmente la sensibilité. Une revue compléte sur I’hydrolyse
et la composition des acides aminés a été publiée en 1998 (Fountoulakis and Lahm, 1998).
Brievement, Il existe 3 méthodes d’hydrolyse : I’hydrolyse en milieu acide, I'hydrolyse en milieu
basique, et I’hydrolyse enzymatique. L’hydrolyse par un acide aqueux est la méthode la plus
répandue ; elle utilise généralement HCl 6N, pendant 20 ou 24h, a 110°C sous vide. Dans ces
conditions, I'asparagine et la glutamine sont converties respectivement en acide aspartique et acide
glutamique, le tryptophane est détruit, la cystéine est modifiée, la tyrosine, la sérine et la thréonine
sont partiellement détruites dans des proportions plus importantes pour la sérine (Darragh et al.
1996). Des additifs tels que le phénol ou I'acide thiocholique sont ajoutés au milieu d’hydrolyse
pour limiter I'oxydation,. Les évolutions les plus significatives des méthodes d’hydrolyse portent sur
la diminution des temps d’hydrolyse grace a I'utilisation de micro-ondes et/ou I'addition de TFA, et

I’augmentation de la sensibilité de détection des acides aminés.

Dérivation et chromatographie des acides aminés

La composition en acides aminés a longtemps utilisé une séparation sur échange d’ions suivie
d’une dérivation a la ninhydrine (Moore and Stein, 1954). Cette technique est de moins en moins
employée et d’autres méthodes utilisant une dérivation stable sont maintenant couramment
employées. Les acides aminés libérés par I'hydrolyse peuvent étre dérivés avec des réactifs
chromophores ou fluorescents puis détectés et quantifiés par HPLC. Les réactifs utilisés sont entre
autres le phényl isothiocyanate (PITC) [lortho-phthalaldéhyde (OPA), le 9-fluorométhyl
chloroformate (FMOC) et le 6-aminoquinolyl-N-hydroxy-succinimidyl carbamate (ACQ) (Fig. 23). En
effectuant une recherche par mot clé, il apparait que les deux dérivations les plus employées sont
la dérivation au FMOC (52 %) et OPA (23 %) (Molnar-Perl, 2011). Le 6-aminoquinolyl-N-hydroxy-
succinimidyl carbamate a été publié en 1993 (Cohen and Michaud, 1993) puis est devenu un kit
commercialisé par Waters. A ce titre, il est peu référencé dans la base PubMed NCBI bien qu’il soit

utilisé dans de nombreux laboratoires d’analyse.
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Figure 23. Principales réactions de dérivation utilisées pour I'analyse de composition en acides aminés. Le
PhenyllsoThioCyanate (PITC) réagit avec les amines pour former un dérivé phenylthiourée détecté par UV (268-270
nm). L'ortho-phthalaldehyde (OPA) réagit avec les groupements amine en présence d’une agent réducteur comme le -
mercaptoéthanol (MEA) pour former un dérivé isoindole détecté par UV(338 nm) ou par fluorescence (Ex/Em : 340/450
nm). Le 9-fluorométhyl chloroformate (FMOC-CI) réagit avec les amines pour former une dérivé détecté par UV (265
nm) ou par fluorescence (266/305 nm). Enfin, le 6-aminoquinolyl-N-hydroxy-succinimidyl carbamate (AQC) réagit avec
les amines pour former un composé fluorescent (250/395 nm) également détectable en UV (260 nm).

La dérivation avec la ninhydrine et le PITC permettent un dosage avec une limite de
guantification de I'ordre de la picomole d’acides aminés, alors que I'OPA et ses dérivés présentent
des sensibilités supérieures. Cependant la mise en ceuvre de la dérivation a I'OPA est délicate car
les réactifs et les dérivés formés sont instables (Molnar-Perl, 2001).

Le FMOC est plus simple d’emploi, car le réactif et les conjugués formés sont stables. Deux
difficultés sont cependant associées a |'utilisation du FMOC : (1) I'excédent de FMOC s’hydrolyse
pour former un FMOC hydroxylé (FMOC-OH) qui est élué au milieu du chromatogramme (2) le
marquage de His et Tyr est hétérogéne et produit des dérivés mono- ou di-substitués qui
compliquent leur quantification (Malmer and Schroeder, 1990). Par ailleurs, le pic majoritaire de
FMOC-OH peut étre éliminé par une extraction au pentane (Bank et al., 1996).

A titre d’exemple, deux chromatogrammes de standards d’acides aminés sont présentés (Fig.

24), dérivés soit par FMOC (a gauche) soit par AQC (a droite). Les deux séparations sont réalisées
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avec des colonnes RP C18, Chaque acide aminé dérivé produit un pic résolu qui permet sa
guantification. Dans le cas de la dérivation AQC, I'utilisation de I"UPLC permet de réduire le temps

d’analyse a 10 min (30 min pour une HPLC standard).
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Figure 24. Séparation d’acides aminés standards. Dérivation par le FMOC (a gauche)(Malmer and Schroeder, 1990) ou
dérivation par ’AQC (a droite) (Fiechter et al., 2012). Waters™ commercialise le réactif AQC sous forme d’un kit, ici
analysé en UPLC.

Dans le cadre du dosage des acides aminés libres, des protocoles ne nécessitant pas de
dérivation ont été proposés de maniére ponctuelle (Armstrong et al., 2007; Qu et al., 2002). Dans
ces articles, les auteurs utilisent une séparation sur colonne C18 et des contre-ions particuliers,
acide perfluoroheptanoique ou acide tricadefluoroheptanoique, qui augmentent la rétention des
acides aminés sur la phase inverse. Il faut cependant noter que certains acides aminés sont peu
retenus sur la colonne et sont élués dans les premiéres minutes de chromatographie dans |'ordre
d’élution suivant : Asx, Ser, Glx, Gly, Cys, Thr, les acides aminés les plus retenus étant les acides
aminés hydrophobes et les acides aminés basiques.

Dans une logique de simplification, une quantification par ESI-MS en infusion a également été
proposée (Louwagie et al., 2012). Cette méthode n’est appliquée qu’a quelques acides aminés pour
la quantification de protéines purifiées et le probléeme de suppression ionique di au mélange

d’acides aminés n’a pas été abordé.
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Dosage des acides aminés phosphorylés

Le dosage des acides aminés phosphorylés ajoute un niveau de difficulté supplémentaire aux
techniques standard d’analyse des acides aminés. En effet, la liaison phospho-ester est
extrémement sensible aux pH extrémes ; les acides aminés phosphorylés libérent leur phosphate
en milieu basique (B-élimination) et acide (hydrolyse de la liaison ester). La solution couramment
employée est une hydrolyse par HCL 6 N 110 °C pendant un temps réduit, de 1 a 4 h maximum
(Capony and Demaille, 1983; Carlomagno et al., 1985; Malencik et al., 1990; Morrice and Aitken,
1985; Niedbalski and Ringer, 1986). Seul un article récent propose un dosage des acides aminés
phosphorylés aprés une hydrolyse de 24 h (Fu et al., 2011), montrant par la I'oubli des données
anciennes.

Peu de résultats ont été produits sur la stabilité des acides aminés phosphorylés. Yan et
collaborateurs ont montré que sous vapeur d’HCI 5.7 N a 110 °C pendant 4 h, pS et pY sont stables
alors que de 25 % de pT est dégradé (Yan et al., 1997). Apres 6 h d’hydrolyse, 50 % de pS et 75 % de
pT sont dégradés alors que pY reste intact, Ces données sont a prendre avec précaution, car Ringer
a présenté en 1991 des résultats sensiblement différents (Ringer, 1991); dans des conditions
d’hydrolyse équivalentes (HClI 6 N 110°C), les temps d’hydrolyse sont limitées a 3 h pour pS et pT
alors que pY est décrit ici comme plus sensible, nécessitant une hydrolyse plus courte,de1hal.5h
maximum.

On peut s’étonner de I'absence d’une analyse systématique de la stabilité des acides aminés
phosphorylés (Yan et al., 1998). Par ailleurs, dans ces conditions de temps d’hydrolyse court, il est
probable que I'hydrolyse de la liaison peptidique soit partielle ; le rendement d’hydrolyse dépendra
alors de la sensibilité des liaisons peptidiques a I’hydrolyse, variable en fonction des acides aminés
adjacents, et de la dégradation des acides aminés phosphorylés, elle-méme variable. Dans ces
conditions, la robustesse des méthodes présentées préte a discussion. D’autre part, les acides
aminés phosphorylés sont minoritaires par rapport aux autres acides aminés et par rapport a leurs
précurseurs non phosphorylés. Un effet matrice peut également fausser leur quantification. Murthy
et collaborateurs ont contrélé qu’un exces 100 molaire des acides aminés non phosphorylés ne
modifiait pas leur méthode de quantification (dérivation au PITC) (Murthy and Igbal, 1991). Avec
une dérivation au N-hydroxysuccinimidyl fluorescein-o-acétate (SIFA) et une séparation sur colonne
C8, Deng et collaborateurs ont également confirmé que les autres acides aminés n’interféraient pas

dans la mesure ou ils étaient élués plus tardivement dans le gradient (Deng et al., 2007).

-64 -



A ce jour, les dosages d’acides aminés phosphorylés n‘ont jamais été réalisés pour

caractériser les fractions issues de purification par colonne d’affinité.
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CHAPITRE 2 :
Analyse protéomique de cellules coliques cancéreuses traitées par

thérapie génique CD/5FC.
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2.1 Présentation du sujet

2.1.1 Epidémiologie des cancers

Au sein des Nations Unies, I‘Organisation Mondiale de la Santé (OMS) est |'autorité directrice
et coordonnatrice des travaux internationaux dans le domaine de la santé. Son agence de
recherche sur le cancer, le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), a publié une
étude mondiale sur l'incidence et la mortalité des cancers (IARC, 2008) qui présente le cancer
comme une cause majeure de mortalité (13 %) aprés les maladies infectieuses (29.5 %). Les
principaux cancers par les nombres de déces par an sont dans I'ordre décroissant :

e Le cancer du poumon (1,37 million de déces)
e Le cancer de I'estomac (736 000 déceés)

e Le cancer du foie (695 000 déces)

e Le cancer colorectal (608 000 déces)

e Le cancer du sein (458 000 déces)

En France, l'institut national du Cancer (INCA), a publié récemment une étude sur I'évolution
de la mortalité et I'incidence des cancers en France (Binder-Foucard et al., 2013). En 2012, 355 000
nouveaux cas ont été diagnostiqués (200 000 chez 'homme et 155 000 chez la femme), soit un
accroissement d’environ 110 % par rapport a 1982. Cette augmentation d’un facteur 2 est due a
I'accroissement de la population (31 %), au vieillissement de la population (34 %) et a
I'accroissement du risque lui-méme (43 %) (InVS and INCa, 2013). En termes de mortalité, chez
I’'hnomme, les trois cancers les plus mortels en France sont le cancer du poumon (21300 déces en
2012), le cancer colorectal (9200 déces) et le cancer de la prostate (8900 déces). Chez la femme, le
cancer du sein (11900 déceés) est suivi du cancer du poumon (8600 déces) et du cancer colorectal
(8400 déces).

Les risques de cancer colorectal sont associés a une dimension socio-économique. lls sont
augmentés par une alimentation riche en viande et graisses animales ainsi que par I'obésité
(Bardou et al., 2013). Si I'effet protecteur des fruits et légumes est discuté (Key, 2011), I'effet pro-

cancéreux de I'alcool est clairement établi au-dela d’un verre par jour (Fedirko et al., 2011).
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2.1.2 Mécanismes moléculaires du cancer colorectal

Mutations multiples. En 1990, Eric R. Fearon et Bert Vogelstein ont proposé un modele
génétique du cancer colorectal (Fearon and Vogelstein, 1990). Il est basé sur la nature monoclonale
de la tumeur. La néoplasie colorectale est la conséquence de plusieurs mutations de proto-
oncogenes et de génes suppresseurs de tumeurs. Plusieurs mutations sont nécessaires au
développement d’une tumeur maligne, notamment la mutation du géne suppresseur de tumeur
Adenomatous Polyposis Coli (APC) et I'activation de I'oncogene v-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral
oncogene (KRAS). Dans certains cas, une mutation dans un géne suppresseur de tumeurs, dont
TP53, a un caractére dominant négatif (la mutation d’un seul allele suffit pour I'expression du
phénotype). Ces mutations sont associées a des altérations de plusieurs régions chromosomiques
(délétion de 1p, 5, 8p, 17p, 18q, 224, insertion dans 8q, 1q, 20q). Les mutations impliquées sur les
chromosomes 17 et 18 sont considérées comme importantes pour le caractére métastasique de la
tumeur (Gonzalez-Gonzalez et al., 2013).

Le récepteur EGF et sa voie de signalisation. Le facteur de croissance épidermique (Epidermal
Growth Factor EGF) est une protéine soluble de 53 acides aminés sous sa forme mature. La liaison
de I'EGF a son récepteur membranaire (EFGR) entraine une cascade d’évenements qui aboutissent
a une prolifération cellulaire, une résistance a |'apoptose et a une angiogenése (Fig. 25). La
mutation KRAS identifiée précédemment (35-45 % des tumeurs colorectales) concerne une des
kinases de la voie de signalisation de I'EFGR. Les récepteurs de I'EGF sont surexprimés dans la
plupart des tissus cancéreux. L'utilisation d’anticorps anti-EGFR permet de bloquer la voie de
signalisation et la prolifération cellulaire (Rodeck et al., 1987) et I'utilisation d’anticorps anti-EGF
(panitumumab, cetuximab) est proposée comme nouveau traitement du cancer colorectal
métastasique. Cependant, les mutations KRAS, PIK3 et PTEN sont des biomarqueurs prédictifs de Ia

résistance aux thérapies ciblées sur le récepteur EGF (Pritchard and Grady, 2011; Siena et al., 2009).
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Figure 25. Voie de signalisation du récepteur a 'EGF (EGFR). Les ligands de la famille des EGFRs entrainent une
dimérisation du récepteur et la phosphorylation de sa partie intracellulaire. Cette activation provoque une
phosphorylation en cascade de kinases (Ras, Akt, mTOR, PI3K, ERK) qui activeront des facteurs de transcription
impliqués notamment dans la prolifération. lllustration tirée de (Laurent-Puig et al., 2008)
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2.1.3 Traitement du cancer colorectal par le 5-fluorouracile (5FU)

Le 5FU est un analogue fluoré de l'uracile. Il peut étre métabolisé comme |'uracile et est
incorporé alors dans I’ADN sous sa forme désoxyribose ou dans I’ARN sous sa forme ribose (Fig. 26).
La cible principale du 5FU est la thymidilate synthase (TS) qui est indispensable au métabolisme des
bases pyrimidines. La thymidilate synthase catalyse la conversion de déoxyuridine monophosphate
(dUMP) en déoxythymidine monophosphate (dTMP). Prenant la place du dUMP, le 5-FdUMP forme
un complexe stable avec la TS, bloquant ainsi la production de dTMP nécessaire a la synthése de la
thymidine. Le déficit en thymidine qui en découle est compensé par une incorporation d’uridine
dans I’ADN, cette substitution de T en U provoquant I'apoptose (Longley et al., 2003).

Le 5FU est métabolisé a plus de 80 % par la dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) au
niveau hépatique. (Heggie et al., 1987). Cette enzyme intervient dans le catabolisme des bases
pyrimidiques et hydroxyle le 5FU, premiéere étape de son catabolisme. Le 5FU est finalement
éliminé sous forme de B-alanine fluorée. Une administration directement au niveau de la tumeur
permettrait d’éviter la dégradation du médicament par le foie et d’augmenter sa concentration au
niveau de la tumeur : la thérapie génique est une des possibilités d’administration localisée du

médicament.
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Figure 26. Métabolisme du 5-fluorouracile. Incorporation a I’ADN. Le 5FU est transformé en 5-fluorodésoxyuridine
monophosphate (FAUMP) par la thymidine kinase puis en 5-fluorouridine triphosphate (5-FAUTP) par deux pyrimidine
kinases. Le 5FdUTP est ensuite incorporé a I’ADN et inhibe son métabolisme. Le 5-FdUMP et également un inhibiteur de
la thymidylate synthase (TS) nécessaire au métabolisme des pyrimidines. D’apreés (Lecomte et al., 2006)

2.1.4 Thérapie génique par la 5-Fluorocytosine (5FC)

Le 5FU est hautement toxique et son efficacité dépend fortement des variabilités génétiques
des patients (Lecomte et al., 2006). Il est possible de contourner les problémes liés a une
administration systémique en utilisant une approche de thérapie génique. Le principe est basé sur
I'administration de la prodrogue, la 5-fluorocytosine (5FC), qui est ensuite métabolisée en 5-
fluorouracile (5FU) par une enzyme, la cytosine désaminase (CD). La CD étant absente chez
I’'homme, son gene est apporté par un vecteur viral ou des cellules souches transformés avec le
géne CD (Cihova et al.,, 2011). L'utilisation de cellules souches mésenchymateuses (MSCs)
présentant des affinités particuliéres pour les tumeurs permettrait de cibler la production de 5FU
au niveau des tissus cancéreux. La preuve de principe a été démontrée par I'utilisation de
xénogreffes de tumeurs de colon humain chez la souris. 89 % des tumeurs injectées avec des MSCs
transformées disparaissent aprés 24 jours de traitement (n=9) alors que les contréles non traités
développent tous des tumeurs (Kucerova et al., 2008). Du fait des différences de DLsy entre 5FC et
5FU, respectivement 15000 mg/kg et 115mg/kg par voie orale chez la souris, 'administration de

5FC peut étre réalisée a des doses importantes,soit 500mg/kg chez la souris.

2.1.5 Objectif de I'étude

Les mécanismes moléculaires de la thérapie génique CD/5FC sur des cellules cancéreuses de
colon de rat ont été étudiés sur la lignée cellulaire, DHD/K12/PROb (PRODb), qui est transfectée par

le gene CD (PRObLCD). Apres vérification que le traitement par 5FC induisait une mort cellulaire
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spécifiqgue de la métabolisation du 5FC en 5FU par le gene CD transfecté, le protéome des cellules
traitées par la 5FC a été comparé au protéome des cellules non traitées (CT) dans I'objectif

d’identifier des niveaux d’expression protéique affectés par la thérapie génique.

2.2 Choix analytiques

Electrophorése bidimensionnelle. La séparation des extraits protéiques a été réalisée par
électrophorese bidimensionnelle suivant des conditions standards: premiére dimension sur
bandelettes de gradient de pH (IPG) entre pH 3 a 10, deuxieme dimension en SDS PAGE sur gel a 10
% d’acrylamide apres réduction des bandelettes IPG par le Dithiothréitol et alkylation par
I'iodoacétamide. Les protéines ont été détectées par une coloration au bleu de Coomassie colloidal
puis les gels ont été scannés et analysés par un logiciel dédié a I'électrophorese bidimensionnelle
(ImageMaster 2D Platinum, Amersham Bioscience).

Identification par MALDI-TOF. Les spots dont I'intensité était significativement modifiée par
le traitement 5FC ont été identifiés par MALDI-TOF (Voyager DE PRO, PerSeptive Biosystems) aprés
digestion a la trypsine et cristallisation dans une matrice a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA)
sur un support de nitrocellulose. L'identification des protéines a partir de 'empreinte peptidique
massique obtenue a été réalisée avec le logiciel Aldente (Expasy, base Swissprot).

Analyse par Western Blot. Les modifications post-traductionnelles de I’'HSP90 ont été
étudiées par Western Blot avec des anticorps anti-acétyl-lysine, anti-phosphosérine et anti-
phosphotyrosine.

Identification par LC-ESI-IT. Un systéeme LC-trappe ionique (Surveyor - LCQ XP,
ThermoFinnigan) a été utilisé pour lidentification des modifications post-traductionnelles. Une
colonne Hypersil C18 (200 um x 10 cm) a été utilisée avec une source électrospray a 5 pl/min. Un
mode d’acquisition classique pour ce genre d’instrument a été utilisé (1 scan MS suivi de 3 scans
MS/MS des 3 ions les plus intenses du scan MS). L’identification des peptides a été réalisée par le

logiciel Bioworks 3.1 (Thermo Scientific).
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2.3 Résultats

2.3.1 Publication

Ce travail a fait I'objet d’'une publication : « Treatment of colon cancer cells using cytosine
deaminase/5-fluorocytosine suicide system induces apoptosis, modulation of the proteome, and
HSP90 phosphorylation ».

Les résultats ont été obtenus a partir d’'une culture de cellule cancéreuse de colon
transformée par le géne CD. Deux conditions de culture ont été comparées ; la premiére condition
(notée FC) correspond aux cellules transformées et traitées par le 5FC; la deuxieme condition
(notée CT) est le contréle et correspond aux cellules transformées mais non traitées par le 5FC.
Sans traitement par le 5FC, les cellules poussent rapidement et adhérent a la boite de Pétri.
L'expression du marqueur annexine V et I'incorporation d’iodure de propidium ont été mesurés par
cryométrie de flux. Lorsque le 5FC est ajouté au milieu, le nombre de cellules adhérentes au
plastique diminue rapidement et les cellules flottantes expriment les marqueurs de la mort
cellulaire ; annexine V (apoptose) et iodure de propidium (nécrose). Si le 5FC est ajouté au milieu de
culture des cellules non transformées, aucune mort cellulaire n’est observée.

Les différentes conditions de cultures testées ont permis de montrée que le géne CD seul
comme le précurseur 5FC seul ne présentaient pas de toxicité intrinseque. Seules les cellules
transfectées par le géne CD sont sensibles au 5FC. La partie protéomique de I'article présente une
analyse par électrophorése bidimensionnelle et une identification de protéines par LC-ESI-MS. Afin
de permettre une analyse quantitative, les électrophoréses bidimensionnelles ont été répétées et
les images ont été quantifiées. Dix-neuf protéines sont significativement affectées par le traitement
CD/5FC. Parmi elles, la protéine HSP90 est identifiée dans un spot dont le point isoélectrique varie
en fonction du traitement, de 5.5 a 5.1 pour respectivement la condition contrdle et la condition
traitement.

L’analyse par spectrométrie de masse a permis la caractérisation d’un site de phosphorylation
sur la sérine 254. La thérapie génique CD/5FC appliquée a des cellules cancéreuse de colons active

probablement I'expression de kinases dont un substrat est I"THSP90.
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Abstract

The bacterial cytosine deaminase (CD) gene, associated
with the 5-fluorocytosine (S5FC) prodrug. is one of the
most widely used suicide systems in gene therapy.
Introduction of the CD gene within a tumor induces, after
S5FC treatment of the animal, a local production of
S-fluorouracil resulting in intratumor chemotherapy. De-
struction of the gene-modified tumor is then followed by
the triggering of an antitumor immune reaction resulting in
the regression of distant wild-type metastasis. The global
effects of 5FC on colorectal adenocarcinoma celis
expressing the CD gene were analyzed using the proteo-
mic method. Application of 5FC induced apoptosis and 19
proteins showed a significant change in 5FC-treated cells
compared with control cells. The up-regulated and down-
regulated proteins include cytoskeletal proteins, chaper-
ones, and proteins involved in protein synthesis, the
antioxidative network, and detoxification. Most of these
proteins are involved in resistance to anticancer drugs and
resistance to apoptosis. In addition, we show that the heat
shock protein Hsp90(3 is phosphorylated on serine 254
upon S5FC treatment. Our results suggest that activation
of Hsp903 by phosphorylation might contribute to tumor
regression and tumor immunogenicity. Our findings bring
new insights into the mechanism of the anticancer effects
induced by CD/S5FC treatment. [Mol Cancer Ther 2007;
6(10):2747 - 56|
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Introduction

Suicide gene therapy consists of the transfer into tumor
cells of a “killer gene,”” which converts a nontoxic
compound into a lethal drug. This nontoxic compound
can be systemically administered without any side effect.
This strategy has proven to be effective in several tumor
models in animals (1, 2). The bacterial cytosine deaminase
(CD) gene, which is not expressed in eukaryotic cells,
encodes a protein capable of converting cytosine into uracil.
When expressed in mammalian cells, this protein trans-
forms the nontoxic antifungal agent 5-fluorocytosine (5FC)
into the widely used chemotherapeutic drug 5-fluorouracil
{5FU), and expression of the CD gene within cancer cells
results in a tumor-targeted chemotherapy, Although
bypassing the toxic side effects of a systemic chemotherapy
is in itself an interesting topic, the key effects of this
strategy lie in the existence of two associated bystander
effects. The first one, called the local bystander effect, is
known to induce a complete tumor regression even if only
a small proportion of the tumor cells express the suicide
gene (3, 4). This effect is due to the toxicity of 5FU in cells
expressing the suicide gene and to the diffusion of 5FU to
the neighboring cells. The second effect, the distant
bystander effect, results in the regression of distant wild-
type tumors, mediated by the triggering of an immune
reaction after the destruction of the tumor expressing the
suicide gene (5-8).

In previous studies, we have developed a CD/5FC-based
gene therapy model against colon cancer (9). A plasmid
vector containing the Escherichia coli CD gene has been
introduced into a BDIX rat colon carcinoma cell line
(PROD). Intrahepatic injection of the modified cells
(PROBCD) into the liver of syngeneic animals generates a
single experimental “suicide tumor.” Treatment of animals
with 5FC induced the regression of CD-expressing tumors
and rendered the treated animals resistant to challenge
with wild-type tumor cells (PROb), Immunohistologic
analysis of experimental tumors indicates that natural
killer (NK) cells are the major immune components
involved in this antitumor effect (7-9).

To dissect the mechanisms involved in the regression of
the tumor in our gene therapy model, we have examined
changes in protein expression that occurred during cell
death in the PRObCD cells exposed to 5FC in wvitro. Using
Annexin V staining, we first show that 5FC induced
apoptosis in CD-expressing cells. Proteomic analysis of
SFC-treated cells identified several proteins involved in
protein chaperoning, detoxification, and the antioxidative
network, Attentive exammation of the function of the
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identified proteins revealed that most of them are involved
in the resistance to anticancer drugs and apoptosis. In
addition, Hsp60 and Hsp90p, which have been described
to be involved in the activation of NK cells by stressed
apoptotic tumoral cells and in antigen presentation are,
respectively, up-regulated and phosphorylated on serine
254 (10-14). Our data corroborate previous works indi-
cating that the functions of Hsp90 are regulated by
reversible posttranslational modifications (15, 16) and
suggest that activation of Hsp90p by phosphorylation
contributes to tumor regression and activation of the
immune system.

Materials and Methods

Cell Culture

DHD/K12/PRODb (PROD) cells are a colon carcinoma cell
line originating from a chemically induced colon cancer in
BDIX rats (17). These cells are poorly immunogenic and
induce progressive and metastatic tumors in syngeneic
hosts. The cells were maintained in DMEM (Bio Whittaker)
supplemented with 10% FCS. PRObCD cells, generated by
the transfection of pCDpgeo plasmid expressing the CD
gene (8) in the PRODb cell line, were maintained in the same
medium in the presence of G418 at 100 pg/mL. 5FC was
dissolved in DMEM (15 mg/mL) and added in the culture
medium at a concentration of 500 ug/mlL.

Annexin V-FITC Assay

Following 12, 24, 48, and 72 h of 5FC treatment, culture
media containing any floating cells were collected from the
drug-treated or control cells and centrifuged. The remain-
ing monolayer cells were detached using trypsin-EDTA,
The floating and adherent cells were washed once with
cold PBS and centrifuged. The two cell pellets {adherent
and floating cells) were stained with FITC-labeled Annexin
V (AnV) and propidium iodide (PI) according to the
recommendations of the manufacturer. Ten thousand
events were collected using a FACScan flow cytometer
(Becton Dickinson). Flow cytometry data were analyzed
using Cell Quest software. The distribution of cells was
placed into the following three groups: viable (AnV-/
Pl-), apoptotic (AnV+/PI-= and AnV+/Pl+), and necrotic
(AnV=/PI+).

Reagents

5FC was from ICN. The following antibodies were used:
clone 4G10 antiphosphotyrosine antibody (Upstate Bio-
technology), clone PY20 antiphosphotyrosine antibody
(Zymed Laboratories), clone SPA-845 anti-Hsp%0 monoclo-
nal antibody (StressGen Biotechnologies), clone Ac-K-103
antiacetylated lysine monoclonal antibody (Cell Signalling
Technology), antiphosphoserine polyclonal antibodies
(Zymed Laboratories), and goat anti-mouse and goat anti-
rabbit polyclonal antibodies conjugated to horseradish
peroxidase (Dako). Trypsin, proteinase K, and endopro-
tease GluC were from Promega.

Western Blot Analysis

Following two-dimensional gel electrophoresis, proteins
were transferred to polyvinylidene difluoride membranes

(Millipore Corporation). Immediately after transfer, mem-
branes were soaked in amido black (0.1% naphtol blue
black, 10% methanol, 2% acetic acid), washed in 50%
methanol and 7% acetic acid, and then scanned. Mem-
branes were blocked with 5% (w/v) bovine serum albumin
in TBST [20 mmol/L Tris-HCI (pH 7.5), 150 mmaol/L NaCl,
and 0.1% Tween 20] for 1 h at room temperature and
incubated with primary antibodies overnight at 4°C. The
primary antibody concentrations used were 1:1,000 for
antiphosphotyrosine clone 4G10 and clone PY20, 1:1,000 for
the monoclonal antiacetylated lysine, 1:250 for the poly-
clonal antiphosphoserine, and 1:1,000 for the monoclonal
anti-Hsp90. The membranes were washed thrice for 5 min
with TBST and incubated in TBST containing the appro-
priate secondary antibody conjugated to peroxidase for
1 h at room temperature. The membranes were washed as
described above, and the labeled proteins were detected
using an enhanced chemiluminescence kit (Amersham
International) according to the manufacturer’s instructions.
Detection was done with autoradiography films (BioMax
Light Film; Eastman Kodak).

Sample Preparation for Proteome Analysis

Treated and nontreated cells were rinsed thrice with an
ice~cold sucrose solution [250 mmol /L sucrose, 10 mmol/L
Hepes (pH 7.5), 0.2 mmol/L CaCl,]. Rehydration buffer
(urea 7 mol/L, thiourea 2 mol /L, CHAPS 4%, and Triton X-
100 0.24%) was added to the cell monolayer and incubated
for 15 min at room temperature. To remove genomic DNA,
spermidine (10 mmol/L) was added for an additional
15 min. After centrifugation (22,000 x g, 30 min, 15°C), the
supernatant and the pellet were separated. The supernatant
was precipitated with the Ready Prep 2D clean-up kit
(Bio-Rad Laboratories). Proteins were resuspended with
rehydration buffer and the protein concentration was
determined by the Bradford assay (Bio-Rad Laboratories)
using bovine serum albumin in rehydration buffer as
standard curve.

Two-Dimensional Gel Electrophoresis and Protein
Staining

Each sample was thawed, adjusted to a protein concen-
tration of 2.3 mg/mlL, and supplemented with 100 mmol/L
of 2-hydroxyethyl disulfide (Acros Organics). The samples
(700 pg) were loaded onto TPG ReadyStrips (pH 3-10; 17
¢m, linear gradient; Bio-Rad), and rehydrated for 7 h at
20°C. Isoelectric focusing on the Protean IEF Cell from
Bio-Rad was carried out as follows: 15 min at 250 V, a
slow (15 h) voltage ramping to 10,000 V and a final step at
10,000 V up to 500,000 Vh. Immediately after focusing,
immobilized pH gradient strips were wrapped in plastic
trays (rehydration trays; Bio-Rad) and stored at —80°C.
Prior to SDS-PAGE, proteins in the immobilized pH
gradient were reduced in 4% SDS in 1.5 mol/L Tris (pH
8.8) containing 130 mmol/L of DTT and 30% glycerol for
15 min, alkylated in 4% SDS in 1.5 mol/L of Tris (pH 8.8)
containing 130 mmol/L of iodoacetamide and 30% glycerol
for 20 min. Finally, strips were equilibrated in 4% SDS,
1 mol/L of Tris (pH 6.8) and 30% glycerol for 90 min, The
second dimension separation was run overnight at room
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temperature on a 1-mm-thick 10% polyacrylamide gel at a
constant voltage up to 1,300 Vh (Protean 11 XL cell).
Immediately after electrophoresis, gels were fixed in
ethanol /phosphoric acid (40%:3%) for 2 h, rinsed with
deionized water thrice for 30 min, and then stained for
16 h with Bio-Safe Coomassie Stain (Bio-Rad). Gels were
scanned using a GS-800 calibrated densitometer (Bio-Rad).
Gel patterns were compared using ImageMaster 2D
Platinum (version 5.0, Amersham Bioscience). Relative
quantification of the detected spots was made as a
percentage of the total spot volume for every gel (% vol).
After these normalizations, based on the total quantity of
valid spots on each gel, heuristic clustering was used to
blindly classify similar gels in order to confirm the two
classes (control and 5FC-treated cells), Lastly, statistical
differences in expression between spots from control and
5FC-treated cells were assessed through Kolmogorov and
Wilcoxon tests, The selected spots were subsequently
treated for identification by mass spectrometry.

In-gel Tryptic Digestion and Protein Identification by
Mass Spectrometry

The protein spots were manually excised from the two-
dimensional gel and digested according to a standard
protocol. Briefly, after a washing step with 50% ethanol,
proteins were reduced and alkylated with 10 mmol/L of
DTT and 50 mmol/L of iodoacetic acid, respectively. The
spots were washed twice with 50% ethanol, shrunken with
acetonitrile and then subsequently digested with 100 ng
of enzyme in 50 mmol/L of ammonium bicarbonate and
15% acetonitrile. The peptides were extracted with 0.5%
trifluoroacetic acid, 50% acetonitrile, and 100% acetonitrile.
Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
mass spectrometry used a Voyager DE-PRO (PerSeptive
Biosystems) set in positive reflectron mode. Samples were
spotted on a thin layer of nitrocellulose (5 mg/mL solution
in acetone/isopropanol, 1:1), washed with 2 uL of cold
water, and then overlaid with «-cyano-4-hydroxycinnamic
acid (5 mg/mL solution in 50% acetonitrile and 0.3%
trifluoroacetic acid). Spectra were obtained with standard
settings and external calibration. Protein identification was
done with Aldente software on the SwissProt web site.” For
the posttranslational modification analysis of Hsp90, LC-
MS/MS mass spectrometry was done with a Surveyor
system coupled with a LCQ DECA XP ion trap mass
spectrometer (ThermoQuest), Peptides were separated on a
CI18 column (200 pm x 10 cm, Hypersil; ThermoQuest) at
5 yL/min with an acetonitrile gradient from 1% to 40%
acetonitrile in 0.1% formic acid. A 3 kV voltage was applied
on the micro-ESI needle. The automatic acquisition was
set as previously described (18). Data processing was
done with Bioworks 3.3. The main search variables were
methionine oxidation, serine, threonine, and tyrosine
phosphorylation or lysine acetylation as differential
modification, no enzyme as cleavage specificity. Peptide

* hitp: // www.expasy.org/tools/aldente /
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identification was considered significant when Xcorr > 1.7,
22, and 3.3 for mono-, di- and tri-charged peptides,
respectively; 6Cn > 0.1, Resp < 3, and peptide probability
< 5E-3.

Results and Discussion

Before performing the proteomic studies, we verified that
5FC induced apoptosis in our CD-expressing colorectal
adenocarcinoma cell line in a time-dependent manner.
5FC (500 pg/mL) was added to actively growing PRObCD
cells, As shown in Fig. 1A, the number of FRObCD cells
rapidly declined and 25% of the cells remained attached
to the plastic vessel after 72 h of treatment, whereas
nontreated PRObCD cells proliferated rapidly. To assess
whether 5FC induced apoptosis, PRObCD-detached cells
were stained with Annexin V and propidium iodide.
Annexin V binds to phosphatidylserine, which shifts to
the cell surface from the inside of the cell membrane during
the early stage of apoptosis, whereas propidium iodide
penetrates only in cells which are in the late stage of
apoptosis and intercalates into genomic DNA (19). As
shown in Fig. 1B, ~90% of the detached cells were AnV+,
and 10% were AnV+PI+ at 12, 24, 48, and 72 h of treatment,
which shows that 5FC induces apoptosis in CD-expressing
cells. The number of detached PRObCD cells without
treatment was not significant (<0.01% compared with
treated PRObCD celis).

To determine the apoptosis stage of cells which were still
attached after 5FC treatment, we stained cells with Annexin
V and propidium iodide. We detected three populations in
the treated and untreated PRObCD cells: AnV+, AnV+Pl+,
and Pl+, which corresponded to the early stage of
apoptosis, late stage of apoptosis, and necrosis, respective-
ly. Unstained cells were considered as living cells. As
shown in Fig, 1D, AnV+ cells accounted for 23% and 16% of
total cells in the presence and in the absence of 5FC,
respectively. The absence of staining in 80% of cells and the
small difference between treated and untreated cells for
AnV+ and AnV+Pl+ stainings suggest that detachment of
treated PROBCD cells from the plastic vessel precedes the
appearance of phosphatidyl serine in the outer leaflet of the
plasma membrane. Finally, we show that 5FC, after being
transformed into 5FU by CD, induces apoptosis in the
colon adenocarcinoma cell line PRObCD.

We then analyzed PRObCD’s proteome modification
which was induced after 48 h of 5FC treatment. Two-
dimensional gel electrophoresis of total proteins extracted
from treated and untreated PRObCD cells was carried out
to identify differentially expressed proteins.

Two additional controls were done: (@) PROb cells were
treated with SFC. We did not observe any cellular toxicity,
apoptosis, and modification of the proteome (data not
shown), and (#) PRObCD cells were treated with 5FU for
48 h. This treatment induced the apoptosis of PRObCD
cells and modified the proteome in a similar extent
compared with CD/5FC. This result suggests that the two
killing mechanisms (i.e., CD/5FC and 5FU) are the same.

Mol Cancer Ther 2007,6(10). October 2007
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Figure 1. Distribution of cefl viability during 5FC exposure. A, actively growing PROBCD cells were exposed (A ), or not exposed (M) 10 5FC, Attached

cells were counted after O, 24, 48, and 72 h of treatment. The number of treatad PRODCD cells rapidly declined and <25% of celis ramained attached to
the plastic vessel after 72 h of treatment, PRObCD cells were treated for 12, 24, 48, and 72 h with 5FC. Floating cells (B) and total cells {C) were removed
from culture and stained with Annexin V {AnV) and propidium iodide (P]). Apoptosis was dotermined by flow cytometry as described in Materials and
Methods, Filled columns, AnV + cells; open columns, AnV + Pl+ cells (n = 3). D, PROBCD cells were treated or not for 48 h with SFC and attached cells
wore detached from the plastic vessel with trypsin and stamned with Annexin V and propidium iodide. Numbers, mean percentages of early apoptotic
(bottom right), tate apoptotic {top right), and necrotic (top left) celis (n = 3|,

However, only major proteins can be observed and
analyzed on two-dimensional gels. We do not exclude that
minor differences occurred between the two treatments,

A representative Coomassie blue~-stained gel of proteins
from 5FC-treated PRObCD cells is depicted in Fig. 2A.
Replicates were carried out for both treated (5FC, n = 3)
and nontreated cells (CT, n = 2). Only reproducible spots
were considered as significant. Image analysis with Tmage-
Master Platinum identified 353 spot groups (i.e., the same
spot on different gels) and Kolmogorov/Wilcoxon tests
were used to discriminate the up-regulated and down-
regulated proteins. Mass spectrometry analysis identified
the corresponding proteins. Fourteen up-regulated pro-
teins, six down-regulated proteins, and one protein
exhibiting a significant shift in its isoelectric point were
reproducibly detected from treated PRObCD cells com-
pared with nontreated cells.

Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
mass spectrometry analysis of the tryptic fragments and
a data search allowed for the identification of these pro-
teins, as shown in Table 1. The up-regulated and down-

regulated proteins include cytoskeletal proteins, chaperone
proteins, and proteins involved in protein synthesis,
protein folding, the antioxidative network, and detoxifica-
tion. The increase of proteins involved in the antioxidative
network and detoxification are likely due to the conversion
of 5FC into 5FU by the CD. PRObCD cells need to
eliminate 5FU and its metabolic derivatives, FAUMP,
5-FUTP, and 5-FdUTP, which are responsible for the
cytotoxic effects in cancer cells (20). The thioredoxin-like
2 protein is involved in the mitochondrial thioredoxin
system, which controls redox balance, cell growth, and
apoptosis. When thioredoxin levels are elevated, there is
increased cell growth and resistance to the normal
mechanism of programmed cell death (21). In addition,
an increase in the thioredoxin-like 2 protein level seen in
many human primary cancers compared with normal
tissue seems to contribute to increased cancer cell growth
and resistance to chemotherapy (22). The mitochondrial
aldehyde dehydrogenase has been implicated in drug
catabolism and has been identified as a major actor in the
resistance to the anticancer molecule cyclophosphamide.
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This has been shown in the medulloblastoma cell line (23),
and particularly, in leukemic cells in which an elevated
level of aldehyde dehydrogenase is found (24). The gen-
etic variability of aldehyde dehydrogenase is also linked
to resistance in cyclophosphamide (25). The dihydropyri-
midinase-related protein 2 belongs to the dihydropyri-
midinase family, which is involved in the pyrimidine
metabolism and in the catabolism of 5FU (26). Patients with
a partial dihydropyrimidine deficiency proved to be at risk
of developing severe toxicity after 5FU administration (27).

Besides proteins which are directly involved in detoxi-
fication, we also found that three cytoskeletal proteins
involved in cell survival and drug resistance were
increased. a-Actinin 4 binds to the actin cytoskeleton and
integrins whose roles in matrix adhesion induced-cell
survival are largely documented (28). a-Actinin is also up-
regulated by many cytotoxic chemicals in embryonic stem
cells and is now used as a biomarker of toxicity in in vitro
tests (29). In addition, a-actinin is up-regulated in osteo-
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sarcoma cell lines (30). Ezrin is a cytoskeletal protein which
has a major role in cell polarization through actin binding
and the role of ezrin in metastasis behavior has been
well documented (31). Ezrin binds to Fas and contribu-
tes to the Fas-related resistance of tumors to apoptosis
(32). Furthermore, ezrin is connected to P-glycoprotein,
which regulates the efflux pumps that are responsible
for some of the multidrug resistance mechanisms of tu-
mors (33). The glial fibrillary acidic protein which belongs
to the intermediate filament family also binds to the
P-glycoprotein, and therefore, may have a role in 5FU resis-
tance (34).

We also found that three proteins involved in protein
synthesis were up-regulated after S5FC treatment. These
proteins (elF23, elF4l, and eEF1G) belong to the initiation
and elongation factor families. They are not just
housekeeping proteins. For instance, eIF4E, which is
structurally very close to elFA1 and elF2p, plays an
important regulatory role in the control of cellular

7541

Figure 2. Proteome of 65FC-treated colon adenocarcinoma cells. A, two-dimensional PAGE of PROBCD cells troated with 5FC. Gels were done with
700 g of total protein extract loaded onto IPG ReadyStrips (pH 3 - 10}. After migration, gels were stained with G250 Coomassie blue, The labeled spots
are listed in Table 1. B, a section of the two-dimensional gel containing the protein Hsp904. Comparison of 5FC-treated celis with control cells shows the
shift of the isoelectric point of the protein from 5.5 to 5.1, In the CT condition, Hsp304 is identified in spot 122 at pH 5.5, After 5FC treatment, Hsp90§ is
identified in spot 123 at pH 5.1.
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Table 1. Up-regulated and down-regulated protein spots by treatment with 5FC in PRObCD cells
Spot no.*  Theoretical Experimental P Accession Descriptionil Volume Volume  Ratio
pl/MW? pI/MW nol SFCY T FC/CT
Chaperones
122 5/83 55/89 7E-12  PO8238  Hsp90p (basic spot) - 230
123 5/83 5.1/89 LE-11  PO8238  HspY0p (acidic spot) 226 —
260 5.3/58 54/61 4E-12 P63039 Hspbl 1.77 L 1.60
600 46/29 4.59/30 4.E-10 P62260 14-3-3 protein ¢ 071 039 183
266 4.3/46 43/63 4.E-08 Pis418 Calreticulin 057 036 158
679 48/19 4.8/21 9.E-10 P63(29 Translationally controlled tumor protein 043 031 1.40
Protein folding
229 6.3/61 6.1/66 4E-12 PRO318 T-complex protein 1 subunit 0.18 030 0.61
727 83/18 79/15 8.E-11  Q5BK98  Peptidylprolyl isomerase A 0,36 0.68 053
Cytoskeletal proteins
557 53/33 54/35 4E14  Q5RKNY  Capping protein (actin filament) muscle 0.30 012 244
86 52/105 53/102 LE-19  P57780  a-Actinin-4 (basic spot) 119 0.53 227
3n 5.4/50 55/53 5E07  P14136  Glial fibrillary acidic protein, astrocytes 034 021 165
153 5.9/69 5.1/89 2E-14 P53 Ezrin 027 037 074
705 8.2/19 82/17 3E-10  Q5#Y7  Cofilin 1 0.50 0.72 0.69
Metabolism
307 6.3/56 6.11/59 LE-11 00851  p-3-phosphoglycerate dehydrogenase 0.15 0.24 0.62
Detoxification
359 58/54 59/54 3E-13  P81I78 Aldehyde dehydrogenase 0.37 0.24 1.57
232 6/62 6/66 2E-13  P47942  Dihydropyrimidinase-refated protein 2 0.15 0.21 0.70
Protein synthesis and degradation
323 6.6/53 6,18/58 4E-10 Q9CPY7  Cytosol aminopeptidase 0.05 —
383 5.6/38 55/52 2E-12  Q9L45  elF2p 0.12 0.06 211
39 6.3/50 6.1/50 2E-10  (Q4FZZ5  eEFIG 0.40 030 133
388 53/46 5.3/50 3E-12  Po0843  elF4A- 0.87 0.66 132
835 47/26 47/28 3E-13  (Q9Z2U1  Proteasome subunit « type 5 0.19 0.16 117
Protein related to antioxidative network
469 5.5/38 55/43 LE-07  Q9JLZ1  Thioredoxin-like 2 protein 027 0.16 1.73

The proteins are classified according to their function. Data are presented as mean of normalized spot volumes from 5FC and nontreated (CT) cells.

*Spot no. refers to the corresponding spot number in Fig 2.
"Theoretical pI/MW were obtained from SwissProt-computed pl/MW.
'Experimental pl/MW were calculated by ImageMaster.

P value is the probability value calculated by the Aldente peptide mass fingerprinting tool.

IDescription corresponds to the protein name given by SwissProt database.
Wolume was expressed as a percentage of total spot volume.

stress—induced apoptosis (35). Similarly, eEF1A2, which
is structurally close to eEFIG, is antiapoptotic and has
been identified as a tumorigenic oncogene regulating cell
growth (36).

In addition, we found four up-regulated proteins which
belong to the huge family of chaperone proteins. Chaper-
ones limit aggregation, facilitate protein refolding, and
are involved in signal transduction. Under conditions of
cellular stress such as chemotherapy, intracellular chaper-
one levels increase in order to provide cellular protection
and maintain homeostasis (37). The 14-3-3¢ protein belongs
to a highly conserved cellular protein family that can
interact with >200 targets proteins. 14-3-3 proteins control
cell cycle, cell growth, survival, and apoptosis (38, 39). In
addition, 14-3-30 has been identified as a marker of
potential clinical interest for breast cancer detection and
contributes to drug resistance in human breast cancer cells
(40). We also observed that two chaperones, Hspé0 and
Hsp9035, which are heat shock proteins (37), are up-

regulated and subject to posttranslational modification,
respectively. These two proteins have roles in protein
chaperoning and in signal transduction during tumorigen-
esis (41). In addition, it has been described that Hsp60 and
HspY90 have roles in tumor immunogenicity and antigen
presentation, respectively (10-12), and thus, might con-
tribute to the activation of the NK cells that we observed in
our gene therapy model.

Hsp90p was further analyzed in order to identify the
posttranslational modification responsible for the acidifica-
tion of the isoelectric point which shifted from 5.5 to 5.1
(Fig. 2B). Two major posttranslational modifications of
Hsp90 have been described: phosphorylation and lysine
acetylation. It has been shown that phosphorylation of
Hsp90 on serine was linked to its chaperoning function.
Serine phosphorylation triggers the release of the chaper-
one from the target protein (16). In addition, Hsp90 is
phosphorylated in tyrosines during mammalian sperm
capacitation, the process by which spermatozoa gain the
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Figure 3. Westem blot analysis of Hsp90§ posttransiational modifica-
tions. Protein extracts from SFC-treated or nontreated PROBCD cells were
saparated with two-dimensional gel electrophoresis and transferred to
polyvinylidene difluoride membranes. Areas corresponding to Hsp90p
spots ware hybridized with antiacetylated lysine, antiphosphoserine, and
antiphosphotyrosine antibodies, Forty-eight hours of SFC treatment
Induces serine but not tyrosine phosphorylation of HspSO[. In contrast,
Hsp90|s is acetylated in 5FC-treated and nontreated PRObCD cells.

ability to fertilize the oocyte (42). Finally, acetylation of
Hsp90 regulates chaperone-dependent activation of the
glucocorticoid receptor, lysine acetylation of Hsp%0, lead-
ing to the loss of chaperone activity (15).

We did Western blot analyses on two-dimensional gel
electrophoresis for the detection of phosphorylation and
acetylation of Hsp90p. After transfer to a polyvinylidene
difluoride membrane, the area corresponding to Hsp90p
spots were hybridized with antibodies specific for phos-
photyrosine, phosphoserine, and acetylated lysine. The
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membranes were also hybridized with anti-Hsp%0 mono-
clonal antibodies as controls (data not shown). As shown in
Fig. 3, we did not detect any signal for phosphorylated
tyrosine on Hsp90@ from 5FC-treated and nontreated cell
extracts. Hybridizations were done with two antiphospho-
tyrosine monoclonal antibodies, clones 4G10 and PY20,
which are the most widely used antiphosphotyrosine
antibodies. In contrast, phosphorylation of the acidic form
of Hsp90p was detected with antiphosphoserine antibodies
(Fig. 3). Finally, hybridization with antiacetylated lysine
antibodies revealed the acetylation of the basic and acidic
forms of Hsp90p. In conclusion, we show that 5FC
treatment induces serine phosphorylation of Hsp90p and
that Hsp90p is constitutively acetylated in PRObCD cells.

A large proteomics survey previously revealed that
Hsp90g is acetylated on lysine 623 and phosphorylated
on serines 254 and 260 in the nuclear protein fractions of
Hela cells (43, 44). Phosphorylation of Hsp90p on serine
254 is found in the mitotic spindle during division of HeLa
cells (45), in synaptosomes from human cerebral cortex
(46), and in the inner medulla of rat kidneys (47). In
addition, Hsp90p is phosphorylated in wvitro by casein
kinase 11 on serines 254 and 225 (48). Finally, Hsp90p is
phosphorylated on tyrosine 483 in Jurkat cells (49).
Complementary mass spectrometry analysis with LC-MS/
MS (ion trap) was done to determine the acetylation and
phosphorylation sites of Hsp903. In order to increase the
coverage of the protein sequence, three different digestions
were done: trypsin, gluC, and proteinase K. This allowed
for the identification of 71% of the protein sequence (Fig. 4).
Tandem mass spectrometry identified a phosphorylation
on serine 254 and showed that serine 260 was not modified
(Fig. 5). Tyrosine 483 was also identified as unmodified,
confirming the negative results obtained with antiphos-
photyrosine antibodies.

Regarding acetylation, Western blot analysis showed that
the two forms of HspY90p were acetylated. One acetylation
has been previously described on lysine 623 but our MS/
MS data clearly shows that this lysine was not modified.
Two different peptides containing lysine 623 without
acetylation were identified after trypsin and proteinase K
digestion. The absence of detection of acetylated lysine
with MS/MS, despite the positive signal obtained in

1 PEEVHRGEEEVETFAFQAE T AQLMSLIINTFYSNKEIFLRELD

101 LCTIAKSGTRAFMEALQAGADISMICGQFGVGFYSAYLVARKVVVITXKHNDDEQYAWESSAGCSFTVRADEGEPIGRGTKV I LHLERDQTRYLEERAVEKEY

LKIDIIPNPQERTLTLVDTGIGNTRADLINN

201 VK!’HSQ'!G‘I’PXTLYLEKEREKS@)D EASEEKGEKB“D!!D!B"XEDV@EED KOKKEXTKKIXEXY IDOEELNKTKP INTRNPDDITQREY

301 CGEFYRSLTNDWEDHLAVEHFSVEGQLEFRALLFIPREAPFDLFENKEKKENNIKLYVRRVF IMDSCDELL PEYINR I RGVVDSEDLPLNISREMLOQSKIL

401 KVIRKNIVEECLELFSELAEDKENYKKFYEAFSKNLKLGIHEDSTNRRRLSELLE YH'I‘SQSGDEMTSLSE\VSRMKETOKS@ ITGESKEQVANSAFVE

501 RVRERGFEVVYMTEPIDEYCVQQLKEPDGKSLVSVTKEGLELPEDEERXKKKMERSKAKFENLCKLMEEI LDKXVERVTISNRLVESPCCIVTSTYGWTAN
601 MERIMNAQALRDNSTNG Y)MA@EMDEPIVHLRQXAEAQKHDKAVKDL\NLLFEIMLSSGFSLHDPO‘!HBNR1 YRMIKLGLGIDEDEVTAEEPS

701 AAVPDEIPPLEGDEDASRMEEVD

388888¢8

Figure 4. Sequence recovery of Hsp80y using LC-MS/MS. HspS0p, 9i| 51243733, was identified with 71% coverage after proteolysis with trypsin
(underlined), proteinase K, or gluC (boldface). Open boxes, amino acids with posttranslational modifications as described in the lterature (ie.,
phosphorylation on serines 225, 254, and 280, tyrosine 483, and acetylation on lysine 623). pS, the phosphorylsted serine 254 wentified in Fig. 5.
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Figure 5. MS/MS spectrum of the doubly charged pracursor bon (M + 2H)** at m/z 787.8 corresponding to the phosphopeptide IEDVGpSDEEDSGK.
The phosphorylation site is unambiguously identified at serine on position 6 (serine 254) with a clear y-ions serial from y,5 to y;. Serine on position 12

(sarine 260) is not phosphorylated.

Western blot analysis, suggests that acetylation was
uncovered with mass spectroscopy (Fig. 4).

Finally, serine 225 was not covered with our MS/MS
analysis. However, it is possible that this serine is also
phosphorylated during 5FC treatment. We cannot exclude
that in addition to phosphorylation on serine 254, one
additional serine phosphorylation occurred on Hsp90p
during 5FC treatment for the following reasons: (1) the pH
shift that we found for Hsp90p is 0.4 pH units, whereas one
phosphorylation usually induces an isoelectric point shift
of 0.2 pH units on two-dimensional gels (50). (b) It has been
shown that three phosphorylations on Hsp27 and one
phasphorylation on Hsp70 induce an isoelectric point shift
of 0.6 and 0.15 pH units, respectively (50).

The assessment of protein expression profiles by proteo-
mic analysis after treatment with chemotherapeutic agents
has the potential to identify novel signaling pathways
involved in mediating the downstream response to these
therapies, and could greatly facilitate the discovery of novel
potential therapeutic targets and/or markers of chemo-
resistance. Our results show that treatment of PRObCD
cells with 5FC induces the up-regulation and down-

regulation of several proteins, most of them having a role
in resistance to anticancer drugs and apoptosis. In this
context, determination of the expression level of these
proteins in different tumors might be of interest. It is
possible that one of these proteins will constitute a very
useful tool to predict resistance to CD/5FC and/or 5FU
treatments.

In addition, we show the phosphorylation of Hsp90p on
serine 254 during 5FC treatment. This protein may have a
role in apoptosis which occurred in our gene therapy
model. In this light, it has been described that Hsp9%0 has
roles in protein chaperoning and resistance to chemother-
apeutic drug-induced apoptosis (41). The resistance to
apoptosis is mediated via the binding of Hsp90 to
prosurvival client proteins such as Ber-ABI, c-Rafl, and
AKT, which promote their proper folding, assembly, and
transportation across different cellular compartments.
Failure of Hsp90 activity leads to misfolding of client
proteins, which leads to ubiquitination and proteasome
degradation (15). Therefore, the chaperone activity of
Hsp9%0p should be tidily regulated. Although it has been
known for some time that Hsp%0 is a phosphoprotein, the
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significance of this phosphorylation event in the function of
HspY0 is entirely unknown. In this study, we have shown
for the first time that Hsp90f is phosphorylated on serine
254 after anticancer treatment. The phosphorylation of
serine 254, very likely, has an important role in the
regulation of Hsp90p activity. It is possible that this
phosphorylation induces a modification of the affinity of
Hsp90p toward its client proteins. The phosphorylation of
serine 254 might induce the release of client proteins, or
inversely, the binding to new client proteins. In this context,
it would be interesting to identify proteins bound to
Hsp90p before and after SFC treatment. Ablation of serine
254 using site-directed mutagenesis would also be inter-
esting to dissect the role of this phosphorylation in its
resistance to chemotherapeutic agents.

Besides its role in protein chaperoning and apoptosis, it
has been described that Hsp90 has a role in antigen
presentation (10-12). Therefore, it is possible that Hsp90p
has a role in NK cell activation, which occurred in our gene
therapy model (7-9). Another protein which may have a
role in NK cell activation is Hspé0, which has been
described to induce tumor immunogenicity (10-12). We
have observed that this protein was up-regulated during
SFC treatment. Furthermore, stressed apoptotic tumor cells
are capable of providing the necessary danger signals by
increasing the surface expression of Hsp60, resulting in the
activation/maturation of dendritic cells and the generation
of potent antitumor T cell responses (12). Concerning
Hsp90, it has been shown that this protein is able to present
antigens to T lymphocytes via MHC class IT molecules (13).
In addition, surface expression of Hsp90 promotes vy T cell
proliferation in EBV-infected B cells (14). It is possible that
phosphorylation of serine 254 occurring during 5FC
treatment capacitates Hsp90f to stimulate NK cells after
being released from dying PRObCD cells. Phosphorylation
of serine 254 might also capacitate Hsp%p to present
antigenic peptides from apoptotic PRObCD cells to T
lymphocytes. To check our assumption, it would be
interesting to evaluate the capacity of Hsp90p purified
from 5FC-treated and untreated PRObCD cells to activate
dendritic cells,
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2.3.2 Résultats complémentaires

Electrophorése bidimensionnelle

Variabilité des images. Aprés traitement 5FC, la forme phosphorylée de I'HSP90 (spot 123)
est un spot majoritaire sur le gel 2D (voir article et Figure 27). Son caractéere remarquable de
présence/absence en fonction du traitement rend son analyse quantitative excessivement simple.
Cette situation est exceptionnelle, car la plupart des spots présente des variations discretes entre
les deux conditions, avec des rapports de volume 5FC/CT allant de 0.5 a 2.5. Dans ce cas, les valeurs
moyennes obtenues a partir de plusieurs gels sont utilisées apres étude de la variabilité des
données. En pratique, les variations peuvent étre étudiées avec un méme échantillon mesuré
plusieurs fois (répétitions techniques pour déterminer la répétabilité) ou avec des échantillons
différents (répétition biologique pur déterminer la reproductibilité). A titre d’exemple, les
répétitions biologiques de la condition 5FC pour la zone du gel contenant les spots de I'HSP90 sont

présentées dans la Figure 27.

Figure 27. Quatre répétitions biologiques de la condition 5FC. Les 4 répétitions biologiques présentées ici montrent
des différences marquées par des fleches jaune ou rouge. Les spots 122 et 123 correspondent respectivement a la
forme non phosphorylée et la forme phosphorylée de I'HSP90.

Malgré une bonne reproductibilité globale des gels, certains spots apparaissent ou
disparaissent au gré des échantillons, indépendamment du traitement. Les spots pointés par une
fleche rouge et une fleche jaune sur la Figure 27 illustrent cette observation. En effet, alors que les
spots environnants sont identiques pour les différents échantillons, ces deux spots ont des
comportements particuliers, avec une variabilité importante du deuxieme spot (fleche jaune), allant
de I'absence a la présence sous forme de spots, de trainée ou de chapelet. Ces variations ne sont

pas observées lors de répétitions techniques, elles sont propres aux échantillons. Il pourrait
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sembler surprenant qu’une culture de cellules monoclonales puisse exprimer des protéines d’une
maniére différente pour une méme condition de culture. Il est possible que ces variations
dépendent de la densité de cellules dans la boite de Petri.

Effet de la densité de cellules. Une condition supplémentaire a été rajoutée er correspond aux

cellules ProbCD cultivées jusqu’a confluence. (Fig. 28).

Figure 28. Détection de ’'HP90 en fonction du traitement. Les spots 122 (pl=5.1) et 123 (pl = 5.5) correspondent a
I’THSP90. Conditions 5FC, CT et CT a confluence (conf). Les cellules sont soit présentes en petits amas (condition CT), soit
sont en contact sur 'ensemble de la boite (condition conf). Les histogrammes présentent les volumes des spots 122 et
123 dans les 3 conditions.

La condition 5FC présente un spot majeur en position 123 alors que le spot 122 est absent.
Inversement la condition CT présente un spot majeur en position 122 alors que le spot 123 est
absent. Une situation intermédiaire est obtenue avec les cellules non traitées qui atteignent la
confluence : les spots 122 et 123 sont présents en quantité équivalente, ainsi que 3 spots
intermédiaires (Fig.28, gel de droite). Les différents spots intercalés entre le spot 122 et 123
correspondent aussi a I’HSP90, mais leur plus faible quantité par rapport aux spots 122 et 123 n’a
pas permis d’identifier les modifications post-traductionnelles correspondantes. Leur décalage vers
la gauche (pl plus bas) par rapport au spot 122 suggere que des fonctions basiques sont

neutralisées ou que des fonctions acides sont ajoutées.

Retraitement des données de spectrométrie de masse

Une évolution majeure des logiciels d’interrogation des bases de données est I'utilisation d’un
nouveaux parametre pour établir la validité de I'identification ; le taux de faux positifs (FDR pour
False Discovery Rate). Les différences observées entre I'article et les résultats présentés ci-dessous
sont la conséquence de |'utilisation d’un logiciel d’identification plus récent (Proteome Discoverer®
1.4). Cette nouvelle version utilise le méme algorithme de corrélation, Sequest®, développé par
Jimmy Eng (Eng et al., 1994) mais Proteome Discoverer® utilise une base dite reverse pour calculer
le taux de faux positifs (FDR) et réajuster les seuils des scores de validation. Les résultats suivants

sont établis avec un FDR<1 % ; 1 % des séquences présentées ici sont donc identifiées a tort.
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Identification de I’lHSP90

L’'HSP90 existe sous plusieurs isoformes. Chez le rat (Rattus norvegicus), deux isoformes sont
décrites dans les bases de données protéiques :

e P82995 : I’'HSP90a ou Heat shock 86 kDa(HSP86), nom du gene Hsp90aal, chrom 6
e P34058 : I’'HSP90PB ou Heat shock 84 kDa (HSP84) nom du géne Hsp90ab1, chrom 9

Les deux séquences présentent 85 % d’homologie et sont fortement conservées, elles
possedent plus de 99 % d’homologie avec leurs homologues dans le génome d’autres mammiféres
séquencés (souris, bovin, singe, humain etc...).

L'analyse du spot 123 par LC-trappe ionique a permis d’identifier distinctement les deux
isoformes (Tableau 7). Douze peptides sont communs aux deux protéines, 34 sont spécifiques de
I"THSP90P et 23 sont spécifiques de ’'HSP90a. La présence de ces deux protéines dans un méme spot
est certainement due au fait que les deux isoformes ont a la fois un point isoélectrique presque

identiques (5.01 et 5.03) et une masse moléculaire trés proche (84 815 et 83 281 Da).

Tableau 7. Liste des peptides identifiés dans le spot 123

P34058 - Heat shock protein HSP 90B P82995 - Heat shock protein HSP 90A P34058 & P82995

Séquence Modification Séquence Modification Séquence Modification
IEDVGSDEEDDSGK S6(+80) VVDSEDLPLNISR S4(+80) TLTIVDTGIGMTK M11(+16)
IEDVGSDEEDDSGKDK S6(+80) ESDDKPEIEDVGSDEEEEEKK ~ S13(+80) HNDDEQYAWESSAGGSFTVR
IEDVGSDEEDDSGKDKK S6(+80) HGLEVIYMIEPIDEYCVQQLK  M8(+16); C16(+57) YIDQEELNK

EKEISDDEAEEEK S5(+80) YYTSASGDEMVSLK M10(+16) EDQTEYLEER

LVSSPCCIVTSTYGWTANMER P5(+16); C6(+57); C7(+57); M19(+16) |LVTSPCCIVTSTYGWTANMER C6(+57); C7(+57); M19(+16) |EKYIDQEELNK

HLEINPDHPIVETLR
HSQFIGYPITLYLEK
KHLEINPDHPIVETLR
LGIHEDSTNR
NPDDITQEEYGEFYK
RAPFDLFENK
RAPFDLFENKK
RLSELLR

SIYYITGESK
SLTNDWEDHLAVK
YHTSQSGDEMTSLSEYVSR

LVSSPCCIVTSTYGWTANMER C6(+57); C7(+57); M19(+16) HGLEVIYMIEPIDEYCVQQLK ~ C16(+57) ELHINLIPNKQDR
RGFEVVYMTEPIDEYCVQQLK MB8(+16); C16(+57) CLELFTELAEDKENYK C1(+57) GVVDSEDLPLNISR
GFEVVYMTEPIDEYCVQQLK ~ M7(+16); C15(+57) CLELFTELAEDKENYKK C1(+57) EGLELPEDEEEKKK
VFIMDSCDELIPEYLNFIR M4(+16); C7(+57) LINTFYSNK HFSVEGQLEFR
YHTSQSGDEMTSLSEYVSR ~ M10(+16) NPDDITNEEYGEFYK VILHLKEDQTEYLEER
TKPIWTRNPDDITQEEYGEFYK K2(Acetyl) HLEINPDHSIIETLR YESLTDPSK
AKFENLCK C7(+57) ADLINNLGTIAK YESLTDPSKLDSGK
KCLELFSELAEDKENYK C2(+57) RAPFDLFENR

GFEVVYMTEPIDEYCVQQLK ~ C15(+57) HSQFIGYPITLFVEK

CLELFSELAEDK C1(+57) DQVANSAFVER

CLELFSELAEDKENYK C1(+57) APFDLFENR

CLELFSELAEDKENYKK C1(+57) ELISNSSDALDK

APFDLFENK FYEQFSK

EEEDKEDEEKPK HIYFITGETK

ELISNASDALDK IINTFYSNK

EQVANSAFVER LGIHEDSQNR

FYEAFSK SLINTFYSNK

GEKEEEDKEDEEKPK SLTNDWEEHLAVK
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Alors qu’une seule phosphorylation était identifiée lors de I’écriture de I'article, le retraitement des
données par Proteome Discoverer® 1.4 permet d’identifié 4 phosphorylations sur sérine, une

acétylation sur lysine et une hydroxylation de Proline.

Identification de nouvelles modifications post-traductionnelles.

Des Western blots ont été réalisés avec des anticorps anti-acétyllysine, anti-phosphotyrosine
et anti-phosphosérine pour les conditions 5FC et CT. La détection de I'acétyllysine est positive pour
les 2 spots de I’'HSP90 et aucune phosphotyrosine n’est détectée. Par contre, I'anticorps anti-
phosphosérine détecte spécifiquement le spot 123 induit par la condition 5FC (article, Fig. 3).

Suite a ce premier résultat, une purification sur phase TiO, (GL Science, Japon) a été réalisée
en batch (incubation en Eppendorf de I'hydrolysat dessalé avec de la phase TiO;). Le tampon de
charge et de ringage (0.1 % TFA, 30 % ACN) n’a pas permis d’éliminer les peptides riches en D et E,
seuls peptides identifiés par I’élution 0.5M NH4OH.

Face a cet échec, plusieurs spots 123 provenant de différents gels ont été excisés et réunis,
puis des clivages protéolytiques a la trypsine, a la protéase V8 (GIuC) et la protéinase K ont été
effectués. Les digestions a la protéinase K et GluC ont produit peu de peptides identifiés par
MS/MS, alors que la digestion a la trypsine a permis 'identification de 4 sites de phosphorylation,
un peptide acétylé et un peptide hydroxylé sur une proline (Tableau 7). Ces modifications sont
attribuées sans ambigiité a I'une ou I'autre HSP90 mais une interrogation Blast des séquences
identifiées par MS montre que les sites de phosphorylation, d’acétylation et d’hydroxylation sont

présents sur les deux HSP90 (Tableau 8).

Tableau 8 : Modifications pos-traductionnelles observées sur I’THSP90 par MS et Blast.

Séquence Modification Séquence Modification
(250)IEDVGSDEEDDSGK(263) S255 (phospho) MS |(258)IEDVGSDEEEEEKK(271) S263 (phospho) MS
(222)EKEISDDEAEEEK(234) 5226 (phospho) MS |(227)DKEVSDDEAEEK (238) Blast
(584)LVSSPCCIVTSTYGWTANMER(604) P588 (hydroxyl) MS |(593)LVTSPCCIVTSTYGWTANMER(613) Blast
(285)TKPIWTRNPDDITQEEYGEFYK(306) K286 (Acetyl) MS |(294)TKPIWTRNPDDITNEEYGEFYK(315) Blast
(380)VVDSEDLPLNISR(392) 5383 (phospho) Blast |(389)VVDSEDLPLNISR(401) MS

En rouge les homologies de séquences entre les deux isoformes.

La phosphorylation de la sérine en position 255 de I"HSP90B est caractérisée par
I'identification du peptide trypsique phosphorylé avec 0, 1 et 2 miscleavages, soit les séquences
respectives IEDVGSDEEDDSGK, IEDVGSDEEDDSGKDK, IEDVGSDEEDDSGKDKK (Fig. 29). Pour les 3

peptides, la perte du phosphate produit un ion intense [M +2H - H3PO4]*" et dans le cas du peptide
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IEDVGSDEEDDSGKDKK, la perte de neutre produit un pic majoritaire qui masque les ions de
séquence. Malgré cette situation défavorable, le spectre MS/MS permet tout de méme
I'identification du peptide dans la base de données compléte (27251 séquences). La présence de
miscleavages est rarement observée. Ici, cinq des six peptides qui contiennent les modifications
post traductionnelles ont des lysines internes. Cette digestion partielle est fortuite, elle est la
conséquence de regroupement de plusieurs spots 2D dans un méme tube. La digestion trypsique a
été réalisée sur des volumes de gel plus importants que la normale, sans augmenter suffisamment
la quantité de trypsine.
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Figure 29 : spectres MS/MS annotés des peptides portant S,s; phosphorylée. De haut en bas, IEDVGSDEEDDSGK,
IEDVGSDEEDDSGKDK, IEDVGSDEEDDSGKDKK.
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Le chromatogramme du pic de base (BP pour Base Peak) pour un hydrolysat trypsique du spot 123
est présenté sur la Figure 30 et les chromatogrammes correspondant aux trois peptides
phosphorylés sont présentés en dessous. Ces ions n’apparaissent pas dans le tracé BP, I'intensité
des ions phosphopeptides étant trop faible. lls apparaissent par contre clairement lorsque le signal
correspondant a leur m/z est extrait. On peut constater qu’ils sont élués en début de gradient et

que I'addition de lysine (K) et I’addition d’acide aspartique (D) diminue la rétention du peptide.
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Figure 30. LC-MS de I'hydrolysat trypsique de I’'HSP90 phosphorylée, spot 123. De haut en bas : chromatogrammes du
pic de base, de I'ion m/z = 973.7 (IEDVGSDEEDDSGKDKK), de I'ion m/z = 909.5 (IEDVGSDEEDDSGKDK), de I'ion m/z =
787.6 (IEDVGSDEEDDSGK).

L'hydrolyse partielle du spot a également permis d’identifier une acétylation en position 2 sur le
peptide TKPIWTRNPDDITQEEYGEFYK. Le spectre MS/MS correspondant est présenté Figure 31, il
montre une série d’ions y majoritaires qui est complete de l'ion y, a l'ion y;3 et qui permet un
séquencage de novo. Ce peptide n’avait pas été identifié lors de la publication de I'article malgré la
qualité de sa fragmentation. Sa valeur de Xcorr (valeur de corrélation entre les spectres théoriques
et expérimentaux) est égale a 2.94 dans I'article alors que le seuil de sélection avait été fixé a 3.3. Il
a donc été automatiquement exclu de la liste de peptides identifiés. Lors du retraitement des
données, la valeurs de XCorr pour les ions tri-chargés a été ajustée automatiquement a une valeur

inférieure a 2.9 pour permettre un FDR < 1 % ; le peptide acétylé a donc été sélectionné.
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Figure 31. Spectre MS/MS du peptide acétylé en position 286. m/z = 924.6, z=3. La séquence identifiée
(TK*PIWTRNPDDITQEEYGEFYK). Parameétres de validation Sequest : XCorr = 2.94, rank =1.

2.4 Discussion

Les années passées entre la publication de I'article et le retraitement des données avec de
nouveaux outils logiciels ont mis a jour un certain nombre de données supplémentaires par rapport
a I'article publié dans Molecular Cancer Therapeutics. L'HSP90 identifiée dans le spot 123 induits
par le traitement 5FC avait pour seule modification la phosphorylation S255. Le retraitement des
données a permis d’identifier la présence concomitante de I'HSP90a. Cette observation modifie
sensiblement la conclusion de I'article puisque la variation induite par le traitement 5FC est du type
« on/off » non seulement pour I"HSP90B mais aussi pour I'HSP90a. Par ailleurs, de nouvelles
modifications pos-traductionnelles ont été identifiées (2 phosphorylations sur S;ys et Ssgs, une
hydroxylation sur Psgg et une acétylation sur Kyge) (Tableau 8). L'acétylation avait été caractérisée
par Western Blot dans les deux spots 122 (pl = 5.5) et 123 (pl = 5.1) ; elle n’explique donc pas le
déplacement du spot de pl 5.5 a pl 5.1. Par contre, I'analyse par Western blot avait également
permis d’identifier une phosphorylation spécifique du spot 123 et la sérine 255 de I'HSP90 B avait
été identifiée comme phosphorylée. Ici, le retraitement des données a permis d’identifier deux
autres sérines phosphorylées en position 226 et 383.

Sachant que (1) le spot 122 contient 'HSP90a et I'HSP90pB, (2) ce spot disparait entierement
au profit du spot 123 lors du traitement 5FC, (3) le spot 123 contient ’'HSP90a et I'HP90pB, Il est
probable que les modifications post-traductionnelles responsables du changement de point
isoélectrique concernent a la fois I'HSP90a et I'HSP90B bien que le logiciel d’identification
n’attribue les peptides phosphorylés qu’a une seule des HSPs. La recherche de séquences
homologues par BLAST montre que les sites de phosphorylations sont présents sur les deux HSPs

(Tab. 8), il y a donc bien une phosphorylation des deux HSPs. Cette observation pointe du doigt le
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probleme des identifications basées sur I'approche Bottom-up ; les protéines sont identifiées a
partir de peptides ne couvrant pas la totalité de la séquence protéique et lidentification de
peptides spécifiques d’une isoforme ne permet de conclure qu’a la seule présence de I'isoforme en
guestion. Dans le cas présent, les données d’électrophorése et de spectrométrie de masse
permettent de conclure, contrairement a ce que suggere le logiciel d’identification, que les sérines
phosphorylées sont présentes a la fois sur ’'THSP90a et 'THSP90p.

Paradoxalement, le retraitement récent des données diminue la couverture de séquences de
I"HSP9O0. L'article présentait 71 % de couverture, il n’y a plus maintenant que 50 % de la séquence
identifiée. Cette différence provient assurément de la gestion des faux positifs qui sont maintenant
ajustés a moins de 1 % alors que leur détermination n’était pas réalisée auparavant. Les seuils
appliquées précédemment étaient fonction d’un score (Xcorr, sp) dont le calcul est sensible au
nombre de charges z. Les seuils de Xcorr fixés pour les différentes valeurs de z étaient fonction de
I’évaluation manuelle a posteriori des spectres MS/MS et de leur corrélation avec les fragments
théoriques. Cette évaluation visuelle de l'identification reposait sur deux critéres principaux ; (i)
I’affectation des ions les plus intenses du spectre expérimental a des ions théoriques, (ii) la
présence de petites séries d’ions dans le spectre expérimentale. L'utilisation d’un FDR fixé a 1 % et
la diminution du nombre de peptides identifiés qui en résulte montre que I'évaluation manuelle a
abouti a une sélection erronée de peptide. Paradoxalement, de nouveaux peptides sont identifiés, a
I'image du peptide IEDVGSDEEDDSGKDK dont le spectre MS/MS ne permettrait pas une validation
manuelle (Fig. 29).

L'électrophorése bidimensionnelle est aujourd’hui d’une utilisation de moins en moins
fréquente et I'analyse quantitative des hydrolysats est devenue la technique de référence. On peut
cependant se demander quel résultats auraient produit une analyse quantitative par LC-MS?
L'étude quantitative des peptides totaux n’aurait pas permis de mettre en évidence I’"HSP9O0,
puisque sa quantité totale ne varie pas. Par contre, ’analyse des peptides apres enrichissement des
peptides phosphorylés aurait permis d’identifier la phosphorylation de 'HSP90 sans pour autant
identifier les autres protéines non modifiées et discutées dans l'article. Il apparait donc important
d’analyser dans le cadre d'une approche phosphoprotéomique par LC-MS a la fois les

phosphopeptides et les peptides totaux.
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CHAPITRE 3 :

Etude Comparative des chromatographies d’affinité IMAC et MOAC
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3.1 Introduction

Le chapitre précédent a montré qu’une protéine, I'HSP90, avait un niveau d’expression
constant mais que sa phosphorylation était caractéristique du traitement appliqué. Comme l'illustre
cet exemple, la plupart des activités cellulaires telles que le métabolisme, le cycle cellulaire,
mobilité cellulaire, etc. ne peuvent étre caractérisées a partir de l'identification des seules
protéines sans prendre en compte les modifications post-traductionnelles qui activent, inhibent ou
modulent I'activité des protéines. A ce titre, la phosphorylation prend une place particuliere dans le
monde des modifications post-traductionnelles, car elle correspond au systeme de régulation le
plus étudié a ce jour.

D’un point de vue biochimique, I'identification des phosphoprotéines et la caractérisation des
sites de phosphorylation sont confrontés a la difficulté de purifier une fraction minoritaire et
hétérogene, les phosphopeptides, dans un mélange complexe de peptides tout aussi hétérogénes
en termes de pl, de masse ou d’hydrophobie. Les phosphopeptides sont des peptides rares, a la fois
du point de vue quantitatif (faible abondance relative) et qualitatif (ils représentent un faible
pourcentage de la composition d’une protéine). L'analyse de I'ensemble des phosphopeptides
nécessite donc I'emploi d’'une technique de purification qui a été envisagée a l'aide de deux
méthodes. La premiere méthode consiste a utiliser la réactivité du groupement phosphate pour
réaliser une chimie de couplage et/ou de marquage. Cette solution n’est pas ou peu employée a ce
jour pour l'analyse phosphoprotéomique. La deuxieme méthode consiste a utiliser des phases de
chromatographie plus ou moins sélectives pour enrichir la fraction phosphorylée. Deux techniques
chromatographiques spécifiques sont utilisées actuellement: la chromatographie d’affinité sur
métal chélaté (Immobilized Metal Affinity Chromatography, IMAC) et plus récemment la
chromatographie sur oxyde de métal (Metal Oxide Affinity Chromatography, MOAC). Ce chapitre
présente une comparaison des deux techniques dans le but d’identifier I'approche la plus favorable

pour purifier de maniére reproductible des phosphopeptides provenant d’extraits de foie.

3 Choix méthodologiques

3.2.1 Chromatographie en colonne

Les supports d’affinité sont souvent utilisés en batch. Dans ce cas, les échantillons sont

incubés dans des tubes (Eppendorf) avec la phase solide et une centrifugation permet de récupérer
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le surnageant. Cette méthode est simple a mettre en ceuvre, mais présente des inconvénients qui
peuvent nuire a la reproductibilité des expériences. Lorsque de nombreux échantillons sont traités
en méme temps, il est difficile de maintenir constant les temps d’incubation avec la phase solide et
les temps de rincage, et des différences importantes peuvent apparaitre entre le premier et le
dernier échantillon. L’élimination lors de lavages ou la récupération finale des surnageants est
également délicate, puisque de la phase solide peut étre emportée accidentellement a ces étapes.
Enfin, les volumes de phase stationnaire peuvent également varier entre les échantillons dans la
mesure ou cette derniere sédimente trés rapidement. Une solution qui permet de pallier ces
problemes est ['utilisation d’un systeme HPLC pour controler précisément les volumes
d’échantillons injectés ainsi que les débits et les conditions de ringcage et d’élution. Cette solution a
été choisie et mise en ceuvre pour deux phases solides ; POROS 20MC (Applied Biosystems) saturée

en Fe** (POROS- Fe*') et TiO, (GL Science).

3.2.2 Choix des échantillons

Certains articles présentent des protocoles de purification de phosphopeptides avec une mise
au point des conditions chromatographiques sur un hydrolysat de phosphoprotéines purifiées,
caséines et ovalbumine notamment (Aryal et al., 2008; Aryal and Ross, 2009; Guzel et al., 2013;
Kuroda et al., 2004; Xue et al., 2009). Dans le cadre de I’étude de I’'HSP90, une vérification avait été
réalisée de cette maniére en utilisant de la phase TiO, et un hydrolysat trypsique de caséines.
Malgré des résultats de purification satisfaisant pour les caséines, la mise en ceuvre du protocole
pour I’'HSP90 phosphorylée a été un échec, la chromatographie MOAC ne permettant la purification
et I'identification que des peptides riches en D et E.

Ce résultat préliminaire est un exemple de l'utilisation d’'un modele trop simple qui n’est pas
représentatif de I’échantillon réel. Afin de limiter ce biais, la mise au point a été réalisée avec un
hydrolysat trypsique de caséines diluée au 1/10 dans un hydrolysat d’albumine. Les caséines sont
des protéines du lait hautement phosphorylées ; elles sont diluées dans une matrice de peptides
d’albumine afin de rendre I’échantillon plus complexe et un peu plus conforme a la réalité. Cette
méthode a été utilisée avec succés dans plusieurs articles de références (Larsen et al.,, 2005;
Thingholm et al., 2008). Dans notre cas, la validation a été complétée avec un échantillon

biologique, un extrait de protéines de foie de souris. Les quantités de foie frais (100 mg) utilisées
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pour la mise au point ont été choisies pour correspondre aux quantités attendues a partir de

biopsies hépatiques humaines.

3.2.3 Préparation des hydrolysats trypsiques

Extrait protéique de lait. Le lait de vache contient 3.5 g/I de protéines dont 80 % correspond
aux caséines (les caséines as;y, as;, B sont phosphorylées) (Alais and Linden, 1987). Une préparation
acétique 1M. Le surnageant qui correspond au lactosérum est éliminé et le culot rincé 3 fois par de
I’acide acétique 50 mM, puis 3 fois par un mélange 90 % éthanol/10 % d’eau afin de permettre un
séchage rapide au SpeedVac (Thermo Scientific). Le culot obtenu (3g) est d’apparence blanc pale et
correspond bien a la quantité de caséines attendue a partir de 100 mL de lait.

Extrait protéique de foie. Le foie d’une souris a été prélevé entier, divisé en morceaux
d’environ 100 mg, puis congelé dans I'azote liquide et conservé a -20°C. L’extrait est préparé en
broyant a l'aide d’un piston plastique 100 mg de tissu dans un tube de 1.5 mL (Eppendorf) apres
I’ajout de 0.5 mL de tampon de lyse contenant 0.1 M TEAB pH 9.3, 0.15 M NaCl, 0.1 % SDS, 5 mM
NaF, 2 mM Na3VO, et 10 mM DTT. Aprés 10 min a 100°C, I’échantillon est refroidi dans la glace puis
traité pendant 45 min a température ambiante par de l'iodoacétamide (concentration finale
50mM). Aprés dilution au demi dans 0.1 M TEAB, |'extrait est soumis a une protéolyse par la
trypsine.

Protéolyse par la trypsine. La trypsinolyse est réalisée avec une solution stock de trypsine
TPCK (Sigma-Aldrich) a 10 mg/mL dans HCl 2mM. La protéolyse est menée a 37°C avec un rapport
enzyme/substrat de 1/100 (poids/poids). Pour les protéines purifiées, le ratio est ajusté en fonction
de la pesée de la protéine. Pour le foie, le ratio est estimé en considérant 10 % de protéines dans
I'extrait frais de foie. Aprés 1h d’incubation, la méme quantité de trypsine est rajoutée. La
protéolyse est réalisée dans un Thermomixer (Eppendorf) pendant 10 h sous agitation pulsée ; les
échantillons sont ensuite refroidis, puis la digestion est stoppée par ajout de TFA (concentration
finale 1 %).

Dessalage des échantillons. Le dessalage des échantillons est réalisé au moyen d’une phase
Sep Pak tC18 (Waters) transférée dans une colonne HPLC (5 mm x 4.5 cm). La colonne est montée
sur un systeme HPLC (PF2D, Beckman Coulter) muni d’'une boucle d’injection de 500 uL et d’un

détecteur UV (280nm). A un débit de 0.9 mL/min, les peptides sont retenus en téte de colonne a
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0.5 % d’éluant B puis élués a 60 % de B, la colonne étant régénérée par 90 % de B (A : 0.1 % acide
formique, B: 100 % acétonitrile). La fraction éluée a 60 % B est séchée au Speedvac (Thermo
Scientific). Pour les échantillons le permettant, les tubes de collecte sont préalablement tarés afin

de permettre une pesée de |’extrait sec.

3.2.4 Chromatographie d’affinité en colonne

Les échantillons secs aprés dessalage sont mis en solution (10 mg/mL) dans le tampon de
charge puis injectés (500 uL) par le systeme PF2D sur la colonne d’affinité. Une seule voie de 'HPLC
est utilisée pour rincer la colonne a un débit constant pendant 20 min aprés chaque injection. Les
fractions non retenues (FT) et les fractions éluées sont collectées automatiquement, les tubes
servant a la collecte de la fraction éluée étant préalablement garnis par 25 uL d’acide formique pur
afin de neutraliser le tampon d’élution (0.7M NH4OH). Deux phases ont été testées : POROS 20 MC
(Applied Biosystems) et TiO, (GL Science).

HPLC avec colonne POROS-Fe**. Une colonne (4.6 mm x 4 cm) a été remplie de phase POROS
20 MC (suspension dans I'acétonitrile pur) et utilisée dans les conditions suivantes : débit de 0.5
mL/min en tampon A (50 mM acide acétique, 20 % ACN). Le passeur d’échantillons permet
d’injecter I"échantillon (400 uL) ainsi que les solutions nécessaires aux différentes étapes de la
chromatographie IMAC : activation par I’éluant A contenant 100 mM FeCls, rincage par 0.5 M NacCl
en Tampon A, élution par 0.7 M NH;0H, régénération par un mélange EDTA 0.1 M, NaCl 0.5M et
NH4OH 0.7 M. Entre les utilisations, la colonne est stockée en 50 % ACN.

HPLC avec colonne TiO,. Une colonne (2 mm x 5 cm) a été remplie de phase TiO, (suspension
dans 100 % ACN) et utilisée dans les conditions suivantes : débit de 0.2 mL/min en tampon A (50
mM acide acétique, 20 % ACN) ou en tampon B (50 mM TFA en 20 % ACN). L’élution de la fraction

retenue est réalisée dans les mémes conditions que pour la colonne POROS-Fe?* par NH;OH 0.7 M.

3.2.5 Analyse LC-MS/MS

Analyses Q-TOF. L'ensemble des analyses de mélanges simples (caséines-albumines) a été
produite avec un systéeme ESI-Q-TOF premier (Waters) couplé a une HPLC CaplLC (Waters). La
séparation des peptides a été réalisée avec une colonne capillaire silice (250 um x 15 cm) remplie
de phase C18 Stability 5um (C.I.L.). Les peptides sont élués par un gradient de 0 a 30 % B en 30 min

(Tampon A : 20mM ac. formique, 2 mM TFA, tampon B : 100 % acétonitrile). Pour l'identification
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des peptides, le mode MS Survey a été utilisé (1 MS suivi de 3 MS/MS des 3 ions les plus intenses
du spectre MS). Pour la quantification, Les données ont été produites avec le mode MS Scan (1
acquisition MS/sec).

Analyse LTQ-Orbitrap. L'analyse des extraits peptidiques de foie a été réalisée avec un
systeme LTQ Orbitrap XL couplé a une HPLC nano (Thermo Scientific). Les échantillons (10pul) sont
chargés dans un premier temps sur une cartouche de préconcentration (PepMap C18, 300 um x 0.5
cm). La cartouche est ensuite reliée par un systeme de vannes a la colonne analytique (PepMap
C18, 75 um x 15 cm). Les peptides sont élués par un gradient d’acétonitrile de 5 a 40 % B en 105
min. (A : 0.1 % ac. formique en eau, B : 100 % ACN, 0.1 % ac. formique). L’acquisition met en ceuvre
une méthode « TOP10 » qui consiste en 1 MS suivie de 10 MS/MS des 10 ions les plus intenses du

spectre MS).

3.3 Résultats

Ce travail a fait l'objet d’une publication (Comparison of IMAC and MOAC for
phosphopeptides enrichment by column chromatography, J Chomatogr B 891-892, 2012, 109-112)
présentée plus loin.

Dans un premier temps, I'étude a été réalisée avec un hydrolysat trypsique de caséines dilué
a 10 % (poids/poids) dans un hydrolysat d’albumine. Deux acides différents ont été utilisés dans le
tampon de charge : soit I'acide acétique (pKa = 4.73), soit le TFA (pKa = 0.3). Quel que soit I'acide
utilisé, les deux phases permettent de purifier efficacement les phosphopeptides de caséines, mais
des contaminants (peptides non phosphorylés d’albumine) sont également présents dans la
fraction purifiée, notamment le peptide DAIPENLPPLTADFAEDK (m/z = 978.49, Fig. 1 de I’article) en
fonction de I'acide utilisé dans le tampon de charge. Le TFA permet de réduire significativement la
contamination du peptide DAIPENLPPLTADFAEDK dans les fractions éluées des colonnes POROS-
Fe*" et TiO,. Cependant pour la colonne POROS-Fe**, le TFA 0.1 M diminue de moitié les quantités
de phosphopeptides retenus par rapport a I'acide acétique 0.1 M (Fig. 1 de I'article).

Dans un deuxiéme temps, le méme protocole a été appliqué avec un extrait de foie de souris. Les
contaminants, essentiellement des peptides riches en D et E, correspondent a I'essentiel des
peptides purifiés par les phases POROS-Fe** et TiO, lorsque I'acide acétique 0.1M est utilisé. La
situation est inversée lorsque l'acide acétique est remplacé par le TFA; les phosphopeptides

correspondent alors a la majorité des peptides identifiés (Fig. 2 de I’article).
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Constatant que le nombre de peptides identifiés (peptides phosphorylés et non phosphorylés)
diminuait dramatiquement lorsque la chromatographie IMAC était réalisée avec 0.1M TFA dans le
tampon de charge, la fraction non retenue lors du chargement de I'échantillon sur la colonne
d’affinité a été réinjectée sur la colonne d’affinité. Alors que peu de phosphopeptides ont été
détectés au deuxieme passage de l'extrait sur la colonne TiO,, un nombre important de
phosphopeptides a été identifié au deuxieme passage sur colonne IMAC. La colonne IMAC ne fixe
donc que partiellement les phosphopeptides lorsque le tampon de charge contient 0.1M TFA.

Finalement, le couplage d’un spectrophotometre en sortie de colonne IMAC a permis de
montrer que le fer était élué de la colonne IMAC lorsque le TFA était utilisé dans le tampon de
charge. Par ailleurs, I'utilisation répétée de la colonne IMAC entraine la formation d’oxyde de fer au
court du temps. A cause de I’évolution du support, les caractéristiques chromatographiques des

phases IMAC en colonne ne peuvent donc pas étre garanties.
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dted phosphopeptide enrichment prior to MS analysis by means of Immobilized Metal Affin.
ity Chromatography (IMAC) and Metal Oxide Affinity Chromatography (MOAC) has been probed with
packed columns. We compared POROS-Fe'* and TIO, (respectively IMAC and MOAC media), using a sim-
ple mixture of peptides from casein-albumin and 3 complex mixture of peptides isolated from mouse
Tiver. With theses samples, selectivity of POROS-Fe'* and TIO; were pH dependant. In the case of liver
extract, selectivity increased from 12-18% to 58-60% when loading buffer contained 0.1 M acetic acid
or 0.1 M trifluoroacetic acid, respectivety. However, with POROS-Fe'* column, the number of identifica-
tions decreased from 356 phosphopeptides with 0,1 M acetic acid to 119 phosphopeptides with 0.1 M

Keywords:
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:}?‘MM TFA. This decrease of binding capacity of POROS-Fe* was associated with strong Fe* Jeaching. Further-
more, repetitive use of IMAC-Fe?* with the 0.5M NH,0H solution required for phosphopeptide elution
induced Fe;0, accumulation in the column, By comparison, MOAC columns packed with TiO, support
do not present any probiem of stability in the same conditions and provide a reliable solution for packed
column phosphopeptide enrichment.

© 2012 Elsevier BV, All rights reserved,
1. Introduction chromatography with combinations such as SAX-MOAC |7), SCX-

Protein phosphorylation has been extensively studied since the
1990s and the development of tandem mass spectrometry and
affinity media for phosphopeptide enrichment provided effective
tools to investigate phosphoproteomes. IMAC was the first widely
used affinity medium for phosphopeptide enrichment [1,2]. Later,
MOAC chromatography |3.4), essentially with TiD, as support,
appeared as an interesting alternative and the sequential use of the
two methods was proposed to increase the panel of purified phos-
phopeptides |5,6]. Logically, solutions offered by two-dimensional

Ablvevistions: AN, acetic acid; ACN, acetonitnde; IAA, indoacetamude; DTT,
dithiothreitol: IMAC, immobilized metal ion affinity chromatography; LC-MS/MS,
lquid chromatography tandem mass spectrometry; MOAC, Metal Oxide Affinity
h R et : Tk

graphy y ydrogen carts . TFA. trifluo-
roacetic acid.
* Corresporxling author. Tel: #33 557 57 5623.
E-mail address: Lnegronidcbenn.u-bordk fr (L Negroni)

1570-0232)$ - see front macter © 2012 Elsevier B.Y. All rights reserved.
doi: 10.1016/) jchromb,2012.02 028

IMAC [8], IMAC-HILIC [9], or IMAC-IMAC [10) tend to be preferred
for the identification of phosphopeptides from complex peptide
mixtures. However, screening experiments aimed at biomarker
discovery require the analysis of large sample sets and are not
compatible with the multiplication of fractions induced by multidi-
mensional chromatography. Therefore, a single step purification of
phosphopeptides still remains a hot topic in phosphoproteomics,
From another point of view, repeatability and reproducibility are
not the strongest points of phosphopeptide enrichment methods
that employed supports packed in pipette-tips or in-vial batch pro-
cesses. The aim of this work was to develop a method with affinity
supports packed in columns and using an HPLC system for process
automation and column regeneration. Phosphopeptide enrichment
with IMAC and MOAC was tested in this configuration, The method
was first evaluated with a tryptic hydrolysate of a bovine casein
and albumin mixture, The results obtained with this simple mix-
ture were then validated by the analysis of a complex sample (i.e.
a mouse liver extract). Superior results were obtained with MOAC
operated at very iow pH, and these tests highlighted a specific issue
of IMAC column chromatography,

-99 -



110 L. Negroni et al. / J. Chromatogr. B 891-892 (2012) 109-112

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Acetonitrile (ACN), trifluoroacetic acid (TFA), acetic acid (AA),
dithiothreitol (DTT), iodoacetamide (IAA), triethylammonium
hydrogen carbonate (TEAB), sodium orthovanadate (Na3VOy),
sodium fluoride, bovine serum albumin, bovine casein, Glu 1-
fibrinopeptide B and TPCK treated trypsin were obtained from
Sigma (France). 15.0 Mohms cm water was produced by a Pure Lab
Option system (Veolia, France).

2.2. Sample preparation

Liver tissues was processed as previously described [8], with
some modification. Briefly 100 mg liver from BALB/c adult mice
were homogenized with a piston pellet (Eppendorf, France) in
0.5 ml of buffer containing 0.1 M TEAB pH 9.3, 0.15M NaCl, 0.1%
SDS, 5mM NaF, 2 mM Na3VO4 and 10 mM DTT. The sample was
heated 10 min at 100°C then cooled, and 50 mM IAA was added
for 45 min at RT. Soluble proteins (10 mg/100 mg crude extract)
were quantified by Bradford assay and digested by trypsin at 37°C
for 18 h (1:100 as E:S ratio). The solution was acidified with TFA
and tryptic peptides were purified with a C18 cartridge (washing
buffer: 0.1% TFA, elution buffer 60% ACN) then dried with a vacuum
centrifuge (Speed Vac, Thermo Scientific, France). Ten mg of dried
extract were obtained from 100 mg tissue. Casein mixed with albu-
minina 1:10 (w/w)ratio was digested with trypsin, like liver tissue,
but with two minor modifications; 0.1% SDS was replaced with2 M
urea and the DTT reduction step was carried out for 1h at room
temperature.

2.3. Chromatographic supports

The IMAC support (POROS 20 MC, Applied Biosystems, France)
and the MOAC support (TiOz, 10 um, GL Science, Japan) were
packed in a 2mm x 5cm column and mounted in a HPLC sys-
tem (Beckman Coulter, France) with a 500l sample loop, a
column oven set at 35°C and UV detector set at 280 nm. Sam-
ple (1 mg/ml, 400 p.l), elution buffer (400 1) and IMAC buffers
(400 p.1) were injected with the sample loop. Three different load-
ing buffers were tested with POROS 20 MC and TiO,, namely
buffer A: 0.1 M acetic acid, buffer B: 0.1 M TFA and buffer C: 0.7 M
(5%) TFA. Elution buffer was 0.5M NH40H. All buffers were pre-
pared in 20% aqueous ACN. Columns were flushed at 0.2 ml/min
for 15min with 10mM acetic acid between each runs. IMAC was
activated with FeCl; and regenerated with EDTA as previously
described [11].

2.4. LC-MS/MS and data processing

The collected fractions from casein-albumin tryptic digest were
analyzed with a capLC system coupled with a Q-ToF Premier
(Waters, France). Peptides were eluted from a 300 um C18 column
with a 0.1-30% ACN gradient for 30 min. Glu 1-fibrinopeptide B
was added as internal control. Full MS scans were acquired from
350 to 1700 m/z and quantification was carried out with QuanLynx
(Waters).

The eluted fractions from liver digests were analyzed with a
nanoLC system (Dionex, France) coupled with a LTQ Orbitrap XL
(Thermo Scientific). A 75 pm C18 analytical column was used with
a300 p.m x 0.5 mm preconcentration cartridge (both from Dionex).
A gradient of 5-40% ACN was applied for 105 min. Acquisition was
a “TOP 10" method (an Orbitrap MS survey scan followed by ion
trap MS/MS scans of the 10 most intense precursor ions). Data pro-
cessing and peptide identifications were performed with Proteome

Discoverer 1.2 (Thermo Scientific); the different thresholds were
set to obtain a False Discovery Rate (FDR)<1%. Excel (Microsoft)
was used to remove the redundant peptides and to count the phos-
phorylated peptides.

3. Results

3.1. Comparison of media and loading buffers with the
casein-albumin mixture

The purification methods were evaluated with tryptic pep-
tides from the 1/10 casein-albumin mixture for each column and
condition. Three loading buffers were used for POROS-Fe3* and
TiO; chromatography: 0.1 M acetic acid (pK,: 4.76), 0.1 M triflu-
oroacetic acid (pK,: 0.3) and 0.7 M trifluoroacetic acid. Indeed, the
use of 0.1 M acid concentration was mainly reported for IMAC,
while TiO; has been used with higher concentrations of TFA,
up to 0.7M, in order to decrease non-specific binding [12]. The
eluted fractions were analyzed by LC-MS and a recovery yield was
determined for the peptides corresponding to three major ions
(see Fig. 1). Two of them are monophosphorylated (VPQLEIVP-
NpSAEER, m/z=830.88 and FQpSEEQQQTEDELQDK, m/z=1031.89
from alpha-s1- and beta-casein, respectively) and one is a con-
taminant peptide from serum albumin (DAIPENLPPLTADFAEDK,
m/z=978.46). With a TiO; column, the decrease of pH has no effect
on phosphopeptide recovery but decreases the binding of the con-
taminant peptides. With POROS-Fe3* the decrease of pH lowers the
recovery of phosphopeptides too.

3.2. Comparison of media and loading buffers with liver sample

We confirmed the results obtained with peptides from the
casein-albumin mixture with a more complex mixture of peptides
from mouse liver. A diagram showing the numbers of identified
phosphopeptides and non-phosphorylated peptides for the dif-
ferent methods is presented in Fig. 2. It appears clearly that the
use of trifluoroacetic acid as loading buffer increased from 18
to 60% and from 12 to 58% the enrichment specificity of IMAC
and MOAC, respectively. However, trifluoroacetic acid dramati-
cally decreased the number of identified phosphopeptides purified
with the IMAC POROS-Fe3* column, from 356 to 119 phosphopep-
tides. For this reason, we verified the content of the flow-through
fraction by reloading it on the column (i.e. a second pass of the
depleted sample). Whatever the affinity support and the buffer,
the number of non-phosphorylated peptides was similar in the
first and the second pass. However, phosphorylated peptides were
mainly obtained in the first pass, excepted with POROS-Fe3*/TFA
for which 119 and 107 phosphopeptides were identified in pass
1 and 2, respectively. This clearly pointed out a problem of low
binding capacity of POROS-Fe3* IMAC with 0.1 M TFA loading
buffer.

3.3. Leaching of Fe3* from IMAC support and rust formation

Upon replacement of 0.1 M acetic acid loading solvent by 0.1 M
TFA for the POROS-Fe3* column, the number of identified peptides
strongly decreased. Moreover, we identified 50% phosphopeptides
in the flow-through. Therefore, we checked a potential Fe3* release
from the IMAC support by monitoring UV absorbance (see Fig. 3).
When no FeCl; was used to activate the POROS IMAC support, the
flow through produced almost no signal. On the contrary, after acti-
vation of POROS with FeCls, a peak corresponding to Fe3* leaching
was produced by the injection of the loading solvents. This peak was
moderate with 0.1 M acetic acid (pH 2.9), but saturated the detec-
tor when 0.1 M TFA (pH 1.3) was used as loading solvent. When
the column was unpacked after 10 separations, we also observed
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Fig. 1. Enrichment of casein phosphopeptides with POROS-Fe** and TiO, columns. Panel A: base peak chromatogram of casein-albumin sample before enrichment (a) and
after enrichment (b) on TiO; column (peaks are labeled with m/z values, ion at m/z =785.84 corresponds to spiked Glu 1-fibrinopeptide B). Panel B: recovery yield of peptides
after TiO, and POROS-Fe3* enrichment. Peptide VPQLEIVPNpSAEER (m/z =830.88, white bar), FQpSEEQQQTEDELQDK (m/z = 1031.89, striped bar) are phosphopeptides from
alpha-sl-casein and beta-casein, respectively. Peptide DAIPENLPPLTADFAEDK (m/z=978.49, black bar) is a non-phosphorylated peptide (i.e. a contaminant) from serum
albumin. AA and TFA correspond to acetic acid and trifluoroacetic acid used in the loading buffer.

that the POROS support had taken an orange-brown color (see
Supplementary Material). An extensive EDTA treatment did not
wash the color away, because Fe3* had formed a precipitate. This
corresponds to rust formation: the elution buffer (0.5 M NH,OH) led
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Fig. 2. Number of peptides identified after POROS-Fe** and TiO; purification. (A)
Phosphopeptides (striped bar) and unphosphorylated peptides (open bar) are pre-
sented for two loading buffers: acetic acid (AA) and trifluoroacetic acid (TFA).
Numbers 1 and 2 correspond to the first and the second pass of the sample onto
column.

to the formation of Fe(OH); which spontaneously formed a brown
precipitate of Fe;03-3H,0.

4. Discussion

IMAC-LC and mass spectrometry for phosphopeptides anal-
ysis was first reported by Watts et al. [2]. These authors used
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Fig. 3. (A) UV trace (280 nm) for POROS-Fe** after injection of 0.1 M acetic acid (AA;
solid line) and 0.1 M trifluoroacetic acid (TFA; dashed line).
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chelating-Sepharose with Fe3* and 0.1 M acetic acid as loading
buffer. It quickly appeared that contamination with peptides con-
taining aspartic and glutamic acids was a major weakness of IMAC
when it was applied to the purification of phosphopeptides from
complex mixtures. Methyl esterification of carboxyl groups has
been used to decrease the binding of mono-acidic peptides on
IMAC supports [13], but side products (amine esterification) and
incomplete esterification are known to increase the complexity of
phosphopeptide fractions [14,15]. An alternative consists in low-
ering the pH of the loading buffer below 3, where D and E are
mostly protonated (pKa: 3.65 and 4.25 respectively) while phos-
phorylated residues still bear a charge and are able to bind to the
IMAC-Fe3* support [16]. However, the high selectivity obtained
with a loading buffer at low pH also correlates with a low recovery
of phosphopeptides [17,18]. The observation of Fe** leaching pro-
vides an explanation for the balance between IMAC selectivity (low
pH) and recovery of phosphopeptides. Indeed, the use of a lower
pH increases the salting-out of iron during the loading step of sam-
ple onto the column (see Fig. 3). This phenomenon then induces
a decrease of phosphopeptide recovery (see Fig. 1), and concomi-
tant occurrence of phosphopeptides in the flow-through fraction
(see Fig. 2). Furthermore, we point out an important drawback of
the use of Fe** IMAC enrichment of phosphopeptides by means of
a packed, re-usable column: upon reaction with aqueous ammo-
nia, Fe3* precipitates during the elution step of phosphopeptides
and accumulates in the column. If re-used, a column packed with
IMAC-Fe3* support may contain an unknown amount of Fe?* and
Fe;03, and such a “rusty IMAC" support, featuring a mixed IMAC
and MOAC mode, may lead to irreproducible binding of phospho-
peptides. To our knowledge, this effect has not been described in
previous publications, including those involving an online IMAC-
Fe?* system [15,18-20]. Thus, it is highly recommendable to use
only disposable IMAC columns and to avoid storing Fe3* activated
IMAC over a long period. By comparison, MOAC performed with
TiO; packed columns does not present this drawback, since these
columns may be used for tens of runs without loss of affinity
even with very acidic loading solvents such as 0.7 M trifluoroacetic
acid.

3.3.2 Résultats complémentaires

Stabilité des colonnes IMAC
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Suite aux résultats obtenus avec la phase POROS 20 MC, une autre phase IMAC a été testée :

le gel d’affinité PHOS-Select (Sigma). Les deux phases sont sensiblement différentes. En effet, la

phase POROS 20 MC est constituée de particules de polystyréne - divinylbenzéne qui chélatent les

ions métalliques par I'intermédiaire d’'un groupement imidoacétate, alors que la phase PHOS-Select

est un gel d’agarose qui possede un groupement nitriloacétate capable d’interagir avec le métal par

une fonction carboxylique supplémentaire.

La Figure 32 présente

les chromatogrammes

correspondant a l'injection de différents acides (acide acétique, acide formique, TFA) aprés

activation des deux types de phases par FeCls. Quelle que soit la phase utilisée, un pic est observé

apres injection d’une solution d’acide 0.1M. Son intensité est corrélée avec la force de |'acide
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utilisé ; I'acide acétique produit un pic peu intense voir négligeable alors que I'acide formique et le
TFA produisent des pics intenses qui saturent le spectrophotométre. Par contre, sans activation des
phases par FeCls, les pics produits par les différents acides sont inférieurs a 0.1 DO ; I'absorbance
mesurée est donc liée a I'élution des ions métalliques. Lorsque le tampon de charge contient du
TFA, la diminution du nombre de peptides identifiés par chromatographie IMAC s’explique par la
perte d’ions Fe* qui, soit diminue la capacité de la colonne, soit entraine une partie des

phosphopeptides dans la fraction non retenue.
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Figure 32. Injection de solution acides sur les colonnes IMAC-Fe**. Les colonnes IDA-Fe** (POROS 20 MC) et NTA-Fe>*

(PHOS-Select) sont chargées en ions Fe® puis rincées par 50 mM acide acétique. Les chromatogrammes sont obtenus
apres injection de 0.1M TFA, 0.1 M acide formique (AF), 0.1M acide acétique (AA). L’injection des solutions d’acides
sans activation préalable des phases par Fe* ne produit pas de pic d’absorbance.

L'utilisation des phases IMAC en colonne chromatographique et systeme HPLC est une source
de contamination croisée des échantillons dont le risque est limité par une procédure systématique
de régénération de la colonne avant I'injection d’'un nouvel échantillon. La régénération est réalisée
par I'injection d’EDTA en solution basique, puis la phase est rechargée en Fe*" par une solution de
FeCls. Malgré cette régénération, il est apparu que la phase POROS-Fe** présentait une coloration
orangée a brun qui s’intensifiait au cours des utilisations et qui était insensible a la régénération par
I'EDTA (Fig. 33). Il semblerait donc que I"évolution de la colonne aboutisse a la formation d’oxydes
de fer, plus communément appelés « rouille ».

Bien que la chromatographie « IMAC-oxyde de fer » permette la purification des phosphopeptides,
cette phase pose un probleme évident de reproductibilité. La quantité d’oxyde de fer augmente
avec l'utilisation de la colonne ; elle n’est visible qu’apres plusieurs cycles de régénération mais il
est possible que I'oxyde soit présent des la premiére chromatographie. Il faut noter ici que le
chlorure de fer utilisé ici était hydraté. Sa nature hygroscopique fait qu’il est difficile de le maintenir
anhydre et la présence d’eau favorise certainement son oxydation. La qualité du chlorure de fer a

également été mise en avant pour expliquer une contamination plus ou moins importante de la
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fraction purifiée (Ye et al., 2010). Prenant en compte d’une part I'impossibilité de garantir une
phase solide IMAC homogeéne et stable dans le temps, et d’autre part les performances supérieures

de la phase TiO, par rapport a la phase POROS-Fe**, les développements ultérieurs ont été réalisées

exclusivement sur la colonne de TiO,.

Figure 33. Evolution des phases IMAC au cours du temps. (1) phase POROS 20 MC neuve, (2) phase chargée en Fe*, (3)
phase aprés une premiére régénération par I'EDTA, (4) phase aprés 20 cycles d’activation-régénération.

Influence du tampon de charge pour la chromatographie TiO,

L'effet de I'acide acétique et du TFA, du chlorure de sodium et de I'acétonitrile dans le
tampon de charge a été étudié pour un échantillon modéle contenant 1 mg/mL de peptides
trypsiques de caséines et 10 mg/mL de peptides d’albumine. Cet échantillon a été dilué au dixieme
dans les différents tampons de charge et 500 uL d’échantillon ont été injectés, soit 550 ug peptides.
Les quantités de caséines ont été fixées de maniere arbitraire a 10 % de I’échantillon afin de
permettre une analyse LC-MS quantitative a la fois pour les peptides de caséines et les éventuels
peptides d’albumine, sans saturer le détecteur avec les peptides d’albumine. Sauf exception, tous
les tampons de charge contiennent 20 % ACN.

Une injection de 500 uL de tampon d’élution (NH;OH 0.7 M) a été systématiquement réalisée
avant de charger I"échantillon sur la colonne de TiO, (2 mm x 5 c¢cm). La colonne est rincée en
continu par le tampon A (50 mM acide formique, 20 % ACN) et les peptides sont élués par NH,OH
0.7 M. Par ailleurs, un échantillon « caséines seules » a également été purifié sur colonne de TiO;;
les résultats sont présentés dans le Tableau 9. Pour cet échantillon de caséines seules, I'intensité du
pic d’élution diminue lorsque la concentration d’acide augmente dans le tampon de charge. A
concentration d’acide égale, le pic d’élution est plus faible avec le TFA. Enfin, le chlorure de sodium

et I'acétonitrile augmentent I'intensité du pic d’élution.
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Tableau 9. Absorbance (280 nm) du pic d’élution par NH;OH 0.7 M de la colonne de TiO,

Tampon de charge* DO (280 nm)
Caséines Caséines + albumine  Différence
(50 pg) (50 pg + 500 pg)
AA 0.1M 0.3 >1.8 >1.6
AA 1M 0.1 1.3 1.2
TFA 0.01M 0.3 1.8 1.5
TFA0.1M 0.1 0.8 0.7
TFA 0.65M (5 %) 0.1 0.5 0.4
AA 0.1M, NaCl 0.1M 0.2 1.8 1.6
TFA 0.1M, NaCl 0.1M 0.2 1.5 1.3
TFA 0.1M dans 80 % ACN 0.2 >1.8 >1.6

AA : acide acétique, TFA : acide trifluoroacétique, ACN : acétonitrile

A partir de ces résultats, deux hypothéses sont possibles : soit le tampon correspondant a la
DO la plus faible (TFA 0.65 M) diminue la liaison des contaminants, soit il inhibe la liaison des
phosphopeptides. La comparaison de [I'‘échantillon de caséines et de I'échantillon
caséines+albumine montre que l'intensité des pics d’élution est bien supérieure avec le deuxiéme
échantillon, bien que la méme quantité de caséines ait été injectée sur la colonne. La détection UV
met donc en évidence une contamination importante par des peptides d’albumine de la fraction
purifiée. Si I'on compare les données obtenues avec un tampon de charge TFA 0.65 M pour les 2
échantillons, il apparait que I'absorbance attribuable a la contamination par I'albumine est égale a
(0.5 —0.1) soit 0.4 DO. Cette valeur peut étre comparée avec celles des autres conditions (Tab. 9,
derniére colonne). En considérant que la courbe dose/réponse du spectrophotometre est linéaire a
de telles valeurs de DO, il apparait que le tampon de charge TFA 0.65 M permet de diminuer d’un
facteur 3 la contamination par rapport a I'acide acétique 1 M. Inversement, I'addition de 0.1M NacCl
dans le tampon 0.1 M TFA augmente la contamination d’un facteur 2 par rapport au tampon 0.1 M
TFA seul. Une forte concentration de solvant aprotique (80 % ACN) augmente également la
contamination d’au moins un facteur 3. Ici, Le tampon de charge le plus favorable serait donc
0.65M TFA.

Les différentes fractions purifiées ont été analysées par LC-MS (CapLC-Q-TOF premier).
Préalablement a ces analyses, la variation de signal entre analyses LC-MS (45 min) a été évaluée par
une série de 30 injections de Glu-1-Fibrinopeptide B (GFP). L’aire sous la courbe moyenne (AUC)
pour une injection de 10 pL de GFP a 2.5 pug/mL est égale a 40 + 1.48 (m * o), soit un coefficient de
variation de 28 %. Afin de limiter I'effet de la variation entre analyses, du GFP (2.5 pg/ml final) a été

ajouté a chaque échantillon et les AUC des différents ions ont été normalisées par 'AUC du GFP.
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Chaque échantillon a été analysé 3 fois, la Figure 34 présente les AUC moyennées de 3 peptides
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Figure 34. Intensité des peptides phosphorylés de caséines et des peptides contaminants. Les peptides sont notés par
leur m/z. Phosphopeptides: FQpSEEQQQTEDELQDK (m/z = 1031.4), VPQLEIVPNpSAEER (m/z = 830.9),
YKVPQLEIVPNPSAEER (m/z = 976.45). Contaminants: DDSPDLPK (m/z = 886.5), HLVDEPQNLIK (m/z = 653.3),
LKPDPNTLCDEFK (m/z = 788.8), ECCHGDLLECADDR (m/z = 875.3). Tampon de ringage : 50 mM AA, 80 % ACN, Elution :
0.7 M NH,OH.

Pour I’échantillon avant purification (échantillon brut, barre noire), les AUC des peptides de
caséines sont plus faibles que celles des peptides d’albumine d’un facteur 10, en accord avec la
proportion relative de caséines par rapport a I'albumine. Il faut cependant noter que les AUC dont
les valeurs sont supérieures a 4000 correspondent a des ions qui ont saturé le détecteur (intensité
> 3x10°). A part ces cas particuliers ou la quantification est sous-estimée, les valeurs d’AUC d’un
méme peptide obtenues pour les différentes conditions peuvent étre comparées.

Il apparait que les peptides contaminants génerent des AUC supérieures a celle des peptides
phosphorylés aprées purification sur colonne de TiO,, excepté lorsque le tampon de charge contient
TFA 0.65M. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus a partir de la détection UV. On peut
juste noter que la différence entre les tampons de charge TFA 0.01M et 0.1M est plus marquée

avec la détection UV que la détection MS. Pour les mesures MS, |'effet sélectif du TFA n’est sensible
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gu’a une concentration supérieure a 0.1 M. Il en est de méme pour I'effet du chlorure de sodium
gue I'analyse MS semble sous-estimer par rapport a la détection UV. Par contre, I'utilisation de 80
% d’acétonitrile dans le tampon de charge augmente significativement le signal des contaminants, a
la fois en détection MS et UV.

Puisque le TFA permet de réduire significativement la contamination en peptides non
phosphorylés, le tampon A (50 mM AA, 20 % ACN) a été remplacé par le tampon B (50 mM TFA, 20
% ACN). Ce tampon est appliqué pendant 20 min aprés chaque injection. L’AUC des contaminants

diminue alors considérablement, mais de maniere inégale (Fig. 35).
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Figure 35. Intensité des ions majoritaires, peptides phosphorylés de caséines et peptides contaminants. Tampon de
rincage B : 50 mM TFA, 80 % ACN, élution : 0.7 M NH,OH.

La substitution dans le tampon de ringcage de I'acide acétique par le TFA permet d’éliminer
complétement une famille de contaminants représentée par I'ion 653.4. D’autres peptides acides
contaminent encore I'éluat et nécessitent I'utilisation de TFA concentré (0.65M ou 1.3 M) dans le
tampon de charge (ions 886.4 et 788.89). Enfin, certains contaminants représentés par I'ion 875.3
ont une affinité suffisante par la phase TiO, pour que le TFA concentré ne suffise pas a les éliminer
de la colonne lors du chargement. Ici encore, l'utilisation de 80 % ACN favorise la liaison des
contaminants au TiO,. Ce phénomeéne est particulierement visible pour le peptide de m/z 875.3

(ECCHGDLLECADDR) qui contient 5 résidus acides D et E. Alors que seul le TFA 1.3 M permet de
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diminuer sensiblement sa liaison au TiO,, l'ajout de 80 % ACN restaure entiérement la

contamination.
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Figure 36. Intensité des ions majoritaires, peptides phosphorylés de caséines et peptides contaminants. Tampon de
ringage B : 50 mM TFA, 20 % ACN, élution : 0.7 M NH,OH.

Une troisiéme série d’analyses a été réalisée également avec le tampon B (50 mM TFA, 20 %
ACN) avec l'objectif de favoriser la fixation des peptides phosphorylés et de diminuer la
contamination par les peptides acides (Fig. 36). Pour les trois premiéres conditions, I’échantillon a
été dilué dans une solution d’acide acétique 0.1M et injecté sur la colonne. Puis une deuxiéme
injection de solution trés acide (TFA 0.1 M, 0.65 M ou 1.3 M) a été réalisée afin d’éliminer les
contaminants. La comparaison des résultats avec une injection de I'échantillon directement dilué
dans le TFA 0.65 M (barre hachurée) montre que les contaminants sont beaucoup plus intenses
lorsque le chargement est réalisé en acide acétique 0.1M. Apparemment, le TFA ne permet pas
d’éliminer les contaminants avec la méme efficacité lorsqu’ils sont déja adsorbés sur la colonne
d’affinité. Par ailleurs, I'effet de I’acide glycolique sur la liaison des contaminants a été vérifié pour
les trois concentrations de TFA. L’acide glycolique permet une diminution significative du signal des
contaminants, le tampon de charge optimal contenant du TFA 0.65 a 1.3M et de I'acide glycolique

1M.
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Purification des phosphopeptides, extrait de foie de souris

La purification des phosphopeptides sur colonne de TiO, a été validée par I'analyse d’un
échantillon de foie de souris. L'extrait de peptides trypsiques (500 pg) a été dilué dans différents
tampons de charge contenant du TFA 0.65 M ou 1.3 M et de I'acide glycolique 0.5 M ou 1 M. Les
fractions éluées par NH4,OH 0.7M ont été dessalées puis analysées par un systeme nanoLC-Orbitrap
(LTQ Orbitrap XL). Une méthode d’analyse rapide a été mise en ceuvre, en utilisant une
chromatographie d’une heure avec une méthode d’acquisition appelée « TOP10 » consistant en 1
scan MS suivi de 10 scans CID des 10 ions les plus intenses du scan MS. Suivant les tampons de
charge utilisés, le logiciel Proteome Discoverer 1.3 permet d’identifier a partir de la totalité des
séquences de la souris (génome complet de Mus musculus, 42882 séquences) entre 237 et 513

peptides avec un taux d’erreur (FDR) inférieur a 1 % (Tab. 10).

Tableau 10. Peptides identifiés a partir d’un extrait de foie de souris purifié par TiO,.

Tampon
Peptides TFA0.65 M TFA0.65 M TFA13 M TFA13 M
+ac.glyc. 1M +ac.glyc.1M

0 phosphate 99 125 196 113

1 phosphate 121 296 289 303

2 phosphates 14 43 26 34

3 phosphates 2 2 2 2
Phospho 137 341 317 339
Phosphopep. ( %) 58 73 62 75

Sans acide glycolique, 58 et 62 % des peptides identifiés sont phosphorylés pour un tampon
de charge contenant respectivement 0.65 M et 1.3M TFA. Lorsque I'acide glycolique est ajouté a la
solution de TFA, 73 a 75 % des peptides identifiés sont phosphorylés, soit une augmentation de 10
% de la proportion de phosphopeptides, quel que soit la concentration de TFA. Pour un échantillon
réel, l'utilisation d’acide glycolique permet de diminuer de 13 al5 % le nombre de peptides
contaminants. En conséquence, un plus grand nombre de phosphopeptides sont analysés et

identifiés.

Purification des phosphopeptides, extrait de biopsie humain

Une vérification a également été réalisée avec une biopsie humaine disponible en quantité

importante (Tableau 11). Pour des conditions d’acquisition identiques (TOP10), le gradient HPLC a
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été rallongé de 1h a 2h, permettant ainsi d’identifier un plus grand nombre de peptides. Les
résultats sont comparables a ceux obtenus avec le foie de souris. Avec 0.65M TFA, I'ajout d’acide
glycolique permet d’augmenter le nombre de phosphopeptides identifiés ainsi que le pourcentage
de phosphopeptides. Avec 1.3M TFA, l'acide glycoligue ne permet que de diminuer la
contamination ; le pourcentage de phosphopeptides passant de 58 a 65 %. Pour les deux
concentrations de TFA, I'acide glycolique permet une augmentation de la pureté (exprimée en % de
phosphopeptides) d’environ 10 %.

Par ailleurs la comparaison des pourcentages de phosphopeptides entre foie de souris et foie
humain met en évidence une différence significative entre les deux types d’échantillons: le

pourcentage de phosphopeptides est systématiquement plus faible pour I'extrait de foie humain.

Tableau 11. Peptides identifiés a partir d’un extrait de biopsie humaine purifié par TiO,

Tampon

Peptides TFA 0.65M TFA 0.65M TFA 1.3M TFA 1.3M

1M Glyc. 1 M Glyc.
0 Phos. 191 215 442 325
1 Phos. 207 391 555 529
2 Phos. 20 47 60 69
3 Phos. 2 4 4 6
Phosphopeptides 229 442 619 604
phospho. ( %) 55 67 58 65

3.4 Discussion

Les chromatographies d’affinité IMAC et MOAC sont les techniques de purification des
phosphopeptides les plus répandues. Ce chapitre a permis de vérifier les données précédemment
publiées par Larsen et collaborateurs (Larsen et al., 2005) ; le remplacement de I’acide acétique 0.1-
0.2 M (pH 2.7-2.9) par le TFA 0.1 % (pH 1.9) permet de diminuer la contamination des peptides
riches en acides aminés D et E. Les auteurs expliquent que les fonctions acides carboxyliques des
acides aminés D et E sont sous forme -COOH a pH 1.9 (TFA 0.1 %), I'absence de charge négative
inhibant leur liaison au TiO,. Par contre, le phosphoryle lié aux acides aminés hydroxylés a un pKa

inférieur a 1.9 et conserve une charge négative qui permet sa liaison au dioxyde de titane.
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Ici, nous observons la méme augmentation de spécificité lorsque le TFA substitue I'acide
acétique mais les résultats obtenus montrent que l'interaction ionique n’est pas la force principale
de la liaison TiO, -phosphopeptide. Si I'utilisation d’un tampon de ringage tres acide permet
effectivement de diminuer la liaison entre le TiO; et les peptides acides riches en D et E, il persiste
une contamination importante de ces peptides dans la fraction purifiée, y compris lorsque des
solutions de TFA 0.65 M et 1.3 M sont utilisées, soit a un pH respectif de 0.4 et 0.2. De méme,
I'ajout de NaCl 0.1 M est sans effet pour a la fois la liaison des phosphopeptides et la liaison des
contaminants. Le caractére de la liaison TiO,-phosphopeptides ne semble donc pas (ou peu) étre de
nature ionique.

La chimie de surface de la phase TiO, est extrémement complexe. En effet, deux types de
sites hydroxyle (-OH) sont présents sous différentes formes en fonction du pH, ainsi que 4 types de
site Ti** (acide de Lewis)(Nawrocki et al., 2004). Ces sites permettent a la fois une chromatographie
d’échange d’ions et une chromatographie d’échange de ligand dans laquelle les liaisons de
coordination entre Ti, (OH), (H,0) et L forment des complexes de type Ti(OH)(H,0), Ti(OH)L,
Ti(H,O)L , L étant une base de Lewis comme par exemple le phosphate des phosphopeptides
(Blackwell and Carr, 1992). La chromatographie d’échange de ligands semble effectivement avoir
un role prépondérant dans les conditions employées pour la purification des phosphopeptides. Elle
permet d’expliquer l'interaction forte entre le phosphate des phosphopeptides et la phase TiO; a
des pH trés inférieurs au pKa de I'acide phosphorique, mais le caractere anionique du ligand (i.e. le
phosphate du phosphopeptide) ne semble pas nécessaire ici pour permettre les liaisons de
coordination.

Les résultats obtenus avec 80 % d’acétonitrile dans le tampon de charge auront également
montré qu’une interaction de type hydrophile existe lorsque I’éluant contient une concentration
élevée de solvant aprotique. Logiquement, cette interaction hydrophile ne modifie pas ou peu la
liaison des phosphopeptides au TiO,. Par contre, elle favorise la rétention des peptides acides sur la
phase TiO, et rétablit une contamination importante de la fraction purifiée malgré I’utilisation de
TFA. Lors de l'utilisation de tampon peu acides (tampon A et tampon de charge contenant 0.1M
TFA), la chromatographie sur TiO, avec 80 % ACN fonctionne dans un mode mixte SAX- HILIC qui
favorise particulierement la contamination par des peptides acides (Fig. 34). Lorsque l'acide
acétiqgue 50 mM est remplacé par le TFA 50 mM dans le tampon de ringcage, une premiére
population de contaminants dits « faibles » est éliminé. L'augmentation des concentrations de TFA

a 0.65 et 1.3M permet d’éluer une deuxiéme population de peptides acides mais semble également
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diminuer la liaison du phosphopeptide FQpPSEEQQQTEDELQDK (Fig.35). Ce phosphopeptide
présente un caractére trés hydrophile (indice GRAVY = -2.5). Son rendement de purification
augmente logiquement lorsque 80 % d’acétonitrile sont ajoutés au tampon de charge. Le mode de
chromatographie devient mixte avec une interaction de type HILIC favorisée par le fort pourcentage
d’acétonitrile. Cependant linteraction hydrophile n’est pas spécifique et la contamination des
peptides acides est également augmentée, spécialement pour le peptide ECCHGDLLECADDR (m/z =
875.3). Plusieurs articles présentent des tampons de charge optimisés contenant 80 % ACN (Han et
al., 2012; Jensen and Larsen, 2007; Larsen et al., 2005; Thingholm et al., 2006). Dans ces
publications, pour lesquelles la « colonne » est une pointe de pipette type gel loader remplie de
TiO; sur sa partie effilée, 'acétonitrile a été utilisé pour éviter que les phosphopeptides ne se fixent
au fritté, qui est constitué d’un morceau de filtre Empore Cg (3M), (Larsen et al., 2005). Il est par
ailleurs intéressant d’utiliser I'acétonitrile pour diminuer considérablement la contre-pression due a
la phase (résultats personnels). Dans nos mains, cette solution a entrainé une contamination
importante ; il apparait clairement que la phase TiO, fonctionne alors dans un mode HILIC qui
favorise une contamination difficile a éliminer.

Dans une logique consistant a favoriser la liaison des phosphopeptides au TiO,, I’échantillon
(caséines + albumine) a été dilué dans un tampon a faible force éluante (acide acétique 0.1M), puis
une deuxieme injection de TFA a été réalisée afin d’éliminer les peptides contaminants (Fig. 36). La
pureté de la fraction enrichie en phosphopeptides est alors bien inférieure a celle obtenue lorsque
I’échantillon est injecté directement dans du TFA concentré, sans pour autant que le rendement de
purification des phosphopeptides ne soit augmenté significativement. Comme pour le tampon de
charge contenant 80 % ACN, les peptides contaminants sont plus difficiles a éliminer lorsqu’ils sont
déja fixés au TiO,. Il est possible que I'interaction HILIC oriente les contaminants au contact de la
phase solide et favorise dans un deuxieme temps une interaction par échange de ligand, dont
I’énergie de liaison est suffisante pour rendre les éluants faibles de type acide peu ou pas efficaces.
L'élution n’est alors réalisée que par une base de Lewis, c’est a dire les ions hydroxyle de
I'ammoniaque.

Finalement, la capacité de I'acide glycolique a inhiber les liaisons non spécifiques aura été
évaluée pour I'échantillon (caséines+ albumine) et un extrait de foie de souris. L'utilisation de cet
acide a été motivée par les travaux du groupe de P. Roepstorff sur les non phosphopeptides
excluders (Larsen et al., 2005), des composés acides dont I'affinité pour TiO, permet d’éliminer les

contaminants sans affecter la liaison de phosphopeptides. Les excluders les plus efficaces sont de
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nature aromatique : DHB, acide phtalique, acide salicylique. Les auteurs expliquent que chaque
phosphate lie deux atomes de titane alors que les fonctions carboxyliques des contaminants ou des
acides aromatiques lient un seul titane par deux liaisons de coordination. Les géométries de ces
liaisons de coordination étant différentes, les auteurs supposent que les sites de liaison des
contaminants acides et les sites de liaison des phosphates sont différents.

Si les acides aromatiques sont des excluders efficaces, ils ne sont utilisés que pour des
analyses MALDI-TOF, 'utilisation du DHB prenant un intérét tout particulier dans la mesure ou il est
a la fois un excluder et une matrice de choix pour l'ionisation MALDI. Malheureusement ces acides
aromatiques sont incompatibles avec une analyse LC-MS car ils contaminent la RP-HPLC et I'entrée
du spectromeétre de masse (Jensen and Larsen, 2007). Les auteurs ont alors proposé |'utilisation de
d’acide glycoliqgue 1M ou d’acide lactique 1M, deux acides portant un groupement hydroxyle en
alpha du groupe carboxylique. A partir d’'un extrait de cellules mésenchymateuses et |'utilisation
d’'un tampon de charge 5 % TFA, 1 M acide glycolique, 80 % ACN, ils identifient 336
phosphopeptides avec une pureté de 89 % (i.e. 89 % des peptides identifiés sont phosphorylés). Ici
un extrait de foie permet d’obtenir 78 % de phosphopeptides identifiés avec un tampon de charge
contenant 5 % TFA, 1M acide glycolique, 20 % ACN, soit une augmentation de 15 % par rapport au
tampon sans acide glycolique. Il faut noter que I'augmentation de la concentration de TFAde 5 a 10
% dans le tampon de charge augmente la pureté de la fraction purifiée de seulement 5 %. Il
semblerait donc que l'acide glycolique permette effectivement la diminution du nombre de
peptides contaminants dans I"éluat des colonnes TiO,, bien que |'utilisation des excluders ne soit
pas I'élément clef de la purification sur colonne de TiO,, au contraire du TFA qui permet
d’augmenter la pureté de 12 a 58 % lorsqu’il remplace I'acide acétique dans le tampon de charge
(Article, Fig. 2).

D’un point de vue pratique, ce chapitre avait pour objectif de définir le choix d’une
chromatographie pour la purification de phosphopeptides provenant de biopsies hépatiques
humaines. Ces derniéres seront purifiées par chromatographie sur TiO, avec un tampon de charge
contenant 5 % TFA, 1M acide glycolique, 20 % ACN. D’un point de vue plus théorique, ce chapitre
aura montré que la chromatographie TiO, est une chromatographie de phase solide hétérogéne qui
permet I'échange d’ions, I'échange de ligands et l'interaction hydrophile, le choix des tampons
chromatographiques permettant de favoriser certains types d’interactions. Ces propriétés
originales présentent un inconvénient puisqu’elles contribuent a la contamination des

phosphopeptides par des peptides riches en D et E, mais elles offrent également la possibilité
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d’ouvrir le champ d’application des phases TiO, a la chromatographie de molécules polaires et

hydrophobes.
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CHAPITRE 4 :
analyse protéomique et phosphoprotéomique de biopsies hépatiques

dans le cadre du carcinome hépatocellulaire sur foie non fibreux
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4.1 Présentation du sujet

4.1.1 Le foie et ses fonctions essentielles

Avec un poids moyen de 1,5 Kg, le foie est le plus volumineux des viscéres. Il est enveloppé
dans une capsule conjonctive, la capsule de Glisson, qui s’invagine et forme des lobes dont
I'organisation est étroitement reliée a son systeme vasculaire. Son alimentation sanguine se fait par
I'artére hépatique et par la veine porte. Cette vascularisation afférente de type veineux est
particuliere au foie et s’explique par son activité de drainage de I'ensemble des viscéres.
L’ensemble veine porte - artére hépatique - canal cholédoque constitue le pédicule hépatique. La
ramification de ce pédicule permet d’isoler plusieurs régions possédant chacune son systeme de
vascularisation. La connaissance de ces segments permet des ablations sans porter préjudice aux

segments avoisinants.

Organisation du lobule hépatique

La coloration par I'acide périodique est utilisée en histologie pour révéler les polysaccharides.
Sur les coupes de foie, elle met en évidence une organisation en lobule, le glycogene apparaissant
sous forme d’un gradient de concentration décroissant, de la périphérie vers le centre du lobule ou
est localisée une veine, la veine centrolobulaire. Ce gradient de glycogene suit le flux sanguin qui va
de la périphérie du lobule hépatique au centre du lobule ou il est collecté. Le lobule hépatique est
I'unité fonctionnelle du foie, constitué essentiellement d’hépatocytes organisés en travées entre
lesquelles circule le sang veineux vers la veine centrolobulaire. Au sein des travées, dans des
canalicules, la bile circule en sens inverse vers le canal biliaire (Fig. 37). L'organisation du lobule
hépatique est donc déterminée par la disposition des vaisseaux et des voies biliaires. Chaque lobule
est séparé de son voisin par des travées de tissu conjonctif. L’espace porte ou espace de Kiernan est
situé dans ce tissu conjonctif ; il est caractérisé par une triade veine — artériole - canal biliaire qui
permettent respectivement (i) I'apport de nutriments par les branches de la veine porte (ii) I'apport
d’oxygene par |'artére hépatique (iii) la collecte des sels biliaires par le canal biliaire.

A partir de l'espace porte se développent donc des ramifications appelées capillaires
sinusoidaux qui pénetrent dans le lobule hépatique et convergent vers le centre. Cet ensemble de

vaisseaux constitue le systéme sanguin afférent. Au centre du lobule hépatique, la veine
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centrolobulaire collecte le sang des capillaires sinusoidaux. Elle constitue le premier maillon du

systéme veineux efférent qui aboutit aux veines sus-hépatiques puis a la veine cave inférieure.

Capillaire radié Pl/aque Tmitants

. ! i
canalicule billaire o< =7
P SRR T
At A A

branche de la |
veine porie

branche de
'artére

hapatique veme

4 \
ix périlobuiai lame d'hépatocytes

Figure 37. Organisation du lobule hépatique. A gauche : schéma d’un lobule hépatique Les cellules roses représentent
les hépacotyces, les points rouges les érythocytes qui circulent dans les capillaires sinusoides. L’'ensemble veine-
artériole-canal biliaire caractérise I'espace porte. (source http://www.transhepate.org). A droite : microscopie a fond
clair d’'une coupe de lobule hépatique. La veine centrolobulaire au centre (1) est entourée d’une couche de cellules
épithéliales colorées en orange. Les hépatocytes colorés en rose constituent la plus grande partie du volume lobulaire.
Ils sont organisés en rangées de cellules appelées travée de Remak (2) qui entourent les cellules épithéliales des canaux
sinusoidaux. Source : Faculté de Médecine Pierre & Marie Curie, Paris,
http://www.chups.jussieu.fr/polys/histo/histoP2/foie.html.

Types cellulaires

Les hépatocytes représentent 80 % des cellules du foie. Les autres types cellulaires sont les
cellules des canaux biliaires, les cellules endothéliales, les cellules de Kiippfer (macrophages), les
cellules étoilées ou cellules de Ito (fonction métabolique de la vitamine A et des lipides, fabrication
de la matrice extra-cellulaire autour de cellules endothéliales), les lymphocytes hépatocytaires, et
les cellules ovales (cellules pluripotentes, fonction de régénération des hépatocytes et

endothéliales).

Fonctions essentielles

Le foie est un organe vital qui assure quatre fonctions essentielles :

e Une fonction de syntheése (i) des protéines plasmatiques : albumine, facteurs de
coagulation, protéines du métabolisme du fer (ferritine, transferrine), protéines de
I'inflammation (al- et a2-globulines), (ii) des lipides (cholesterol, triglycérides,
lipoprotéines (iii) des glucides (glycogénogenése), (iv) des corps cétoniques produits

lors du catabolisme incomplet des acide gras pendant le jeline.
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e Une fonction de stockage des glucides sous forme de glycogéne et des vitamines
liposolubles.

e Une fonction de détoxification : conversion de 'ammoniac en urée (cycle de I'urée),
glucuronoconjugaison de la biliburine et de toxines, dégradation des toxines et
médicaments par I'intermédiaire des cytochromes P450.

e Une fonction de production de la bile qui est constituée principalement de sels
biliaires (acides dérivés de I'oxydation du cholestérol), de cholestérol, de bilirubine

conjuguée.
4.1.2 Le carcinome hépatocellulaire

Introduction

Epidémiologie.

On peut diviser les cancers du foie en deux catégories : les cancers primitifs et les cancers
secondaires. Les cancers primitifs du foie, dont fait partie le carcinome hépatocellulaire, peuvent
étre de type bénin (adenome, hépatome) ou de type malin, carcinome hépatocellulaire (CHC),
hépatoblastome (chez le jeune enfant), cholangiocarcinome (cancer de I'épithélium des voies
biliaires), angiocarcinome (sarcome des tissus de soutien des vaisseaux). Au niveau mondial, les
cancers primitifs du foie, dont 80 a 95 % sont des CHC, correspondent a la troisieme cause de
mortalité due au cancer, avec approximativemment un nombre de décés équivalent au nombre de
cas (560 000 cas en 2008) (Nordenstedt et al., 2010). En France, parmi les 355 350 nouveaux cas de
cancer estimés en 2012, le cancer du foie représente 8723 cas, 79 % survenant chez 'homme
(Binder-Foucard et al., 2013). Les données relatives a la mortalité de ce cancer ne sont pas publiées
dans cette derniere étude de I'INCA; pour I'année 2005, les données brutes sont de 5104 cas
diagnostiqués, alors que 5405 déces ont été enregistrés (Belot et al., 2008).

Les facteurs de risques varient en fonction du sexe et de la localisation géographique. En
France, I'alcoolisme, I'hépatite B et C, le syndrome métabolique (IMC élevé, taux élevé de
triglycérides, taux faible de HDL, glycémie élevée, hypertension artérielle) sont les principaux
facteurs de risque. En Europe, une étude épidémiologique a montré que les deux tiers des CHC
étaient associés a un des 5 facteurs de risque suivants : tabac (47.8 %), hépatite C (20.9 %), I'obésité
(16.1%), Hépatite B (13.2 %), et I'alcoolisme (10.1%). (Trichopoulos et al., 2011). Une autre étude

équivalente réalisée en ltalie présente des résultats plus communément admis: le risque de
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développer un CHC est associé a I'hépatite C (65%), I'alcoolisme (24%), hépatite B (15%), ces trois
facteurs représentant 89% des cas (Polesel et al., 2012).

Les cancers secondaires du foie sont des tumeurs liées aux développement dans le foie de
cellules cancéreuses provenant d’autres organes. A cause de |'effet de drainage par la veine porte,
ces cancers secondaires sont souvent associés aux cancers digestifs (estomac, pancréas, intestin,
cOlon, rectum).

Fibrose et cirrhose hépatique

La fibrose est la formation de tissus fibreux qui désorganisent le tissu hépatique. Lors d’'une
inflammation, les fibroblastes proliferent et produisent de la matrice extracellulaire riche en
collagene, formant ainsi un tissu de cicatrisation qui normalement se résorbe progressivement.
Dans le cas de la fibrose hépatique qui se développe lors de la destruction des cellules hépatiques,
le développement de la matrice extracellulaire désorganise et incapacite les lobules (Friedman,
2008). Son évolution est classée en stades, le stade FO correspondant a I'absence de fibrose, le

stade F4 correspond au premier stade de la cirrhose (Fig. 38).

Fibrose

Nodules de
régénération

Figure 38. Fibrose hépatique. A doite : fibrose au stade F1 : I'accumulation de matrice extra cellulaire élargit I'espace
porte (en encadré). A gauche : fibrose au stade F4 : I'architecture hépatique du lobule a disparu et la fibrose (rose
magenta) délimite des nodules de régénération (rose pale) source: centre Hépato Biliaire Paul Brousse,
http://www.chb.aphp.fr/foieEtMaladies/maladies/cirrhose/index.phtml.

La cirrhose est un syndréme défini par I'anatomo-pathologie et qui correspond aux stades
ultimes de la fibrose. Elle peut étre compensée, c’est-a-dire sans symptémes, ou décompensée
avec l'apparitions de complications (hémorragie, ascite, encéphalopathie...). Dans le monde, 90%

des carcinomes hépatocellulaires se déclarent sur des foies cirrhotiques (Nordenstedt et al., 2010).

Mécanismes Moléculaires du carcinome hépatocellulaire

L'hépatocyte normal, sous I'effet des processus d’inflammation et de régénération, peut subir

des modifications génétiques qui induisent une dysplasie puis la formation de nodules qui
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évolueront en CHC et production de métastases. Dans cette chronologie stéréotypée de I'évolution
tumorale, les altérations génétiques s’accumulent et peuvent étre présentées au niveau cellulaire
en 3 types d’événements; (i), I'activation de facteurs de croissance et de leurs récepteurs, (ii)
I'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs, (iii) I'activation de proto-oncogénes, (iv), La
mutation d’autres genes (Fig. 39). Les quatre groupes principaux de genes qui sont mutés dans le
CHC induisent donc une activation des facteurs de transcription ou leur récepteur (IGF-2, TGF-a),
inactivation de genes suppresseurs de tumeurs, (PTEN, P53, RB, RUNX3), I'activation d’oncogénes
(MYC, RAS, RAF), la réactivation de voie de signalisation du développement (Hg, Wnt/B-cat) (Martin
and Dufour, 2008; Shiraha et al., 2013).

TGFa

(50 > S
Activation des facteurs de @
croissance et de leurs récepteurs

R}

Activation d’'oncogénes

Heépatocarcinogenese Activite telomerase
P g (~90%)

Inactivation des génes Réactivation des voie du
suppresseurs de tumeurs développement

P53 PTEN hedgehog

(28-22%) (~40%)

Wnt/B-

caténine

RUNX3
(50-92%)

Figure 39. Altération génétiques présentes dans les CHC. IGF2; insulin-like growth factor 2, TGFa; transforming
growth factor a, PTEN ; Phosphatase and TENsin homolog, RB ; RetinoBlastoma gene, TGFBR ; Transforming Growth
Factor B Receptor, RUNX3 ; Runt-related transcription factor 3. L’activité télomérase est caractéristique des cellules
germinales, elle correspond a l'ajout de séquences répétées aux extrémités des chromosomes (télomeres). Ces
séquences répétées protegent les génes des extrémités chromosomiques. D’aprés (Shiraha et al., 2013)

Les analyses récentes du génome de tumeurs hépatiques montrent le caractére cumulatif des
mutations. Une étude de 125 biopsies CHC a identifié 135 délétions homozygotes et 994 mutations
somatiques (Guichard et al., 2012). Ces mutations sont associées ou non au caractéere cancéreux, la
discrimination peut étre réalisée en analysant conjointement le tissu cancéreux et le tissu
périphérique a la tumeur. Cette analyse menée sur 87 biopsies a permis d’identifier 34 mutations

spécifiques du CHC. Parmi I'ensemble des mutations qui semble indiquer un caractére cumulatif,
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des mutations récurrents ont été identifiées avec un niveau élevé d’ARN: P53 (18%), CTNNB1 (10%),

KEAP1 (8%), C160rf62 (8%), MLL4 (7%) and RAC2 (5%) (Cleary et al., 2013).

Analyses protéomiques et phophoprotéomiques

Analyse chez I'animal. Le protéome du foie de souris a fait 'objet de nombreuses études. Lai
et collaborateurs ont montré d’une part que le niveau d’expression protéique était corrélé avec les
guantités d’ARN correspondants (R = 0,62 n=5680 génes), d’autre part que le protéome du sang
contenait un nombre important de protéines du tissus et permettait d’envisager une recherche de
bio-marqueurs (Lai et al., 2008). L’analyse par électrophorése bidimensionnelle de sérums
provenant de souris transgéniques qui surexpriment I'EGF et développent des cancers du foie a
montré que la réponse anticorps était affectée (disparition des IgK et IgL), et que les protéines
amyloid component P and apolipoprotein M étaient surexprimées d’un facteur 8 a 10 (Gazzana and
Borlak, 2008). L'étude du développement de tumeurs hépatiques induites par xénogreffe chez la
souris nude a montré que le niveau d’expression de la transaldolase était augmentée dans le tissu
cancéreux et dans le sang des souris correspondantes (Wang et al., 2011a). Dans la méme étude,
I'analyse de 72 sérums humains provenant pour moitié de patients atteints de CHC avec métastases
a permis de calculer une spécificité et une sensibilité du dosage de respectivement 77.6 et 86.1 %.

Les analyses phosphoprotéomiques de foie de souris ou de rat sont nombreuses. Une série
d’articles a utilisé ces modeles pour démontrer I'intérét de la purification par affinité sur support
IMAC (Moser and White, 2006; Villen et al., 2007). Un atlas des sites de phosphorylation a été
publié pour 9 organes de la souris et 36000 sites de phosphorylation (soit 6296 protéines) ont été
identifiés (Huttlin et al., 2010). Dans cette étude, seulement 3% des phosphopeptides provenaient
du foie, alors que 33% des phosphopeptides identifiés provenaient du cerveau. Une étude
équivalente sur 14 organes de rat a été réalisée en 2012 (Lundby et al., 2012). Les résultats sont
tres similaires a ceux obtenus chez la souris : les phosphopeptides sont également moins abondants
dans le foie de rat que dans les autres organes.

Analyse de cultures cellulaires. Les études sur cellules permettent de tester plus rapidement I'effet
de drogues sur la croissance, la différenciation, et la viabilité des cellules.

Pour des cellules de souris Hepal-6, Pan et collaborateurs ont montré que l'ajout de
pervanadate (inhibiteur de tyrosine phosphatases), de calyculine A et deltamethrine (inhibiteur de
serine et thréonine phosphatases) inhibait la phosphorylation de seulement 28 % des

phosphopeptides détectés (Pan et al., 2008).
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Pour des cellules humaines (cellules souches mésenchymateuses ,MSCs), deux milieux de
culture ont permis d’induire une différenciation des MSCs en hépatocytes. Un premier milieu
(supplémentation en facteurs de croissances HFG et FGF-7) induit une inactivation de la voie
Wnt/B-caténine. Un deuxiéme milieu plus complexe provoque une prolifération anormale des
cellules différenciées, associée a la translocation nucléaire de la B-caténine, la surexpression de
cathepsin D precursor, adenine phosphoribosyl transferase, L-lactate dehydrogenase,
triosephosphate isomerase, inorganic pyrophosphatase or peptidyl prolyl cis-trans isomerase et la
surexpression des genes Lrp5, Fzd3, myc et P53 déja cités précédemment (Herencia et al., 2012).

L’étude protéomique d’une lignée cellulaire hépatocytaire résistante au 5-fluoro-uracile (5FU,
BEL7402) a montré la surexpression d’annexine 3 chez les cellules résistantes. La surexpression de
I’annexine 3 a été constatée pour 15 biopsies sur 20 correspondant a des CHC (Tong et al., 2012).
Analyse de tissus humains

Une étude par électrophorése bidimensionnelle de 4 biopsies (CHC et tissus adjacent) a
permis d’identifier 39 protéines exprimées de maniére différentielle entre le tissu cancéreux et le
tissu sain, parmi lesquelles apolipoprotein E et chloride intracellular channel 1 ont été validées par
une analyse en Western blot (Blanc et al., 2005).

Des niveaux élevés de calréticuline et de fragments de protein disulphide isomerase A3 ont
été détectés dans les sérums de patients CHC, les concentrations mesurées permettant de
différencier les CHC des foies cirrhotiques (Chignard et al., 2006).

Une synthése des données bibliographiques montre que la majorité des protéines
surexprimées correspondent a des protéines de stress (HSP) et du métabolisme (Kuramitsu and
Nakamura, 2006).

Minagawa et collaborateurs ont étudié 14 biopsies de patients atteints de I'hépatite C
(tumeurs et tissus adjacents). L’analyse conjointe du protéome (électrophorése 2D) et du
transcriptome a montré une corrélation particulierement forte (r=0,90) entre les protéines
impliquées dans le métabolisme et leur ARN,,. La glutamine synthétase, la vimentine, I'annexine A2
et l'aldo-céto réductase sont surexprimées, alors que I|‘anhydrase carbonique 1 et 2,
I'argininosuccinate synthétase 1, la fructose-1,6-biphosphase et la bétaine-homocystéine
méthyltransférase sont sous exprimées dans les tissus CHC (Minagawa et al., 2008). Une analyse
protéomique par marquage iTRAQ a également permis d’identifier la sous expression de 5 enzymes

du cycle de l'urée dans les tumeurs par rapport aux tissus sains adjacents (Chaerkady et al., 2008).
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En 2010, Sun et collaborateurs ont montré une surexpression de lamin B1 (LMNB1) dans les
tissus CHC par rapport aux tissus cirrhotiques et aux tissus sains, le dosage de la protéine dans le
sang permettant la détection des stades précoces de CHC (spécificité : 86%, sensibilité 76%) (Sun et
al., 2010a). En 2011, la comparaison des données protéomiques de 4 tissus CHC et 4 tissus non CHC
a mis en évidence la surexpression de 61 protéines, dont la taline 1, une protéine du cytosquelette
dont la présence a été avérée par immunohistochimie, et qui est associée a la réapparition précoce
de nodules chez les patients suivis. (Kanamori et al., 2011). En 2012, La surexpression de
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (hnRNP K) a été montrée dans des tissus tumoraux par
rapport aux tissus cirrhotiques. Le dosage de hnRNP K associé au dosage sérique d’alpha-
foetoprotéine (AFP) permettrait un diagnostic du CHC aux stades précoces (Guo et al., 2012). Plus
récemment, des dosages en mode MRM de ApoAl ont montré une sous-expression de 20% de
cette protéine dans des sérums de patients CHC par rapport aux sérums HCV (Mustafa et al., 2013).
Réponse immunitaire associée au CHC. Plusieurs articles ont étudié la réponse des anticorps
associée au CHC (Le Naour et al., 2002; Li et al., 2008). Il semblerait que les patients atteints de CHC
produisent des auto-anticorps spécifiques. Les antigénes identifiés sont : DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)
box polypeptide 3, eukaryotic translation elongation factor 2 (eEF2), apoptosis-inducing factor (AlF),
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2 (hnRNP A2), prostatic binding protein, and
triosephosphate isomerase (TIM). Ces auto-anticorps sont détectés dans 90% des sérums CHC (Li et
al.,, 2008). Le Naour et collaborateurs avaient identifié précédemment la calréticuline comme un
antigene spécifique des tumeurs, indépendamment du statut viral (Le Naour et al., 2002).

Les études phosphoprotéomiques chez I'homme sont beaucoup moins nombreuses.
L’analyse d’un foie sain, aprés trypsinolyse et purification sur colonne IMAC-Ti**, puis analyse LC-MS
a permis d’identifier plus de 2000 sites de phosphorylation, laissant présager des niveaux de
phosphorylations dans le foie humain équivalents a ceux observés chez le rat et la souris (Han et al.,
2010). Un autre protocole utilisant une chromatographie bidimensionnelle SAX+RP pour séparer les
peptides trypsiques a permis d’identifier plus de 1500 phosphopeptides a partir de 500 pg de foie
(Wang et al., 2010). Ces auteurs n’ont malheureusement pas appliqué leur protocole a I'étude de
tumeurs.

A ce jour, seulement deux publications présentent une analyse phosphoprotéomique de
tissus tumoraux. Lee et collaborateurs ont identifiés 39 phosphopeptides dans 3 biopsies CHC et
ont validé par Western-blot la diminution d’alpha-HS-glycoprotein (phospho-ser 138 and 312) dans

les tissus tumoraux (Lee et al., 2009). Une autre analyse phosphoprotéomique quantitative a
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également été réalisée pour 3 tissus; un tissu cancéreux et deux tissus sains. Les peptides
trypsiques ont été marqués au formaldéhyde puis purifiés par IMAC-Ti** avant d’étre séparés par
une chromatographie multidimensionnelle SCX-RP. Plus de 1800 sites de phosphorylations ont été
identifiés. L'analyse par motif des séquences phosphorylée a montré une surreprésentation des
motifs PXpSP, RXXpSP, and pSP dans la tumeur. Ces motif sont phosphorylés par les ERK %, kinases

impliquées dans la prolifération cellulaire et induites dans différents cancers (Song et al., 2011).

4.1.3 Analyse quantitative par marquage iTRAQ

La premiere publication en 2004 du réactif ITRAQ (Isobaric Tag for Relative and Absolute
Quantitation) présente I'analyse quantitative de mutants de la levure aprés marquage par un
réactif permettant I'analyse conjointe de 4 échantillons (iTRAQ 4Plex) (Ross et al., 2004). Depuis,
900 publications référencées dans PubMed ont utilisé le marquage iTRAQ, dont la derniére version
permet de quantifier dans la méme analyse 8 échantillons (iTRAQ 8Plex). Le réactif ITRAQ est un
produit commercialisé par AB Sciex et réagit en milieu basique avec les fonctions amines par

I'intermédiaire d’un groupement succinimide (Fig. 40).

H, H:
C=—GC
HaC—N N—CH - ion rapporteur
T 113,108
CID/HCD A H; H
Ha Hy
P O M Hy H 0
H3sC—N N e e e TRL N o
X SNl N AN CH
C B C N C C C C\Q/'
{ ' H: H H H; H ~0 I
\ J L ) o J
| Y T
Groupe rapporteur Groupe balance Groupe réactif

Y
Etiquette ITRAQ 304.205

Fig.40. Le réactif iTRAQ 113. Structure supposée du réactif iTRAQ 8plex (non publiée a ce jour). Seuls les ions
rapporteurs et le groupement réactif sont connus. Le groupe balance présenté ici est une hypothése basée sur la
composition élémentaire déduite des mesures de masse exacte. Les autres réactifs, iTRAQ 114 a iTRAQ 121, sont
obtenus par des marquages BC et N de lion rapporteur. En contrepartie, le groupe balance est allégé par
I'incorporation de 2cet ™N.

Dans sa version 8Plex, 8 réactifs iTRAQ différents sont utilisés, chacun ayant une masse totale
identique de 304.205 Da, mais des ions rapporteurs différents. Ces ions rapporteurs sont observés

uniqguement dans le spectre MS/MS aux masses 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119 et 121 et
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correspondent a différentes combinaisons de carbone 14 et azote 14. Le groupe balance permet
d’équilibrer la masse moléculaire de I'ensemble du réactif. Aprés le marquage de chacun des 8
échantillons avec un des 8 réactifs iTRAQ, les échantillons sont regroupés. Lors de I'analyse, les
spectres MS ne produisent qu’un seul pic par peptide, quel que soit I'’échantillon. Par contre, le
spectre MS/MS fragmente les groupements iTRAQ dont les masses sont spécifiques de chaque
échantillon. La mesure de l'intensité des ions rapporteurs est fonction de la quantité du peptide
dans les différents échantillons.

D’un point de vue expérimental, I’hydrolyse du groupement succinimide augmente avec le pH
et la demi-vie du réactif est inférieure a 15 min a des valeurs de pH supérieures a 8. Par contre, elle
dépasse 2h pour des valeurs de pH inférieures a 6,5 (Grumbach and Veh, 1991). Inversement, la
vitesse de réaction avec les amines augmente avec la valeur de pH. La réaction de couplage est
généralement réalisée a un pH proche de 8. Dans un tampon 50 mM phosphate de sodium pH 8,2,
le temps de demi-vie de la réaction des peptides avec le réactif iTRAQ est de I'ordre de la minute a
25°C.

Les esters de N-hydroxysuccinimide réagissent spécifiquement avec les amines, mais des
réactions parasites sur la tyrosine et la sérine ont également été décrites. Cependant, la O-acylation
est réversible avec I'ajout de solution d’hydroxylamine 1 M en tampon borate pH9.2 (Kurosky et al.,
1993; Wiktorowicz et al., 2012).

L’analyse MS/MS des peptides dérivés peut étre réalisée en MALDI-TOF-TOF (Pflieger et al.,
2008; Scheri et al., 2008) ou en ESI-MS/MS. Avec le LTQ-orbitrap, la fragmentation est
généralement réalisée dans la cellule HCD (Boja et al., 2009; Pichler et al., 2010; Zhang et al., 2009).
Quelques rares publications ont également utilisé un fragmentation ETD (Phanstiel et al., 2008) qui
permet la quantification de 5 des 8 réactifs iTRAQ 8plex (Phanstiel et al., 2009).

Si certains articles ont montré que le marquage isobare entrainait une diminution du nombre
de peptides identifiés (Li et al., 2012; Patel et al., 2009; Wang et al., 2012a), d’autres publications
ont abouti aux conclusions inverses (Putz et al., 2012; Trinh et al., 2013). Par ailleurs, le marquage
iTRAQ 8Plex serait moins efficace que marquage iTRAQ 4Plex et le marquage mTRAQ (Pichler et al.,
2010). Enfin, le marquage ITRAQ 4Plex serait plus performant que le marquage mTRAQ (Mertins et
al., 2012). Face au caractere contradictoire de ces publications, la seule conclusion raisonnable est
la difficulté de comparer les techniques de quantification.

La méthodologie de marquage ITRAQ 8Plex présente I'intérét de quantifier 8 échantillons

différents dans la méme analyse. Par contre, le marquage présenterait 3 désavantages : (i) la sous-
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estimation de I'amplitude des variations (Evans et al., 2012; Pierce et al., 2008) (ii) I'interférence
possible de l'ion immonium de la phénylalanine pour iTRAQ121 (Ow et al.,, 2009), (iii)
I’augmentation du nombre de charge des peptides dérivés, moins propice a I'identification par les

bases de données (Thingholm et al., 2010).

4.2 Matériel et Méthodes

4.2.1 Matériel

Les différentes étapes chromatographiques de dessalage sur support greffé C18 (HPLC Sep
Pak tC18) et de chromatographie TiO, ont été réalisées sur un systeme HPLC PF2D (Beckman
Coulter) décrit dans le chapitre précédent. Seule la deuxiéme partie de ce systeme de
chromatographie bidimensionnelle a été utilisée en mode isocratique.

Les analyses par spectrométrie de masse ont été réalisées sur un systéme nanolLC-LTQ-
Orbitrap XL. La nano chromatographie (chaine Dionex U3000) utilise une colonne de
préconcentration C18 (PepMap C18 0.3x5 mm) et une colonne analytique C18 (PepMap C18, 75 um

x 10 cm).

4.2.2 Echantillons

Les biopsies humaines proviennent de patients opérés au Centre Hospitalier de Bordeaux.
Elles ont été caractérisées par les anatomo-pathologistes du CHU puis conservées a -80°C. Dix-huit
biopsies correspondent a des carcinomes hépatocellulaires sur foie non fibreux, 6 biopsies
« normales » correspondent a des tissus qualifiés de normaux aprés observation des tissus par les
anatomopathologistes. Le Tableau 12 présentes les différentes observations, les analyses
biochimiques (alpha feetoprotéine) et les analyses génétiques (P53 et BCAT) des biopsies CHC. La
caractéristique commune des 18 biopsies tumorales est le type non fibreux des tissus, les autres
caracteres étant extrémement variables. Les patients agés de 32 ans a 82 ans sont en majorité de
sexe masculin. Le taux d’alpha foetoprotéine n’est supérieur a la valeur seuil (20 ng/mL) que pour
55% des cas. Certaines pathologies associées (hémochromatose, stéatose, péliosis) sont trés peu
représentées, maisprobablement de nature a modifier le protéome des cing biopsies concernées.
La mutation du gene P53 ne concerne qu’une biopsie alors que la mutation béta-caténine(BCAT) est
observée pour la moitié des biopsies. Ces parametres n’ont pas été associés de maniere a créer des

sous-groupes ; le panel des biopsies est extrémement hétérogéne.
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Tableau 12. Caractéristiques anatomo-pathologiques des biopsies tumorales

Biopsie® 11 12 13 14 15 16 21 22 23 24 25 26 31 32 33 34 35 36
Age 77 65 61 69 57 67 71 45 85 72 63 69 32 73 72 82 76 77
Sexe M F M M M M M M M M F M F M M M F M
Alpha foetoproteine (ng/ml) <20 <20 <20 >20 <20 >20 <20 >20 NA >20 >20 NA <20 >20 <20 <20 <20 <20
Alcoolisme 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 NA 1 1 1 1 0
Hemochromatose' 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 NA 0 0 0 0 0
Diaétre du nodule le plus large 35 45 110 210 190 100 110 100 75 160 45 180 NA 130 95 80 100 50
Invasion vasculaire 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 NA 0 0 0 1 1
Invasion de la veine portale 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 NA 0 0 0 0 0
Capsule tumorale(0:abs., l:intacte, 2:envahie) 0 2 2 0 2 2 2 1 2 2 2 NA NA 2 0 1 2 1
Nodules satellites 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 NA 1 0 1 0
Invasion de la veine hépatique 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 NA NA NA 0 NA 0 0
Stéatose tumorale® 0 1 NA 0 0 0 0 0 3 0 NA 2 NA 0 0 0 1
Péliosis® 0 0 NA 0 1 1 0 1 0 0 0 0 NA 0 1 0/1 0
Stroma fibrotique 0 0 NA 0 0 0 0 0/1 0 0 0 0 NA 0 0 0 1
Cholestérase tumorale'® 0 0 NA  0/1 0 1 0 1 1 0 1 0 NA 1 0 0 0
Inflammation 0 0 NA 0 0 1 0 0 0 1 0 0 NA 0 0 1 0 1
classification d'Edmonson®® FIE - - Y Y NV - Y - Y Y -V NA S TV - - - Y
Mutation P53" 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 NA 0 0 0 0 0
Mutation BCATex3") 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0

(1): 1a partie entiere désigne la série ITRAQ dans laquelle la biopsie a été analysée, la partie décimale désigne le tag ITRAQ utilisé (ex: 2,1 = deuxieéme série, tag 113)
(2): pathologie provoquée par une accumulation de fer dans le foie

(3): accumulation de graisse (triglycérides) dans les hépatocytes

(4): trouble de la microcirculation sanguine intra-hépatique dans lequel le tissu hépatique est parsemé de cavités remplies de sang

(5): stase de la bile

(6): les grades de la classification d'Edmondson-steiner sont établis sur la base d'observations histologiques.

Plus le grade est élevé, plus les cellules et le lobule ont des caractéristiques morphologiques propres aux cellules tumorales.

(7): Déterminé d'aprés les travaux de I'U674 (Dr Zucman-Rossi)

n.d.: non déterminé

Les biopsies "normales" ne présentent pas de |ésions macroscopiques et microscopiques



4.2.3. Méthodes

Les différentes étapes du protocole sont les suivantes :
1. Broyage, réduction et alkylation, trypsinolyse
HPLC Sep Pak tC18
HPLC TiO,

2

3

4. Sep Pak tC18
5. Marquage iTRAQ
6. Sep PaktC18

7

Analyse LC-MS/MS (Orbitrap)

Broyage, réduction et alkylation, trypsinolyse

Le broyage des biopsies est réalisé par un vibro-broyeur (Retsch) ; 50 a 100 mg de tissu sont
placés dans un tube de 2 mL (Eppendorf) contenant 2 billes en acier inoxydable et 1 mL de tampon
de lyse (0.1 M TEAB pH 9.3, 0.15 M NaCl, 0.1 % SDS, 5 mM NaF, 2 mM Na3VO,4 et 10 mM DTT). Deux
cycles de 60 sec a 20 Hz permettent d’obtenir une suspension homogéne. Le broyage est réalisé a
4°C (les portoirs du vibro-broyeur sont placés a 4°C avant utilisation). Les échantillons sont ensuite
transférés dans des tubes de 2 mL. Aprés 5 min a 100°C, I’échantillon est refroidi puis alkylé a 25°C
sous agitation pendant 30 min par 50mM final d’iodoacétamide. La trypsinolyse est réalisée a 37 °C
par deux ajouts d’enzyme (a T et T14) avec un rapport E/S = 1/100 (poids/poids). Le poids de
substrat est déterminé par la pesée de la biopsie en supposant 10% de protéines dans I’échantillon.
La digestion est réalisée pendant la nuit au moyen d’'un mixeur thermostaté (Eppendorf). Aprées 10h
d’incubation a 37%C sous agitation pulsée, I'échantillon est refroidi a 6°C. Le lendemain, les
échantillons sont acidifiés par du TFA (1% final). L’acidification de I'extrait provoque le dégagement
de CO,. Aprés 5 min sous agitation, les échantillons sont centrifugés a 16000 g pendant 15 min. Le
surnageant est récupéré et transféré dans un plaque 96 puits adapté au passeur d’échantillon du

systeme HPLC (PF2D, Bekman-Coulter) ; le culot est séché et le résidu sec est pesé.

HPLC Sep Pak tC18

La phase d’une cartouche Sep Pak tC18 (Waters) est utilisée pour remplir une colonne HPLC
(5 mm x 4.5 cm). La chromatographie est réalisée avec un systeme PF2D (Beckman Coulter)

disposant d’un passeur d’échantillon, d’un détecteur UV et d’un collecteur (Gilson) a un débit de
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0.9 mL/min. Les peptides sont retenus en téte de colonne avec 0.5 % d’éluant B puis élués a 60 %
de B, la colonne étant régénérée par 90 % de B (A : 0.1 % acide formique, B : 100 % acétonitrile).
Les injections sont réalisées dans I'ordre suivant :

e Deux Injections d’albumine bovine pour étalonner le systéme (vérification des temps

de rétention de l'intensité du pic de la fraction éluée par 60 % d’acétonitrile
e Deuxinjections de tampon 0.1% TFA (vérification d’un éventuel effet mémoire)
e Injections des échantillons
La fraction éluée a 60% B est séchée au SpeedVac (Thermo Scientific). Les tubes de collecte

sont préalablement tarés afin de permettre une pesée de I’extrait sec.

HPLC TiO;

Les échantillons préalablement purifiés par Sep Pak tC18 sont dissous (10 mg/mL) dans une
solution 1M TFA, 1M acide glycolique, 20 % ACN. La colonne TiO, (2 mm x 5 cm, voir chapitre 3) est
utilisée a un débit de 0.2 mL/min en tampon A (50 mM TFA, 20% ACN). Aprés 15 min. de rincage
par le tampon A, les phosphopeptides sont élués par NH;OH 0.7 M. Les injections respectent I'ordre
suivant :

e Injection de I’échantillon en tampon de charge (1 M TFA, 1M ac. glycolique, 20% ACN)
e Injection du tampon de charge seul
e 2 injections du tampon d’élution (1M NH,;OH)

Les tubes de collecte sont pré-remplis de 25uL d’acide formique pur afin de neutraliser
I'ammoniaque. Les fractions éluées sont réduites a un volume d’environ 100 pL puis ajustées a 500
pL par 0.1% TFA avant d’étre a nouveau dessalées sur la colonne HPLC Sep Pak tC18 puis séchées.
Les phosphopeptides sont remis en solution dans 20 pL d’un mélange eau/ acétonitrile (50/50) puis

dosés par la méthode de Lowry.

Dosage colorimétrique des peptides

Le dosage des peptides a été réalisé au moyen d’un kit commercial (DC Protein Assay, Biorad).
Le protocole a été modifié comme suit : incubation de 100 ul d’échantillon + 50 pl solution A + 400
ul solution B; mélange vigoureux, repos 15 min et lecture a 750 nm. Une courbe d’étalonnage a été
réalisée a partir d’un hydrolysat trypsique d’albumine bovine, la gamme allant de 400 pg/mL a 6.25

ug/mL (6 dilutions sériées au %).
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Marquage ITRAQ

Le marquage ITRAQ 8plex est réalisé en suivant les recommandations du fabricant (AB Sciex) :
e Echantillon entre 50 et 100 pg.
e isopropanol >60%.
e TEAB > 0.1M final.

Chaque extrait est incubé 2h a 25°C. La réaction de couplage est stoppée par 2 ulL de
tampon Tris 1M pendant 15 min ; les échantillons sont ensuite acidifiés par du TFA (1% final) puis
regroupés dans un seul tube. La solution est concentrée a quelques UL, puis ajustée a 500 plL et
dessalée par HPLC Sep Pak tC18.

Les réactifs iTRAQ 8plex permettent de marquer 8 échantillons avec une étiquette différente
pour chacun alors que I'étude est réalisée sur 24 échantillons. Quatre séries de marquage ont donc
été réalisées. Pour chaque série, les étiquettes 119 et 121 correspondent aux mémes échantillons
C1 et C2 (Tab. 13). Les échantillons C1 et C2 correspondent a un mélange de tissus non tumoraux,
ils servent de référence commune pour le calcul des ratios. Ainsi, les différentes séries pourront
étre comparées entre elles.

Tableau 13. Séries ITRAQ

Série ITRAQ Biopsie ITRAQ Série ITRAQ Biopsie ITRAQ
1 1.1 113 3 3.1 113
1 1.2 114 3 3.2 114
1 1.3 115 3 3.3 115
1 1.4 116 3 34 116
1 1.5 117 3 3.5 117
1 1.6 118 3 3.6 118
1 1.C1 119 3 3.Cc1 119
1 1.C2 121 3 3.C2 121
2 2.1 113 4 4.1 113
2 2.2 114 4 4.2 114
2 2.3 115 4 4.3 115
2 2.4 116 4 4.4 116
2 2.5 117 4 4.5 117
2 2.6 118 4 4.6 118
2 2.C1 119 4 4.C1 119
2 2.C2 121 4 4.C2 121

C1 et C2 correspondent au pool des échantillons de la série 4 (tissus non tumoraux) tels que C1=4.1+4.2+4.3etC2 =
4.4+45++4.6.

Analyse LC-MS/MS (nanoLC-LTQ-Orbitrap)

L’analyse LC-MS/MS a été réalisée avec un systéme nanolLC-LTQ-Orbitrap. Pour un temps

d’analyse LC-MS/MS de 2h, le spectromeétre de masse a alterné une acquisition MS a haute
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résolution (60 000) dans I'Orbitrap avec les acquisitions MS/MS des 6 ions multichargés les plus
intenses. Six acquisitions MS/MS a basse résolution sont réalisées dans le piege ionique linéaire LTQ
et 6 acquisitions a haute résolution (7500) dans I'Orbitrap avec une énergie de fragmentation
importante (50%) afin de favoriser I'observation des ions rapporteurs ITRAQ. Une exclusion des ions

analysés pendant 30 sec permet d’analyser les ions de plus faibles intensités.

Traitement des données

Proteome Discoverer 1.4

Les spectres MS/MS ont été comparés aux spectres théoriques issus de I'ensemble des
séquences protéiques humaines (complete genome, UniprotKB), soit plus de 68000 séquences avec
les modifications fixes suivantes : +304.205 (ITRAQ 8 plex) sur les amines N-terminales et K, +57.021
(carbamidomethyl) sur les cystéines. Les modifications variables appliquées sont +15.995
(oxydation) sur M et P, +0.984 (déamidation) sur N, +79.966 (phosphorylation) sur S,T,Y. Le module
PhosphoRS 3.0 a été utilisé pour calculer une probabilité lors de la présence de plusieurs sites de
phosphorylation sur un méme peptide. Les peptides identifiés sont filtrés sur la base d’un FDR
<0.01, d’un Peptide Rank =1 et d’un niveau de charge du précurseur <4. L’erreur sur la masse de
I'ion précurseur est fixée a 25 ppm. L’erreur sur la masse des ions fragments est 0.7Da (spectre CID)
ou 0.05 Da (spectre HCD).

X-Tandem dans GPM

X-tandem sous sa version intégrée a GPM manager a été téléchargé sur le site FPT suivant :

ftp://ftp.thegpm.org/projects/gpm/gpm-xe-installer/. Installée localement, une interface web

permet une identification suivant le méme principe de PD 1.4. La méme base de séquences
humaines a été utilisée ainsi que les mémes paramétres d’interrogation. X-tandem ne lisant pas le
format de fichiers produit par les instruments Thermo Scientific, les données produites par le LTQ-
Orbitrap ont été converties en format mzXML par Proteowizard

(http://proteowizard.sourceforge.net/). GPM manager dispose d’une interface qui permet le

classement des protéines identifiées par fonction cellulaire, compartiment cellulaire ou fonction
moléculaire (d’apres la Gene Ontology)

Quantification ITRAQ

La quantification ITRAQ a été réalisée par le module Reporter lon Quantifier de PD 1.4. Les
données quantitatives brutes ont également été exportées sous forme de tableau Excel et une

macro VBA a été développée pour permettre le traitement des données utilisant la moyenne des
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ions rapporteurs 119 et 121 comme dénominateur pour le calcul des ratios ITRAQ. Une autre macro
VBA a été créée pour aligner les séquences identiques provenant des différentes séries puis extraire
de l'alignement les peptides communs aux 4 séries de marquage ITRAQ. L'ensemble de la
programmation VBA représente 2300 lignes de code.

Diagramme de Venn

Les diagrammes de Venn ont été réalisés par une application disponible en ligne a I'adresse

suivante : http://www.bioinformatics.lu/venn.php.

pLogo

pLogo est accessible en ligne a I’adresse suivante http://plogo.uconn.edu/. Le logiciel permet

d’aligner une séquence sur un acide aminé central et calcule la représentation des acides aminés
adjacents. Plus un acide aminé est observé fréquemment a une position donnée, plus la taille de
son caractere est importante.

MeV et Genesis

MeV et Genesis sont des logiciels de traitement des données de type microarray. lls peuvent

étre téléchargés aux adresses suivantes : http://www.tm4.org/mev.html et

http://genome.tugraz.at/genesisclient/genesisclient download.shtml. Mev nécessite I'installation

préalable du logiciel R (http://cran.univ-lyonl.fr/).

La classification hiérarchique a été réalisée avec Genesis en utilisant les parameétres suivants :
euclidian distance et complete linkage clustering. Les tests statistiques ont été produits par le

logiciel MeV.

4.3 Résultats

4.3.1 Préparation des échantillons

Digestion trypsique et dessalage des peptides

La gestion de 24 échantillons pose un probléme technique lié au temps de préparation
nécessaire a chaque échantillon. Les biopsies devant étre utilisées également pour d’autres
analyses, elles ont été découpées en 4 a 5 morceaux de 50-100 mg environ (soit 1 a 2 mm de c6té).
Cette étape réalisée sous hotte a flux laminaire et a 4°C a été la manipulation la plus délicate de
I’ensemble du protocole, avec un temps nécessaire a chaque échantillon tres different, de quelques

secondes a quelques minutes. Les autres étapes, broyage, réduction, alkylation, digestion par la
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trypsine ont été réalisés en une seule fois. Apres trypsinolyse, les extraits sont acidifiés et le
surnageant obtenu apreés centrifugation est injecté via le systéme HPLC dans la colonne de Sep Pak

tC18.
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Figure 41. ChromatographieHPLC-tC18 aprés trypsinolyse des biopsies. La fraction éluée par 60% d’acétonitrile est
collectée entre 6 et 8 min.

La Figure 41 présente un chromatogramme type de la premiére Chromatographie HPLC-tC18.
Une injection de 1% TFA produit un petit pic a 1 min (< 0.1 DO), une injection d’échantillon produit
plusieurs pics. Seul le pic a 7 min est collecté, il correspond a un palier de 60% d’acétonitrile. Le
dernier palier a 90% d’acétonitrile est utilisé pour régénérer la colonne.

Lors des différentes étapes les échantillons ont été pesés afin de vérifier le caractére

guantitatif de I’extraction des protéines et de la digestion trypsique (Fig. 42).
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Figure 42. Corrélation entre le poids des échantillons bruts et des extraits apres digestion trypsique. L’abscisse
correspond a la pesée de la biopsie. Les ordonnées correspondent aux pesées des extraits secs; culot aprés
trypsinolyse et centrifugation (a gauche), peptides apres HPLC-Sep Pak C1 8 (au milieu), somme des 2 fractions (a
droite).
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La Figure 42 montre une variabilité importante du poids d’extraits peptidiques par rapport au
poids du foie de départ, avec un rendement de 6,8% + 2.4 (m % SD) par rapport au foie frais. Si la
somme culot + peptides est comparée au poids frais, la corrélation est améliorée (r=0,86).
L’extraction est donc quantitative et la variabilité observée est certainement a mettre en paralléle

avec I'hétérogénéité des échantillons. Cette hétérogénéité est particulierement visible en fin de
broyage des biopsies : la couleur du broyat varie du rouge au vert et la formation d’'un anneau de

lipide est plus ou moins visible.

Chromatographie TiO,

La chromatographie TiO, a été réalisée a I'aide d’un systeme HPLC disposant d’un détecteur
UV. La Figure 43 présente les trois chromatogrammes obtenus apres injection de I’échantillon,
injection du tampon de charge seul, et injection du tampon d’élution des phosphopeptides. Au vue
de l'intensité des pics respectifs, la majorité des peptides ne sont pas retenus par la colonne TiO,, La

deuxieéme injection correspond au tampon de charge seule (1M TFA, 1M acide glycolique, 20%ACN)

et produit un pic dont I'intensité est essentiellement due a I'acide glycolique. La troisieme injection

qui correspond a I'élution des phosphopeptides par NH4OH 1M produit un pic qui est spécifique des
peptides.
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Figure 43. Chromatographie TiO,. La purification TiO2 est réalisée par 3 injections successives : (1) échantillon dans le
tampon de charge 1M TFA 1M ac. Glycolique 20% ACN, (2) tampon de charge, (3) tampon d’élution 1M NH,OH.

La fraction éluée de la colonne TiO, a été ensuite dessalée par Sep Pak tC18 et séchée sous

vide (Speed Vac), puis remise en solution dans 20 pL d’une solution acétonitrile / eau (50/50). Le
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marquage ITRAQ doit étre réalisé sur une quantité de peptides inférieure a 100 pg afin d’assurer un
exces de réactif par rapport aux amines N-terminales et aux amines epsilon des lysines. Un dosage

colorimétrique a été réalisé afin de connaitre la quantité de peptides dans la fraction éluée.

Dosage colorimétrique d’une solution peptidique

Un grand nombre de publications utilise le dosage Bradford commercialisé par BIORAD pour
qguantifier les échantillons protéiques. Cependant ce dosage est réputé pour étre sensible a la
nature de la protéine dosée. Deux protéines différentes sont proposées par le fabricant pour
réaliser la gamme d’étalonnage ; I'albumine bovine et les gamma-globulines bovines. Pour une
absorbance donnée, la concentration de gamma-globuline est 2 fois supérieure a la concentration
d’albumine. Si la solution d’albumine est digérée par la trypsine, le signal est alors diminué d’un
facteur 5 a 10 (Fig. 44). Le dosage Bradford n’est donc pas utilisable pour les mélanges peptidiques,
une absorbance pouvant étre simplement due a une trace de protéine entiere dans I'"hydrolysat a
doser. Contrairement au dosage Bradford, le dosage Lowry n’est pas ou peu sensible a la nature de
la protéine contenue dans |’échantillon; I'alboumine ou les globulines produisent une courbe
d’étalonnage superposable. Lorsque I'albumine est digérée par la trypsine, la courbe d’étalonnage
correspondante est légerement au-dessus des courbes d’étalonnage des protéines entiéres. Il est
possible que cette différence ne soit pas due a la nature du standard (peptides ou protéine) mais
aux différences de pureté de l'albumine de départ et de son hydrolysat trypsique . En effet,
I’hydrolysat trypsique a été dessalé par Sep Pak, séché puis pesé. L’étape de chromatographie C18 a

peut-étre éliminé des contaminants présents dans la solution mére d’albumine.

Dosage Bradford Dosage Lowry
(DC protein Assay)
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0.0+¥—
0

Figure 44. Courbes d’étalonnage. A gauche : le dosage Bradford (Bleu de coomassie), a droite : le DC Protein Assay
(dosage Lowry). Courbe bleue : albumine bovine (BSA), courbe verte : gamma-globuline (lg), courbe rouge : hydrolysat
trypsique d’albumine.
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L’ensemble des fractions éluées et des fractions non retenues de la colonne TiO, ont été
dosées au moyen du dosage Lowry. Alors que chaque échantillon chargé sur la colonne de TiO,
correspond a 1 mg de peptides (déterminé par pesée), la fraction non retenue sur la colonne de
TiO;, correspond a 1.3 £ 0.3 mg (m + o). Dans les fractions éluées, la quantité de (phospho)peptides
est en moyenne de 9.8 + 4 ug (m % o). Il faut noter que dans ce cas, les concentrations mesurées
correspondent aux premiers points de la gamme d’étalonnage, zone de la courbe ou le dosage est
le moins précis. Il y aurait donc moins de 10% de phosphopeptides dans un hydrolysat peptidique

de foie.

Marquage iTRAQ

Avec ces estimations, 50 ug de peptides non purifiés sur colonne de TiO; (fraction peptides
totaux) et la totalité des fractions purifiées par chromatographie d’affinité sur TiO, (fraction TiO,)
ont été marqués par le réactif ITRAQ (voir Tableau 12). Le nombre de biopsies ne permettant pas
de réaliser I'analyse par un seul marquage, 4 séries ITRAQ ont été réalisées. Pour les 4 séries, deux
échantillons référence sont présents et correspondent aux pools des tissus sains de la série 4 (voir
Méthodes).

Les quatre séries de marquage ITRAQ ont été réalisées suivant les préconisations du fabricant
en utilisant 1 unité pour les peptides totaux (50 pg) et 1/2 unité pour les phosphopeptides. Apres
avoir réuni en un tube les groupes de 8 échantillons, les 4 séries ITRAQ de la fraction peptides
totaux et les 4 séries ITRAQ de la fraction TiO,, I'excés de réactif iTRAQ a été éliminé par une HPLC

Sep Pak tC18. La Figure 45 présente les chromatogrammes obtenus pour les deux types de séries.
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Figure 45. ChromatographieHPLC-tC18 aprés marquage ITRAQ des échantillons. A gauche : peptides totaux (extrait de
peptides avant purification TiO,), a droite : série phosphopeptides (fraction retenue par la chromatographie TiO,).
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Alors que le pic d’injection observé a 1 min a une intensité inférieure a 0.3 DO pour les séries
ITRAQ des peptides totaux, le pic d’injection des séries de phosphopeptides sature le détecteur.
L’analyse par spectrométrie de masse du pic d’injection des séries de phosphopeptides a montré
exclusivement la présence d’ions monochargés de masse inférieure a 500 m/z. La présence de ce
pic intense pour les séries phosphopeptides traduit donc I’exces de réactif utilisé pour le marquage
de ces séries. Le pic correspondant a 60 % d’acétonitrile (Tr = 6.2 min) a été collecté et concentré

au Speed Vac avant analyse LC-MS/MS.

4.3.2 Répétabilité du protocole

Ne disposant pas de quantités suffisantes de biopsies tumorales pour réaliser des répétitions,
la variabilité liée a la chromatographie sur support de TiO, et au marquage iTRAQ a été étudiée sur
une biopsie humaine non tumorale. Trois morceaux de 100, 67 et 83 mg ont été traités en paralléle.
Apres digestion trypsique et dessalage, la pesée des extraits peptidiques (respectivement 7.85, 4.45
et 5.90 mg) permet de déterminer un rendement d’extraction compris entre 6.6% et 7.85%. Les 3
répétitions ont été remises en solution a 10 mg/mL et 1 mg de chaque extrait a été purifié par
chromatographie TiO, puis dessalé. Les 3 fractions TiO, ont ensuite été quantifiées par le dosage de
Lowry, soit respectivement 14, 13 et 14 ug puis marquées par 0.5 unité iTRAQ chacune avec les
étiquettes 115, 116 et 117. Ces fractions sont appelées Repl (iTRAQ 115), Rep2 (iTRAQ 116) et
Rep3 (iTRAQ 117).

Pour les 3 extraits, les rendements d’extraction de l'ordre de 7% sont identiques au
rendement d’extraction des biopsies tumorales et contréles. La fraction TiO; correspond a 1.4% de
I’extrait peptidique, soit 0.5% de plus que les fractions TiO, des biopsies hépatiques. A titre de
comparaison, 1 mg de peptides de caséines permet de purifier 108 ug de phosphopeptides (n=2),

soit 11% de I'extrait de départ.

Estimation du taux de faux positifs

L'intensité des ions rapporteurs a été déterminée par PD 1.4 au moyen d’un module dédié :
Reporter lons quantifier. Les valeurs brutes ont été exportées avec les données d’identification dans
un fichier Excel puis traitées par une macro VBA. Cette macro VBA crée plusieurs feuilles Excel qui
correspondent a (1) la liste des peptides sans redondance (2) la listes des peptides non
phosphorylés (3) la listes des phosphopeptides (4) la listes des protéines phosphorylées. Elle

permet également de récupérer les données de quantification brute (signal ITRAQ mesuré par
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I’Orbitrap sans normalisation ou calcul de moyennes). La Figure 46 présente les intensités des ions
rapporteurs en fonction de la nature du peptide; phosphorylé ou non. Il apparait que la
phosphorylation ne semble pas influencer la fragmentation HCD ; quelle que soit la nature du
peptide, Les valeurs se distribuent sur plus de 3 ordres de grandeur, 'intervalle interquartile est

identique et les médianes sont comparables.

1075

Intensité (Cps)

102 T T T T T T

115 116 17 115 116 17
(Rep1) (Rep2) (Rep3) (Rep1) (Rep2) (Rep3)
Non -phospho Phospho
ITRAQ

Figure 46. Distribution des données iTRAQ. Distribution des intensités en fonction de la nature du peptide.
Gestion des valeurs manquantes et normalisation

Les valeurs manquantes. Les données relatives aux 3 répétitions contenaient des données
mangquantes. Elles sont restées manquantes et n’apparaissent donc pas sur les différentes
représentations graphiques de la figure ci-dessus. Cependant, le logiciel PD 1.4 propose de
remplacer ces valeurs manguantes par la plus basse des valeurs du marqueur concerné. La Figure
47 présente pour les 3 répétitions la corrélation entre les intensités des ions rapporteurs 115
(Repl1), 116 (Rep2), et 117 (Rep3) par rapport a lintensité de l'ion 117. Les points entourés
correspondent aux valeurs manquantes. lls forment une ligne horizontale et verticale, sans
corrélation avec la deuxiéme coordonnée. Le remplacement des valeurs manquantes aurait été
pertinent si les points concernés étaient groupés en bas de la droite. Mais ici, ils se distribuent sur 3
ordres de grandeurs, générant des faux positifs lors du calcul des ratios. Les données manquantes

n’ont donc pas été substituées par la valeur minimale.
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Figure 47. Corrélation entre des différents ions rapporteurs. Les répétitions de préparation et purification TiO, d’un
foie humain sont marquées par iTRAQ 115, 116, 117. A gauche : corrélation des ions rapporteurs pour chaque scan HCD
identifiant un peptide, a droite : corrélation des ions rapporteurs en moyennant les intensités lorsque plusieurs scan
HCD sont produit pour le méme peptide. Les valeurs manquantes sont entourées.

Valeur moyenne. Un nombre important de peptides sont analysés plusieurs fois. |l est donc
possible de moyenner les intensités ITRAQ quand plusieurs scans HCD sont produits pour le méme
peptide. Cette solution est présentée Fig. 47, graphique de droite. La dispersion des points autour
de la droite y=x diminue et certains points de données manquantes disparaissent. Ce calcul permet
donc d’améliorer sensiblement la qualité des données, il est utilisé par la suite.

Normalisation. La régression linéaire calculée a partir des données ITRAQ brutes définit des
droites d’équation Yi;5 = 0.852X et Y;116=0.767X. En d’autres termes, les signaux des ions
rapporteurs 115 et 116 sont globalement moins intenses que ceux des ions 117. Puisque les mémes
guantités de peptides et les mémes quantités de réactifs ont été utilisées pour chaque échantillon,
la somme des intensités pour les différents marqueurs ITRAQ devrait étre égale. Une normalisation
est donc réalisée pour chaque colonne iTRAQ en divisant les intensités individuelles par la somme
de la colonne. De la sorte, chaque colonne de données présente une somme égale a 1.

Calcul des ratios. L'analyse ITRAQ nécessite I'expression des données sous forme de ratio.
Généralement, les données sont exprimées en fonction d’'un marqueur qui correspond a
I’échantillon de référence. De la sorte, si le ratio est par exemple supérieur a 2, il est possible de
conclure que le niveau d’expression du peptide est 2 fois supérieur dans I’échantillon par rapport a

la référence. En réalisant ce traitement de données pour les 3 répétitions, avec la moyenne des
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intensités comme dénominateur, seulement 0.6% des ratios sont en dehors de l'intervalle [0.5-2]

communément admis comme une zone de variabilité importante (Fig. 48).
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Figure 48. Estimation de taux de faux positif (FP). Analyse en triplicat d’une biopsie humaine et expression des
résultats sur forme de ratio. Les répétitions Repl (iTRAQ 115), Rep2 (iTRAQ 116), Rep3 (iTRAQ 117) sont exprimées en
fonction de leur valeur moyenne p.

4.3.3 Analyse quantitative de 24 biopsies de tumeurs hépatiques sur foie non

fibreux

Analyse LC-MS/MS

Les deux types d’échantillons (peptides totaux et fraction TiO,) marqués dans 4 séries ITRAQ
correspondent a 8 échantillons. Les échantillons peptides-totaux ont été solubilisés dans 150 uL de
TFA 0.1%, les fractions TiO2 ont été reprises par 30 pL, 10 pL de chaque échantillon ont été analysés
par LC-MS/MS, soit 26 ug de peptides. Les analyses ont été réalisées sur un LTQ-Orbitrap XL couplé
a une nanolC avec préconcentration. A titre d’exemple, une analyse LC-MS/MS de chaque type
d’échantillons est présenté Figure 49. En moyenne, les échantillons peptides totaux ont produit
12000 spectres MS/MS alors que les échantillons fraction TiO, ont produit 5500 spectres MS/MS. La
comparaison des chromatogrammes de courant ionique total (TIC) entre les deux types
d’échantillons confirme que les quantités de peptides analysés sont plus importantes pour

I’échantillon de peptides totaux. Les ions 480,29 et 406.33 correspondent au réactif ITRAQ non
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conjugué a des peptides, ils sont les seuls pics intenses des fractions TiO, alors que d’autres pics,
des ions multichargés correspondant a des peptides, sont également présents dans les échantillons

peptides totaux.
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Figure 49. Analyse LC MS/MS des extraits de peptides conjugués au réactif ITRAQ. En haut : intensité du courant
ionique Total (TIC: Total lon current), en bas : intensité du pic de base (BP : Base peak). Les pics sont annotés de la
mesure (m/z) de I'ion le plus intense du spectre.

Deux spectres MS/MS sont produits pour chaque ion parent sélectionné. Un spectre MS/MS
appelé « spectre CID », est produit dans la trappe linéaire, I'autre spectre MS/MS appelé « spectre
HCD » étant produit dans I'Orbitrap aprés fragmentation de I'ion dans la cellule HCD. Un exemple
de spectres CID et HCD est présenté dans la Figure 50. Le spectre CID est représentatif des spectres
CID de phosphopeptides dont la sérine ou la thréonine sont phosphorylées. La perte de neutre
(perte d’acide phosphorique, 98 u) produit un ion majoritaire et les ions fragments b et y sont peu
nombreux et peu intenses. Le spectre HCD est réalisé avec une énergie de collision normalisée de
50, soit une augmentation de 15 sur I’échelle de I'instrument par rapport a I'énergie habituellement
utilisée pour fragmenter les peptides. Ce réglage particulier permet de favoriser I'observation des
ions rapporteurs ITRAQ, au détriment des ions fragments. Les spectres HCD produits dans ces
conditions sont donc peu utiles pour I'identification des séquences peptidiques, mais ils permettent
une mesure précise des ions rapporteurs. La résolution de I'Orbitrap (7500 pour les spectres HCD)
permet une séparation des ions rapporteurs d’éventuels contaminants. Les exemples de spectre

CID et HCD de la Figure 50 correspondent a un ion 2 fois chargé (m/z = 546.25). Le spectre CID
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présente un ion majoritaire, 49 u en dessous de la masse du précurseur. Cet écart de masse est
caractéristique de la perte de neutre qui correspond a I’élimination du phosphate (98 Da), les
autres fragments sont alors peu intenses. Le spectre HCD ne présente pas de perte de neutre, les
fragments observés sont peu nombreux et les ions majoritaires correspondent aux ions rapporteurs
iTRAQ. En insert, le zoom présente les données en mode profil dans I'intervalle 113-121 m/z. Pour
ce peptide, les deux références 119 et 121 sont plus intenses que les ions rapporteurs 113 a 118 qui
correspondent aux tumeurs. La présence d’un ion de m/z = 120.08 correspond certainement a l'ion
immonium d’une phénylalamine présente dans la séquence, alors que l'ion m/z = 113.73 ne
correspond a aucun ion immonium. Ici, la présence d’ions contaminants démontre l'intérét de
réaliser la mesure avec une résolution élevée. Sur I'ensemble des spectres MS/MS, des
contaminants ont été observés a différents m/z : 113.07, 113.36, 113.39, 113.72, 114.48, 114.55,
114.66, 114.88, 115.09, 115.18, 115.41, 115.46, 115.59, 115.70, 115.87, 115.96,116.07, 116.25,
116.54,116.79, 116.98, 117.04, 117.17, 117.97, 118.01, 118.07,118.35, 118.48, 118.81, 119.26,

119.74, etc. Pour tous ces ions, les intensités représentent entre 1 et 30% de l'intensité de I'ion

iTRAQ adjacent.
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Figure 50. Spectres MS/MS de I'ion 546.26. A gauche : mesure dans la trappe linéaire (spectre CID), a droite : mesure
dans I'Orbitrap (spectre HCD). En insert un zoom correspondant aux fragments rapporteurs 113 a 121. Ici les spectres
MS/MS CID et HCD ne permettent pas d’identifier le phosphopeptide analysé.

Caractéristiques des peptides identifiés

Identification des peptides par PD 1.4. Les peptides identifiés par Proteome Discoverer 1.4
(voir Matériel et Méthodes) ont été exportés dans Excel et une macro VBA permet d’extraire les
principales caractéristiques des peptides identifiés (Tab.14) :

e Le pourcentage de phosphopeptides
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e Le nombre de peptides avec 1, 2 ou 3 phosphates

e Les sites de phosphorylation S, T,Y

e Le pourcentage de peptides marqués par iTRAQ (Cette option a été utilisée dans un
premier temps pour évaluer |'efficacité de marquage)

e Le dernier acide aminé (K, R ou autre).

Tableau 14. Caractéristiques des échantillons fraction TiO, et peptides totaux*.

Echantillons TiO, Echantillons petides totaux
Peptides Protéines Peptides Protéines

0Phos. 187 84 2024 533
1Phos. 270 146 2 2
2 Phos. 43 38 0 0
3 Phos. 2 15 0 0
phospho. 315 214 2 2
phospho. (%) 63 72 0 0
pS 321 2
pT 39 0
pY 2 0
Peptides avec 0 ITRAQ 0 0
Peptides avec 1 ITRAQ 307 967
Peptides avec 2 ITRAQ 191 1055
Peptides avec 3 ITRAQ 4 4
C-ter=K 184 1047
C-ter=R 279 945
C-ter (non R/K) 39 34
Total " 502 " 2026

* Pour les deux types d’échantillons, les données des 4 séries ITRAQ ont été regroupées. Les valeurs correspondent au
nombre de peptides uniques (les doublons ont été éliminés).

Efficacité du marquage ITRAQ (Tab. 14). Une analyse préliminaire par PD 1.4 a été réalisée en
fixant la modification ITRAQ comme dynamique (i.e. variable), laissant ainsi au logiciel la possibilité
d’identifier des peptides marqués ou non. Avec ces parametres, aucun peptide non marqué n’a été
identifié ; a la totalité des amines N-terminales et des amines epsilon des lysines sont donc
couplées au réactif ITRAQ. Aucune arginine n’est conjuguée au réactif. Les interrogations suivantes
ont donc été réalisées en considérant le marquage iTRAQ comme statique (i.e. systématique) sur
les amines concernées.

Caractéristique des échantillons de peptides totaux (Tab. 14). Pour les échantillons de
peptides totaux, aucun enrichissement TiO, n’a été réalisé et seuls 2 phosphopeptides sont
identifiés sur les 2024 peptides identifiés. Dans les conditions d’analyses utilisées, il apparait
clairement que la complexité du mélange ne permet pas la détection de phosphopeptides sans
enrichissement de cette fraction minoritaire. La population de peptides identifiés contient en

position C-terminale autant de lysines que d’arginines. Fort logiquement, 50% des peptides sont
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marqués par 2 ITRAQ (peptides avec une lysine C-terminale), les 50% restant ne portant qu’un seul
réactif ITRAQ (peptides avec une arginine C-terminale). Quelques rares peptides sont marqués par
3 ITRAQ et correspondent a peptides dont la digestion par la trypsine est incomplete ; la lysine
supplémentaire est alors marquée par un troisieme réactif ITRAQ.

Caractéristiques des échantillons fraction TiO, (Tab. 14). La proportion de phosphopeptides
dans les échantillons TiO;, (63%) est inférieure a la proportion de phosphopeptides obtenue a partir
d’un foie de souris (75%, voir chapitre 3). Par contre la proportion pS/pt/pY (100/10/1) est
identique aux proportions observées précédemment.

Dans ces fraction TiO,, I'analyse des acides aminés N-terminaux montre que la proportion de
peptides comportant une arginine N-terminale est anormalement élevée, avec un ratio K/R = 1.5
alors que K/R = 1 pour la fraction de peptides totaux. (Tab. 14). Il faut noter que le ratio élevé est
propre aux fractions TiO, marquées par ITRAQ, les fractions TiO, non marquées ayant une
proportion K/R = 1 (Chap 3, Tab. 11). Un test du Chi 2 permet de vérifier que la différence de
proportion est significative uniquement entre les échantillons TiO, + ITRAQ (p<0.001). La
surreprésentation des peptides a arginine n’est donc pas spécifique de la purification TiO;, ou du
marquage ITRAQ mais de I'association « purification TiO, + marquage ITRAQ ». Fort logiquement,
cette proportion K/R anormalement élevée se répercute sur la proportion de peptides marqués
avec 1 ou 2 ITRAQ. Cette observation n’est pas expliquée ; une partie des phosphopeptides portant

une lysine N-terminale ne sont pas analysés par le spectrometre de masse.

Analyse quantitative des données relatives aux références C1 et C2.

Pour chaque série ITRAQ, les ions reporteurs 119 et 121 correspondent aux échantillons
références C1 et C2. Ces échantillons sont chacun des mélanges de 3 tissus normaux analysés
auparavant par le groupe du Pr Zucman-Rossi (U674) et dépourvus de mutations associées au
carcinome hépatocellulaire. Les ions 119 et 121 devraient donc présenter des corrélations fortes et
un ratio 119/121 compris dans l'intervalle [0.5-2]. La Figure 51 présente la corrélation entre C1 et
C2 ainsi que les ratios 119/121 pour I'ensemble des peptides identifiés dans les fractions TiO; et les
fractions peptides totaux; 0.6% des ratios sont en dehors de l'intervalle [0.5-2]. Les 40 ratios
significativement différents de 1 peuvent correspondre a des peptides exprimés a des niveaux
différents entre C1 et C2. Ici, ils sont considérés comme de « vrais » faux positif dus aux erreurs de

mesure.

- 145 -



102

1073
3.57 Faux positifs = 0.6%

104 21

iTRAQ 121 (C2)

Ratio (119/121)

8365

10°¢

r’=0.98, p<0.0001

T1o

10-7 10-6 10-5 104 10-3 102 0 2000 4000 6000 8000 10000

Peptide
iTRAQ 119 (C1)

Figure 51. Analyse des variations entre C1 et C2. A droite : corrélation pour I'ensemble des valeurs 119 (C1) et 121 (C2)
obtenues avec toutes les fractions TiO, et toutes les fractions de peptides totaux. A gauche : ratio 119/121.

Un certain nombre de spectres HCD ne présente un signal que pour I'un ou l'autre des deux
ions rapporteurs, bien que le logiciel PD 1.4 propose un remplacement des valeurs manquantes par
la valeur minimale de la série. Comme pour le jeu de données précédents, I'utilisation de ce
parameétre se traduit sur le graphique de corrélation par la formation d’une fleche pointant vers
I'origine, c’est a dire une absence de corrélations entre C1 et C2 pour les intensités faibles.

La qualité de la corrélation entre les intensités 119 (C1) et 121 (C2) a été vérifiée pour
chacune des 4 séries de marquage (r<0.98, p<0.0001). Ayant également vérifié que la moyenne des
intensités m(119, 121) pour les références C1 et C2 permettait de diminuer la dispersion des points de
part et d’autre de la droite de régression linéaire, les ratios ITRAQ ont été calculés avec comme

dénominateur la moyenne des intensités iTRAQ 119 et iTRAQ 121.

Détermination des faux positifs a partir de la série 4

La série 4 contient les 6 biopsies normales utilisées en mélange 3 par 3 pour constituer les
références C1(119) et C2(121). Les moyennes des ratios individuels pour iTRAQ-113, -114, -115
d’une part, et -116, -117, -118 d’autre part devraient donc étre égales aux ratios de iTRAQ-119 et -
121 respectivement.

Pour la fraction TiO,. 118 phosphopeptides sont identifiés et quantifiés dans la série 4. Sur les
236 ratios calculés, 231 ratios sont compris dans I'intervalle [0.5-2] et 5 ratios sont supérieurs a 2,
soit 2% de résultats faux positifs. La Figure 52 présente un exemple de spectre HCD pour les deux

cas de figure rencontrés. A gauche, les signaux iTRAQ sont similaires. Si iTRAQ-118 est moins
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intense, son ratio est pondéré par les ratios iTRAQ-116 et -117 et leur moyenne est proche de 1. A
droite, il apparait clairement que la moyenne des signaux m(i13,114,115) €t M(16,117,118) €st 3 fois
supérieure au signaux 119 et 121. Dans ce cas, la comparaison des ratios aboutira a une conclusion
illogique ; mélanger 3 solutions ne peut pas aboutir a un mélange 3 fois moins concentré. Aucune
explication ne permet d’expliquer ces 2% de quantifications aberrantes. Ces quantifications
aberrantes dans la série 4 ont été utilisées pour éliminer les peptides correspondants dans les

séries de tumeurs.

CHC120921_E453451 AT 3732 AV 1 NL: 28484 CHC120821_E4 82287 RT: 2762 AV: 1 NL: 1384
T: FTHS +p NS4 Full ms2 508 28@hcd50.00 [100.00-1 535.00] T: FTMS + pNSId Full ms2 1162 34@ hod50 00 [100.00-2000.00]
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Figure 52. Intensité des ions rapporteurs de la série 4. A gauche : intensités généralement observées, le calcul des
ratios permet de vérifier que 119(C1) et 121 (C2) sont respectivement un mélange de 113, 114, 115 et 116, 117, 118, a
droite : distribution anormale des intensités.

Identification des peptides communs aux différentes séries

Quatre séries de marquage iTRAQ ont été réalisées, dont trois contiennent les biopsies
tumorales. Pour les trois listes de peptides correspondantes, le point commun de ces listes est la
présence pour chaque peptide d’au moins un ion iTRAQ 119 ou 121 afin de permettre le calcul des
ratios. En d’autre terme, Si un peptide est identifié dans une série, il devrait également étre
identifié dans les autres séries puisque C1 (119) et C2 (121) sont présents dans toutes les séries.
L'analyse de la redondance entre série est illustrée par des diagrammes de Venn et montre un tout
autre résultat ; le recouvrement des listes de peptides est faible (Fig. 53). Pour la fraction peptide
totaux, 402 peptides sont communs aux trois séries de tumeurs. Pour la fraction TiO,, 'ensemble
des peptides communs aux 3 séries de biopsies tumorales représente 1/3 des peptides identifiés,

soit 109 peptides.
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Fig. 53. Diagramme de Venn. A gauche : peptides totaux, a droite : peptide de la fraction phosphorylée.

Caractéristiques générales des protéines identifiées

L'utilisation des annotations de la Gene Ontology (GO) permet de classer les protéines
identifiées par compartiment cellulaire,activité cellulaire ou fonction moléculaire. La majorité des
protéines identifiées sont d’origine cytoplasmique, mitochondriale, et nucléaires. L'application

internet String (http://string-db.org) permet de tracer le réseau des interactions connues pour

I’'ensemble des protéines identifiées (Fig. 54). Avec le jeu de protéines identifiées, des groupes de
protéines de dessinent et correspondent aux enzymes du métabolisme (glucides, lipides,
protéines), aux enzymes de la détoxification, au ribosome et facteurs associés, aux protéines de
choc thermique, aux protéines associées a I’ADN, aux protéines de la matrice, du cytosquelette et
aux anticorps.
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Figure 54. Relations entre les protéines identifiées. Les protéines sont reliées entre elles quand une relation est établie
par les bases de données de séquences, d’interactions, de structures, d’articles.
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Classification hiérarchique

Vue globale. La classification hiérarchique a été réalisée en considérant chaque peptide
comme un gene. Chaque ligne correspond donc a un peptide et chaque colonne a une biopsie. Ici, il
ne s’agit pas de déterminer uniquement les ratios significativement différents entre tumeurs (T) et
non tumeurs (NT) mais de regrouper les biopsies dont les profils d’expressions sont proches. Seuls
les peptides dont les niveaux d’expression sont significativement différents entre T et NT ont été
utilisés pour cette classification.

La classification hiérarchique montre une hétérogénéité des biopsies, que ce soit pour les
peptides de la fraction TiO; et les peptides de la fraction peptides totaux (Fig. 55). Il est cependant
possible de discerner des clusters de lignes a dominante verte (peptides sous exprimés dans les
tumeurs par rapport aux tissus sains) et des clusters de lignes a dominante rouge (peptides
surexprimés dans les tumeurs par rapport aux tissus sains).

Pour les peptides totaux comme pour la fraction TiO, la classification hiérarchique des
biopsies permet de vérifier que les tissus non tumoraux sont effectivement regroupés dans un
cluster unique. Il est intéressant de constater que les contréles C1 et C2 de chaque série forment
deux sous-groupes distincts. Bien que les ratios soient exprimés en fonction de la moyenne de C1 et
C2, la classification hiérarchique identifie des différences suffisantes pour reconstituer d’une part
un sous-groupe C1, d’autre part un sous-groupe C2. Puis les foies sains s’agregent sur ces deux
sous-groupes a un niveau supérieur de I'arborescence car leur variabilité individuelle les distingue
des références C1 et C2.

Pour les peptides totaux, on observe que les biopsies 1.2 et 1.3 ont une signature proche des
foies sains ; elles forment un groupe qui s’agrége sur le groupe des biopsies NT (Fig. 55 A).Pour les
phosphopeptides, les biopsies 1.1 et 1.2 forment également un groupe proche des biopsies NT
auquel vient s’ajouter la biopsie 2.1. On peut constater que les phosphopeptides seuls permettent
de distinguer plus nettement le groupe des tumeurs du groupe des non tumeurs (Fig. 55 C). Par
contre, si on ajoute les peptides contaminants de la fraction TiO, a la liste des phosphopeptides, un
groupe supplémentaire de biopsies tumorales se rapproche des biopsies non tumorales (Fig. 55 B).

En comparant les trois classifications hiérarchiques de la Figure 55, il apparait que la
distinction entre T et NT est plus nette avec les données provenant de I'analyse des peptides
totaux. Il est probable que le plus grand nombre de peptides utilisés pour cette classification

améliore la séparation entre tumeurs et non tumeurs. Cependant, les phosphopeptides permettent

- 149 -



un classement similaire (en exceptant la biopsie 2.1) avec un nombre de ligne (i.e. peptides) réduit

de deux tiers.
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Fig. 55. Classification hiérarchique des biopsies. Chaque ligne correspond a un peptide, chaque colonne a une biopsie.
Seuls les peptides significativement différents entre les tumeurs (T) et non tumeurs (NT) sont utilisés pour la
classification. A: fraction des peptides totaux (106 peptides significatifs entre tumeurs et non tumeurs sur 426
peptides), B : fraction TiO,, phosphopeptides et peptides acides (54 peptides significatifs sur 104 peptides) C: fraction
TiO,, phosphopeptides uniqguement (36 peptides significatifs sur 66 phosphopeptides).
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Cohérence des clusters de peptides et variabilité des échantillons.

Un premier niveau d’analyse permet de constater que des clusters regroupent des peptides
appartenant a une méme famille de protéines. Pa exemple, le cluster présenté dans la Figure 56
regroupe 11 peptides qui correspondent a des peptides des collagenes COL1A1, COL1A2, COL3A1.
Ces peptides ont un profil d’expression trés similaire entre eux (comparaison ligne a ligne) mais il
apparait clairement trois groupes de biopsies (comparaison colonne a colonne); un groupe sur
exprimant les peptides (colonnes de carrés rouges), un groupes sous exprimant les peptides
(colonnes de carrés verts) et un groupe dont le niveau d’expression est égal a celui des non tumeurs
(colonne de carrés noirs). Malheureusement, pour les biopsies tumorales, ces profils d’expression

ne sont pas associés a une caractéristique particuliere.

POS123"COL1A2 " Collagen alpha-2(1) chain"gEpGApGERGTpGQTGAR
PO2452"COL1AT"Collagen alpha-1([) chain"gESGPSGPAGPTGAR
POB123"COL1AZ2"Collagen alpha-2() chain"gEAGARGPAGPAGPR
PO2452"COL1AT"Collagen alpha-1() chain"d GEAGAQGPpGPAGPAGER
POB123"COL1AZ"Caollagen alpha-2() chain"gETGPSGPVGPAGAVGPR
POZ481"COLIAT"Collagen alpha-1(ll) chain"gEV&PAGSpGSnGApGOR
PO8123"COL1A2"Collagen alpha-2([) chain"gApGAVGAPGPAGATGDR
POZ452"COL1AT"Callagen alpha-1() chain"gLTGSpGSpGPDGK
PO2451"COL3AT Callagen alpha-1(lll) chain"gSpGGpGAAGFpGAR
POZ481"COL3IAT"Callagen alpha-1(ll) chain"dGNpGSDGLPGR
PO2451"COL3A1 Callagen alpha-1{lll) ehain"gRpGLp GAAGAR

FEPARIAT S T A AR T ke = e

-

Fig. 56. Regroupement de familles protéiques. Le groupe est constitué de 21 peptides dont 19 correspondent au
Collagéne 1A1 (P08123), au collagéne 1A2 (P02452), Collagéne 3A1 (P02461).

De la méme maniére, un cluster de peptides contient 7 peptides de carboxypeptidase. Treize
peptides d’hémoglobines alpha et beta, les deux sous unités de I’'hémoglobine sont également
regroupées en un seul cluster. Dans tous ces cas de cluster de peptides qui identifient une protéine

ou une famille de protéines, le profil d’expression des peptides dépend de la biopsie analysée.

Niveaux d’expression protéique significativement différents entre tumeurs et tissus normaux

Le logiciel Mev (voir Méthodes) a été utilisé pour extraire les données significativement
différentes entre les 18 tumeurs et les 6 tissus sains. La liste compléete des peptides est présentée
en annexe.

Fraction des peptides totaux.

73 peptides sont surexprimés dans les tumeurs, ils correspondent a 49 protéines dont :

e Des protéines de la maturation/dégradation des protéines : HSP9OAA1, HSP90BI1,
HSPD1, HSPA1B, HSPA5, HSPA9, des isomérases (PPIA, P4HB, PDIA6), la valosin-
containing protein (VPC), 2 protéines de I'ubiquitination (UBC, UBA1)

e Des protéines du stress oxydatif (PRDX1, TXN)
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Des protéines de la réplication et de la transcription : EEF1G, HNRNPK, HIST1H1C,
HIST1H2AH, HIST1H2BK, HIST1H4A

Des protéines du cytosquelette : ACTN4, CALM1, MYL6, TPM3, TUBA1C, TUBB, VIM
Des protéines associées a la détoxification : AKR1C4, EPHX1, EPHX1, CES1

Des enzymes de la glycolyse : ENO1, GAPDG etPGK1

55 peptides sont sous exprimés dans les tumeurs par rapport aux tissus sains et

correspondent a 26 protéines parmi lesquelles :

Des enzymes de la glycolyse : ALDOB, FBP1, GAPDH

Des enzymes de la détoxification : ADH1A, ADH2A et ADH4, GSTA2, AKR7A3, ALDH1B1
Des protéines du métabolisme des acides gras : FABP1, ECHS1, ACSL1

Des protéines sériques : ALB, HBB

Des enzymes du métabolisme des acides aminés : BHMT, SHMT1

Des enzymes du cycle de 'urée : CPS1, ASS1

Fraction TiO,

Les 19 phosphopeptides surexprimés dans les tumeurs par rapport aux tissus sains

correspondent a 14 protéines dont :

Une protéine nucléaire de fonction inconnue : Neuroblast differentiation-associated
protein(AHNAK)

La calnexine (CANX)

Ras GTPase-activating protein-binding protein 1, endoribonucléase liant le domaine
SH3 de RASA1 (une protéine activant les Ras GTPase)

Deux protéines de la transcription des ARN: Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
U-like protein 2 (HNRNPUL2); cette protéine lie les pré-mARN dans le noyau et
semble modifier entre autre la maturation des ARN, Transcription elongation factor A
protein 1(TCEA1) ; protéine nécessaire au fonctionnement de I’ARN polymérase |l
Deux protéines associées a la maturation des ARN par le spliceosome (SRRM1 et
THRAP3)

Nuclear casein kinase and cyclin-dependent kinase substrate 1 (NUCKS1); protéine

nucléaire de fonction inconnue
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Les 15 phosphopeptides sous exprimés dans les tumeurs par rapport aux tissus sains

correspondent a 15 protéines dont :

L'UDP-glucose 6-déhydrogenase qui est impliquée dans la biosynthése des
glycosaminoglycanes, constituant de la matrice extracellulaire

L’enzyme 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha (BCKDHA) impliquée dans le
catabolisme des acides aminés Leu, lleu et Val

Calcium-regulated heat-stable protein (CARHSP1); protéine qui inhibe Ia
gluconéogénese en inhibant notamment G6Pc et PEPCK1 (Fan et al., 2011)

La protéine Src substrate cortactin (CTTN) impliquée dans I'organisation du
cytosquelette

Le facteur Eukaryotic translation initiation factor 4B (EIF4B) nécessaire a la liaison de
I’ARN au ribosome

L’Acétyl-coenzyme A synthétase, cytoplasmique (ACSS2)

La Glutathione S-transférase (GSTA3) intervenant dans les processus de détoxification
des composés électrophiles

La Ras GTPase -activating-like protein (IQGAP2) qui lie CDC42 and RAC1 activés
NDRG2, protéine qui contribue a la régulation de la voie Wnt

PRKACB, Protéine kinase AMPc-dépendante

La Starch-binding domain-containing protein 1 (STBD1): protéine probablement

membranaire pouvant lier les sucres.

La liste compléte des peptides et phosphopeptides dérégulés dans les tumeurs est présentée

en annexe.

Analyse des motifs d’acides aminés

Les kinases sont des enzymes spécifiques a la fois pour I'acide aminé phosphorylé et les

acides aminés environnants. pLogo (voir Méthodes) est un logiciel en ligne qui permet d’estimer

une surreprésentation (ou une sous-représentation) de certains acides aminés dans une séquence.

Pour les 19 séquences phosphorylées qui sont significativement surexprimées dans les tumeurs, le

motif —(S/T)P- est présent 17 fois. La soumission de ces 19 séquences permet de vérifier que le

motif SP est effectivement surreprésenté dans le groupe de phosphopeptides par rapport a
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I’ensemble des séquences humaines (Fig. 57). La surreprésentation du motif —(S/T)P- est également
vérifiée par rapport a I'’ensemble des phosphopeptides identifiés (test Chi2, p<0.05). Par contre, le
groupe des phosphopeptides significativement sous-exprimés ne présente pas une
surreprésentation significative du motif —(S/T)P- (5 séquences sur 15). Pour les tumeurs analysées,

Il 'y aurait donc une activation de kinases proline directed ou une inhibition des phophatases

correspondantes.
— FG - unknown; BG - Human protein ~
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Figure 57. Analyse pLogo. Motif présent pour les phosphopeptides surexprimés dans les tumeurs sur foie non fibreux,
le motif —SP- est surreprésenté.

4.4 Discussion

Hétérogénéité des biopsies. Le carcinome hépatocellulaire est le troisi€me cancer en termes
de mortalité dans le monde. Le séquencage a haut débit de tumeurs suggere que les mutations
sont plus nombreuses et hétérogenes qu’attendues (Li and Mao, 2012) et des études bio-
informatiques ont montré que plus d’'une douzaine de voies de signalisation majeures étaient
affectées par ces mutations (Parsons et al., 2008). Les analyses protéomiques ont également
identifié une grande variété de protéines dérégulées (Kuramitsu and Nakamura, 2006) mais a ce
jour seul le dosage de l'alpha foetoprotéine est utilisé a des fins de diagnostic. Les analyses
phosphoprotéomiques de biopsies CHC sont beaucoup plus rares dans la littérature et elles sont
réalisées sur un nombre réduit de biopsies ; entre 1 et 3 (Lee et al., 2009; Song et al., 2011). L’étude
qui a été réalisée ici est la premiére analyse a la fois protéomique et phosphoprotéomique réalisée
sur un nombre conséquent de biopsies (18 tumeurs et 6 tissus sains) avec une sélection particuliere
des biopsies. La plupart des CHC apparaissent sur des foies fibrotiques. Seul quelques pourcents des
CHC sont détectés sur des foies non fibrotiques (nf-CHC). Cette catégorie particuliére de CHC n’est

donc pas représentative du CHC mais elle correspond a un cas particulier et présente l'intérét de
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dissocier les événements moléculaires propres au cancer des événements moléculaire propres a la
fibrose. On peut cependant noter que les CHC sur foie non cirrhotique (dont la fibrose est aux
premiers stades) représentent en France entre 10 et 20% des CHC (Alkofer et al., 2011; Borie et al.,
2008) et seraient en augmentation sensible, en association avec I'augmentation du syndrome
métabolique dans la population.

La sélection d’un groupe dont la caractéristique (absence de fibrose) est spécifique a
seulement ~5% des patients pourrait correspondre a une population homogene de biopsies. Il
apparait clairement une hétérogénéité des biopsies qui les définit chacune comme un échantillon
unique ; aucun critére anatomo-pathologique n’est commun a deux biopsies. Si certains critéres
sont significativement surreprésentés (78% d’hommes, 61-67% de patients alcooliques, 67%
d’invasion vasculaires, 50% de mutation CTNNB1), les autres critéres sont peu fréquents et se
distribuent aléatoirement entre les biopsies (stéatoses, stroma fibrotique, mutation P53, nodule
satellite, inflammation, etc). Dans ces conditions, il est improbable de distinguer au sein des CHC
des sous-groupes. Par contre, une comparaison des 18 nf-CHC avec les 6 tissus sains, par définition
plus homogeénes car ne possédant pas de signes distinctifs, a été réalisée.

Avantages et inconvénient du marquage iTRAQ. Le réactif iTRAQ permet d’analyser en une
seule analyse 8 échantillons. Il semblait donc approprié pour I'analyse de 24 échantillons, a
condition d’utiliser une méme référence pour les différentes séries de marquage. Quatre séries de
marquage iTRAQ ont été réalisées, avec 2 références par série. La série 4 a regroupé les tissus sains
dans l'objectif de vérifier que les résultats individuels des tissus sains seraient en accord avec les
deux références, chacune correspondant a un mélange de 3 tissus sains. Cette vérification a permis
d’identifier 2% de peptides dont les ratios étaient différents d’un facteur 2 par rapport aux
références. Ces peptides ont été éliminés de I’analyse. Par ailleurs, chaque série iTRAQ n’a présenté
que 1/3 de peptides communs avec les autres séries. Seuls ces peptides communs ont été utilisés
pour I'analyse quantitative. Enfin, certains peptides n’ont pas produit de signal pour les ions
reporteurs correspondant aux références. Ces peptides ont été également éliminés de I'analyse. En
fin de sélection, il restait 57 phosphopeptides et 36 peptides acides dans la fraction éluée de la
colonne TiO, et 387 peptides dans la fraction peptides totaux. Ce nombre limité de peptides est la
conséquence directe des faibles quantités d’échantillon, entre 50 et 100 mg, de la chromatographie
minimaliste (simple TiO,) et du temps d’analyse LC-MS réduit (2h). Les quantités de biopsies
n’étaient pas ajustables, par contre un temps d’analyse LC-MS plus long aurait probablement

permis d’identifier un plus grand nombre de peptides. La réinjection des échantillons aurait
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également permis d’augmenter la proportion de peptides communs aux différentes séries mais les
guantités de phosphopeptides purifiés, inférieure a 50 ug, n’ont pas permis d’injections multiples.
Enfin, la possibilité d’augmenter le fractionnement en ajoutant par exemple une chromatographie
SCX avant I'analyse LC-MS n’a pas été mise en ceuvre, toujours en raison de la quantité limitée des
phosphopeptides. Ces résultats montrent I'écart important entre la mise en ceuvre d’une technique
sur un échantillon modele, souvent abondant et homogene, et la mise en ceuvre sur des
échantillons cliniques dont les quantités sont limitées.

Aujourd’hui, la nécessité d’un marquage n’est plus impérative. La quantification par label free
s’est généralisée au point de devenir la technique la plus employée pour I'analyse quantitative
globale. Il est certain que cette approche pourrait étre employée pour I'analyse des 24 biopsies.
Techniquement plus facile, elle permettrait également de s’affranchir des problémes associés aux
résultats sous forme de ratios. Dans le cas d’une poursuite du projet sur un plus grand nombre de
biopsies, le dosage label free serait certainement utilisé. La technique iTRAQ conserve cependant
I'intérét de disposer d’un controle interne (la référence) qui permet dans le cas présent la mise en
évidence d’un recouvrement restreint des peptides identifiés entre les séries. La technique label
free ne disposant d’aucune référence interne, ['estimation des différences de type
absence/présence et les différences observées pour les faibles AUC sont difficiles a exploiter, la
sensibilité de I'analyse ne pouvant étre garantie comme constante tout au long des jours voir des
semaines d’acquisition.

Une signature protéomique spécifiques aux nf-CHC. La grande variabilité des tumeurs
analysée n’a pas permis d’établir des groupes significatifs parmi les biopsies nf-CHC. La classification
hiérarchique permet cependant la différenciation entre les tissus sains et les tumeurs. Dans le
groupe des tumeurs, des profils d’expression spécifiques apparaissent mais le nombre
d’échantillons restreint ne permet pas d’identifier un sous-groupe particulier. Si on excepte le
marquage iTRAQ, le protocole mis en ceuvre est simple et robuste. Il serait facilement mis en
ceuvre avec une approche label free pour analyser un panel important de biopsies et établir ainsi
un nombre suffisant de profils protéomiques pour définir des groupes dont on peut espérer établir
un lien avec le diagnostic ou le pronostic.

Les peptides surexprimés dans les nf-CHC. L’analyse de la fraction peptides totaux permet
d’identifier 35 peptides surexprimés et 55 peptides sous exprimés. Des tendances générales se
dégagent de ce jeu de données. Sont surexprimés les protéines de choc thermiques (HP10, 60, 70,

90), les protéines liées a 'ADN/ARN (histones), les protéines de détoxification (carboxyestérase,
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époxide hydrolase), les protéines du cytosquelette (actinine, myosine, tubuline), des protéines ou
enzymes anti-oxydantes (superoxide dismutase, thiorédoxine).

Les protéines de choc thermiques (HSP) sont une famille de protéines dont I'induction permet
aux cellules de survivre dans des conditions de stress. Les HSP sont classées en 6 familles suivant
leur poids moléculaires. Ce sont des protéines chaperonnes nécessaires a la bonnes conformation
des protéines ou a leur élimination dans le cas de dommages irréversibles. Les étude protéomiques
de CHC ont mise en évidence la surexpression de nombreuses HSP (Khalil et al., 2011) et
notamment I'augmentation des concentrations d’"HSP60 (Sun et al., 2009), 70 (Zeindl-Eberhart et
al., 2004) et 90 (Lim et al., 2002; Sun et al., 2010b).

La cellule cancéreuse subit un stress oxydatif et la thiorédoxine (protéine anti-oxydante) ainsi
gue la superoxide dismutase (enzyme anti-oxydante) ont été proposées comme biomarqueurs du
CHC (Tamai et al., 2011). Ces deux marqueurs ont effectivement été identifiés dans les biopsies nf-
cHC. Concernant les enzymes de détoxification, la carboxyestérase 1 en association avec I’AFP a été
récemment présentée comme un biomarqueur performant du CHC (Na et al., 2013). L'expression
de I'époxyde hydrolase est également forte a modérée dans les coupes immunohistochimiques de
CHC (Coller et al., 2001). La surexpression de la carboxyestérase 1 et de I"époxyde hydrolase ont
bien été mises en évidence dans les biopsies nf-CHC, en association avec la ferritine qui peut
également traduire une inflammation.

Une augmentation du niveau de la glycolyse dans la production d'énergie systéeme des cellules
cancéreuses a été initialement trouvée par le célebre biochimiste Otto Warburg (Warburg, 1956) et
la production des ARN de 8 des 14 genes de la glycolyse est augmentée dans les cellules CHC
(Ganapathy-Kanniappan et al., 2012). Un surexpression de la GAPDH serait également associée a
une augmentation de la prolifération et de la chimio-résistance dans le CHC (Ganapathy-
Kanniappan et al., 2012). Ici, la GAPDH et I’énolase sont surexprimées dans les nf-CHC. L’énolase est
une enzyme de la glycolyse qui agit également comme récepteur de surface du plasminogene. Sa
surexpression a également été démontrée dans le cancer du pancréas (Cappello et al., 2009).

Concernant les protéines liant d’ADN ou I’ARN, plusieurs peptides phosphorylés de Serine
arginine repetitive matrix protein sont surexprimés. Cette protéine est une sous unité du
spliceosome qui assure |'excision des introns. Elle serait également induite lors des cancers et sa
déplétion par SiRNA permet de réduire la viabilité des lignées cancéreuses par l'activation de

I'autophagie (apparition de vacuoles acides) (Quidville et al., 2013). La Nuclear ubiquitous casein
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and cyclin-dependent kinase substrate est une protéine liant d’ADN et de fonction inconnue. Elle
est surexprimée dans 83.5% des cellules cancéreuses du sein (Ziolkowski et al., 2009).

La surexpression des histones H2A et H4 n’est pas documentée dans la littérature. Par contre,
la méthylation/acétylation des lysines sont des modifications post-traductionnelles associées aux
histones. Elles permettent de limiter I'interaction des histones (chargées positivement) avec ’ADN
(chargé négativement) et entrainent une relaxation de la chromatine nécessaire a la transcription.
Les déacétylases sont surexprimées dans de nombreux cancers et sont proposées comme cible
thérapeutiques (Berry and Janknecht, 2013). Inversement, la surexpression d’histone transacétylase
induit I'apoptose de cellules CHC et inhibe la voie de signalisation akt (Zheng et al., 2013). Ici, aucun
peptide acétylé ou méthylé n’est identifié dans les nf-CHC mais la surexpression de 8 peptides
appartenant aux histones H2A et H4 est observée.

Les peptides sous exprimés dans les nf-CHC. Les peptides sous exprimés dans les nf-CHC
correspondent a des protéines dont les fonctions se distinguent des protéines précédentes. L'alcool
déhydrogénase est la protéine identifiée avec le plus grand nombre de peptides. La sous-expression
de sa forme ADH4 a été proposée comme marqueur pronostique du CHC (Wei et al., 2012). Ici, la
sous expression des isoformes ADH1A et ADH2A est également observée.

De la méme maniere, la sous expression de 5 protéines du cycle de l'urée avait été identifiée
par une analyse protéomique d’'une biopsie CHC, puis validée par immunohistochimie (Chaerkady
et al., 2008). Ici, 2 protéines apparaissent sous-exprimées dans les nf-CHC (Carbamoyl-phosphate
synthase, 6 peptides et Argininosuccinate synthase, 1 peptide).

Quelques peptides appartenant a des protéines de la glycolyse indiquent une sous expression
de ces derniéres dans les CHC. L'analyse des protéines surexprimées montre que cette voie est
activée dans le nf-CHC. La sous expression de Fructose-1,6-bisphosphatase et la Fructose-
bisphosphate aldolase B identifiée ici est en accord avec la littérature (Liu et al., 2011; Wang et al.,
2011b).

De maniere remarquable, alors que deux enzymes de de détoxification sont surexprimées
(CES1 et EPHX1), deux autres enzymes sont sous exprimées : la glutathion S-transférase A2 et
I'aflatoxin B1 aldehyde reductase. La GSTA est une enzyme impliquée a la fois dans les processus de
détoxifications et le stress oxydant. Une diminution de I'expression de GSTA a été observée dans le
cancer du rein, alors qu’une augmentation est observée dans le cancer de la prostate. Un milieu

Pro-oxydant pourrait promouvoir la carcinogénése du rein (Simic et al., 2009).

- 158 -



La sous expression I'UDP-glucose 6-déhydrogénase (G6PD) détectée dans la fraction peptides
totaux est également confirmée dans la fraction TiO, ; un peptide phosphorylé de la G6PD y est
également significativement sous-exprimés. La G6PD est une enzyme cruciale pour la production de
NADPH et I’'homéostasie du potentiel redox. Il a été montré qu’une déficience de G6PD et de GST
prédisposait les cellules a un stress oxydatif et une mort cellulaire (Ho et al., 2013). Dans les nf-CHC
analysés, Le systeme de détoxification est apparemment dérégulé, avec une surexpression des
enzymes de la phase 1 et une sous expression des enzymes de la phase 2.

Interprétation des données relatives aux phosphopeptides. En [I'état, les variations
guantitatives des phosphopeptides ne peuvent pas étre interprétées de maniere individuelle, elles
doivent étre vues comme une signature, I'équivalent d’'un code barre qui caractérise les biopsies
étudiées. En effet, les variations quantitatives des phosphopeptides peuvent correspondre soit a la
modification de I’activité kinase/phosphatase, soit a 'augmentation des protéines substrats. Dans
un cas, la conclusion portera sur une dérégulation de I'activité kinase/phosphatase, dans I'autre
cas, la conclusion sera une dérégulation de I'expression de la protéine (Fig. 58). Cette notion a été
détaillée dans un papier de référence présentant la technique AQUA (Gillet et al.,, 2012). Plus
récemment, le méme groupe dirigé par S.P. Gygi a publié un deuxiéme article sur la quantification
relative a grande échelle des phosphopeptides et de leur protéine correspondante chez la levure
(Han et al., 2008). Cette approche a été reproduite pour Plasmodium falciparum étudié a trois
stades de son développement. Il apparait que les changements de niveau d’expression des

protéines ne sont pas corrélés avec leurs niveaux de phosphorylation (Pote et al., 2013).
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Figure 58. L’interprétation des changements de phosphorylation nécessite une normalisation par I’expression des
protéines. En haut : la quantité du phosphopeptide et la quantité de la protéine correspondante sont toutes les deux
augmentées d’un facteur 2 : le niveau de phosphorylation est inchangé apres normalisation. En bas : le phosphopeptide
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est deux fois plus abondant chez le mutant fus3 et le niveau d’expression de la protéine n’est pas augmentée : le niveau
de phosphorylation est augmenté d’un facteur 2 apres normalisation. D’apres (Han et al., 2008).

La calnexine. La calnexine est une protéine membranaire abondante du réticulum
endoplasmique des cellules eucaryotes. Sa partie luminale posséde une séquence de liaison aux N-
glycoprotéines qui lui conférerait une fonction de repliement des glycoprotéines. La
phosphorylation Ser 563 controélerait I'activité chaperonne alors que les phosphorylations de Ser
534 et Ser 544 seraient liées a une fonction de transport (Chevet et al., 2010). Par ailleurs, la
calnexine interagit avec la calréticuline et ERp57 (Wang et al., 2012b). Ici, la phosphorylation en
position 534 n’a pas été identifiée mais les peptide phosphorylés comportant Ser 544 et Ser 563
sont significativement surexprimés dans les tumeurs. L'augmentation de cette activité chaperonne
sous controle d’une phosphorylation est une illustration supplémentaire de cette activité
particuliére dans les tumeurs.

Surreprésentation du motif —SP-. Le motif —SP- est le motif le plus fréquemment rencontré
dans les identifications de phosphopeptides en grand nombre. L’article le plus significatif utilise un
marquage diméthyl pour analyser une tumeur CHC et un tissus sain ; plus de 1800 phosphopeptides
sont identifiés en 42 h d’analyse et le motif —SP- apparait étre surreprésenté a la fois dans les 309
peptides surexprimés et les 471 phosphopeptides sous-exprimés (Song et al., 2011). Ici, la
surreprésentation de ce site Proline directed kinase est spécifique des phosphopeptides
surexprimés dans les tumeurs alors que les phosphopeptides sous exprimés ne sont pas enrichis en
ce motif. Les Cyclin dependent Kinases (CDK), les Mitogen-activated protein kinases (MAPK) et les
Glycogen synthase kinase 3 (GSK3 A et B) sont des Proline directed kinases au spectre d’action tres
étendu. Par exemple ERK1/2 catalyse la phosphorylation de centaines de substrats dans le
cytoplasme et le noyau et la cascade Ras-Raf-MEK-ERK participe a la régulation de nombreuses
activités cellulaires : adhésion cellulaire, migration, différentiation, prolifération et transcription
(Roskoski, 2012). La GSK3 est par contre spécifique de la glycogéne synthase qui est inhibé apres

phosphorylation.

Une analyse informatique de la littérature a proposé une liste restreinte de biomarqueurs du
CHC. Une protéine significativement augmentée (HSP70) et 4 protéines sous-exprimées ( fructose-
1,6-bisphosphatase 1, formiminotransférase cyclodéaminase, alcool déhydrogénase et fructose-
bisphosphate aldolase B) ont été proposées comme biomarqueurs consensus (Liu et al., 2011). Ici,

ces 5 biomarqueurs potentiels sont identifiés mais la liste de protéines candidates est étendue et
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des sites de phosphorylation activés dans le cadre du nf-CHC sont proposés. La séquence —(S/T)P-
qui est significativement augmentée dans les tumeurs CHC par rapport aux tissus sains fournit une
perspective de ciblage des kinases Prolines directed dérégulées dans ce type de cancer. En
perspective immédiate, la calnexine, la Thyroid hormone receptor-associated protein 3 et la Ras
GTPase-activating-like protein IQGAP2 ont été choisis parmi les phosphopeptides significativement
dérégulés dans les nf-CHC pour tenter de valider les résultats de cette approche quantitative

globale par une analyse ciblée par spectrométrie de masse de type MRM.
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L’analyse protéomique est une méthode de choix pour la recherche de biomarqueurs. Sans a
priori, elle permet d’établir un catalogue de protéines qui sont exprimées dans une cellule, un tissu
ou un organisme entier. Cette approche a été mise en ceuvre pour une analyse protéomique de
cellules coligues cancéreuses et une analyse phosphoprotéomique de biopsies hépatiques.

L’étude de cellules coliques cancéreuses transformées par le gene cytosine désaminase et
traitées par la prodrogue 5-fluorocytosine a été réalisée par électrophorése bidimensionnelle des
extraits protéiques. L'analyse d’image a permis la quantification de 353 protéines et isoformes,
dont 14 sont surexprimées et 4 sous exprimées lors d’un traitement par la prodrogue. Parmi les
protéines dont I'expression est affectée par le traitement, 'HSP90 présente un niveau d’expression
constant, mais est identifiée sous deux formes qui différent par leur pl. L’analyse par spectrométrie
de masse a permis d’identifier une phosphorylation de la sérine 254 qui pourrait contribuer a la
régression tumorale. Cette premiere étude confirme l'intérét d’analyser les modifications pos-
traductionnelles. Les quantités globales d’HSP90 ne varient pas entre les conditions étudiées,
Seules les modifications post-traductionnelles permettent de différencier la protéine en question
sur la base d’une présence / absence de phosphorylation.

Une étude a caractere technique a défini des conditions d’enrichissement de
phosphopeptides qui sont suffisamment robustes pour permettre une analyse quantitative
d’échantillons. Les deux chromatographies d’affinité couramment employés pour les analyses
phosphoprotéomiques (IMAC et TiO,) ont été comparées avec comme objectif la sélection d’une
seule technique. Les résultats obtenus ont confirmé I'intérét d’une phase TiO;, et mis en évidence
des caractéristiques originales : (1) les colonnes IMAC utilisée avec du TFA perdent une partie du
métal chélaté et présentent un rendement de purification limité, (ii) la chromatographie TiO,
fonctionne suivant des modes différents en fonction de la teneur en acétonitrile du tampon.

La troisieme étude a mis en ceuvre le protocole de purification des phosphopeptides établi
précédemment. Le réactif iTRAQ 8Plex a été utilisé pour réaliser une analyse protéomique
guantitative de tumeurs (biopsies de carcinomes hépatocellulaire sur foie non fibreux) par rapport
a du tissu hépatique sain. Les protéines surexprimées dans les tumeurs sont des protéines de choc
thermique, des protéines liées a ’ADN/ARN (histones, protéine du splicéosome), des protéines de
la phase 1 de la détoxification (carboxyestérase, époxide hydrolase), les protéines du cytosquelette
(actinine, myosine, tubuline), des protéines ou enzymes anti-oxydantes (superoxide dismutase,
thiorédoxine). Les protéines sous-exprimées sont des protéines du cycle de l'urée, de la

détoxification (alcool déhydrogénase) du métabolisme des sucres, des lipides et des acides aminés.
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Dans le groupe des peptides phosphorylés, 19 phosphopeptides sont significativement surexprimés
et 15 phosphopeptides sont significativement sous exprimés. L’analyse quantitative du
phosphoprotéome a également mis en évidence une surreprésentation du motif —(S/T)P- parmi les
phosphopeptides surexprimés, indiquant une activation des proline directed kinases dans les nf-
CHC ou une inhibition des phosphatases correspondantes. Ces peptides/protéines dérégulées sont

autant de biomarqueurs potentiels pour le carcinome hépatocellulaire.

Valider les peptides candidats par MRM

L'analyse quantitative globale des biopsies hépatiques a identifié plusieurs peptides
appartenant a des protéines significativement surexprimées ou sous-exprimées dans les tumeurs
hépatiques. Les controles effectués ont permis d’éliminer des résultats de quantifications
incohérents et la classification hiérarchique des peptides a permis de grouper des peptides
identifiant la méme protéine. Cette derniere observation peut faire office de validation pour les
peptides concernés, mais il reste une partie importante des données quantitatives qui est associée
a des peptides isolés. La pluparts des phosphopeptides significativement sur- ou sous-exprimés
sont dans ce cas. Pour ces peptides, une validation est nécessaire. Elle peut étre réalisée par
Western blot ou par immunohistochimie si les anticorps sont disponibles. La spectrométrie de
masse offre également une solution par la technique MRM (Multi Reaction Monitoring). Cette
solution a été choisie comme perspective immédiate a I'analyse phosphoprotéomique des biopsies
hépatiques. Des peptides Aqua comportant des traceurs isotopiques ont été commandés. La
guantité de peptide natif pourra alors étre déterminée a partir du rapport d’intensité observé entre
le signal correspondant au peptide naturel et le signal correspondant au peptide marqué Be By,
présent en quantité connue. Les peptides sélectionnés a partir de la liste des peptides
significativement différents dans les tumeurs sont deux peptides de calnexine (B4E2T8):
s54SDAEEDGGTVPSQEEEDRs7 et 574AEEDEILNRpSPRsgs, un peptide de Ras GTPase-activating-like
protein IQGAP2 (Q13576) : 14,YGpSIVDDER,, et un peptide de Thyroid hormone receptor-associated
protein 3 (Q9Y2W1): ,,IDISPSTFR3y. La validation sera réalisée a la fois pour les peptides

phosphorylés et les peptides déphosphorylés, afin de déterminer le ratio des deux formes.

De I’échantillon modele a I’échantillon clinique : une frontiére visible.

En 2008, Villen et Gygi ont publié un article de référence pour lidentification des

phosphopeptides (Villen and Gygi, 2008). A partir d’un foie de souris, 10 mg de peptides trypsiques
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ont été utilisés pour la purification des phoshopeptides pS et pT par SCX (11 fractions) et IMAC.
L'analyse par LC-MS (LTQ Orbitrap) a permis d’identifier 4038 phosphopeptides dans les 12
fractions analysées, soit 336 phosphopeptides/h. Cette stratégie d’analyse reste aujourd’hui la
référence et fournit les idées majeures pour réussir une analyse phosphoprotéomique : (i) puisque
les phosphopeptides correspondent a une fraction minoritaire de la population de peptides, une
méthode de purification spécifique et des quantités importantes d’échantillon de départ sont
nécessaires. (ii) pour un mélange complexe, le nombre de peptides identifié sera fonction du temps
d’analyse en LC-MS/MS. Une chromatographie multidimensionnelle permet d’augmenter
considérablement la capacité de pic de la méthode d’analyse.

Cependant, cette stratégie n’est généralement mise en ceuvre que pour un seul échantillon. A
ce jour, seuls Bonhomme et collaborateurs ont réussi a concilier une chromatographie SCX-IMAC et
I’analyse de 40 échantillons (feuille de mais), soit 400 analyses LC-MS et 3664 phosphopeptides non
redondants identifiés (Bonhomme et al., 2012). Par contre, I'approche SCX-IMAC n’a jamais été
appliquée a des séries d’échantillons cliniques dont les quantités sont limitées.

Dans le cadre de la partie 4 de la thése, la stratégie mise en ceuvre a été différente car
I'objectif principal n’était pas la performance en termes d’identification, mais la répétabilité du
protocole pour permettre I'analyse quantitative d’un grand nombre d’échantillons. Cette condition
a justifié de réduire le fractionnement au minimum. La chromatographie multidimensionnelle a été
abandonnée au profit d’une simple purification des phosphopeptides par chromatographie TiO,.
Cet objectif une conséquence : le nombre de phosphopeptides identifié est alors réduit. Le
deuxieéme critére qui influence également la performance du protocole est la quantité d’échantillon
de départ. Les articles qui présentent des identifications massives de phosphopeptides utilisent des
échantillons disponibles en quantité illimitée; souris, culture cellulaire. Ici, les quantités
d’échantillons étaient comprises entre 50 et 100 mg, soit quelques microgrammes de
phosphopeptides. Malgré ces limitations, la mise en ceuvre du protocole de purification sur du foie
humain, sans marquage iTRAQ, a permis d’identifier 619 phosphopeptides non redondants pour 1h
d’analyse LC-MS, validant ainsi la capacité de la méthode a identifier des phosphopeptides en
nombre avec une préparation minimale des échantillons.

Avec les biopsies hépatiques, le nombre de phosphopeptides identifié a été considérablement
réduit. Aprés marquage iTRAQ, 100 a 200 phosphopeptides ont été identifiés par biopsie pour une
analyse LC-MS de 2h. Cette baisse de performance est certainement due a la méthode d’acquisition

utilisée pour les échantillons iTRAQ. L’analyse MS/MS est dédoublée (un spectre CID et un spectre
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HCD) pour obtenir respectivement un résultat d’identification et un résultat de quantification. Avec
les réglages appliqués a I'instrument (LTQ-Orbitrap XL) les spectres HCD demandent 600 ms, alors
que les spectres CID sont produits toute les 200 ms. De ce fait, moins de phosphopeptides ont été
mesurés malgré le doublement du temps de la séparation chromatographique. Le nombre de
peptides identifiés est donc limité par I'instrument. Il est par contre probable que les nouvelles
générations d’instruments Orbitrap qui disposent d’une cellule HCD plus performante et capable de
générer des spectres MS/MS a la fois riche en ions de séquences et en ions rapporteurs
permettraient d’identifier et quantifier un plus grand nombre de phosphopeptides. Une alternative
a tester serait I'approche SWATH (Gillet et al., 2012) qui permet de réaliser avec un spectromeéte
hybride Q-ToF des spectres MS/MS sur tous les ions précurseurs détectés dans un intervalle

restreint de masse (25 u).

Analyser les peptides a phosphotyrosine

Reprenons le fils conducteur de la publication de Villen et collaborateurs (Villen and Gyagi,
2008). Les auteurs ont dédié 90 % de leur échantillon pour I'analyse des peptides pY apres
immunopurification, soit 80 mg de peptides ou environ 1g d’échantillon frais. Grace a la spécificité
de la chromatographie d’affinité, 385 phosphopeptides pY non redondants ont été identifiés alors
que la purification SCX-IMAC n’avait permis d’identifier que 26 phosphopeptides pY.

Dans le cadre de I'analyse des biopsies, seulement 50 a 100 mg d’échantillon frais étaient
disponibles par biopsie, soit 10 fois moins que les quantités utilisées par Villen et al.. L'analyse des
phosphopeptides pY n’a donc pas été réalisée, ne disposant pas de quantités d’échantillon
suffisantes. Cette limitation est un probléeme majeur car elle rend inaccessible une population de
phosphopeptides impliqués dans des voies de signalisations (PI3K/Akt, MAPK, Jak/Stat, etc)
dérégulées dans la plupart des cancers. L'analyse par spectrométrie de masse n’est peut-étre pas
dans ce cas précis la technique d’analyse la plus appropriée pour produire une analyse quantitative
des substrats de kinases ou des kinases elles-mémes. Les puces a protéines semblent étre une
approche plus efficace pour analyser des séries d’échantillons cliniques. L'approche RPPA (pour
Reverse Phase Protein microArray), une version miniaturisée du dot blot, permettrait de doser des
kinases sur des centaines d’échantillons (Kornblau and Coombes, 2011; Malinowsky et al., 2010).
Cette approche a été utilisée pour I'étude de I'expression de protéines aujourd’hui inaccessibles par
analyse protéomique, notamment PTEN, pAKT, pS6 (un effecteur de la voie PI3K/Akt)(Calderaro et

al., 2013). Des (phospho)-peptides de synthéses peuvent également étre immobilisés sur les
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microarray et la phosphorylation ou déphosphorylation peut étre mesurée par une révélation
spécifique du phosphate en plus d’une détection par des anticorps spécifiques (Gao et al., 2012;
Krishnamoorthy et al., 2013). Les puces a peptides sont maintenant commercialisées, leur mise en
ceuvre ne demande pas de matériel particulier, et elles correspondent certainement a une
technique de criblage qui mériterait d’étre évaluée avec des extraits protéiques de biopsies

tumorales et des tissus sains.

Développer un approche Top-Down

La premiére étude présentée dans ce manuscrit a utilisé I'électrophorése bidimensionnelle
pour séparer les protéines, alors que la derniére étude a impliqué I'analyse d’'un mélange de
peptides sans séparation préalable des protéines. Cette derniére approche est beaucoup plus
efficace en terme d’identification puisqu’une seule injection permet d’identifier des milliers voir des
dizaines de milliers de peptides pour les plateformes les plus performantes (Kocher T Fau - Swart et
al., 2011). Elle présente cependant 2 inconvénients majeurs. D’'une part, les peptides identifiés sont
interprétés en terme de protéines, bien qu’aucun critere ne permette d’affirmer que les peptides
identifiés soient bien le reflet de la protéine entiére. D’autre part I'analyse de peptides en mélange
provoque des erreurs dans I'identification des isoformes. Cette idée est peu répandue (le point de
vue généralement admis consiste a penser qu’un peptide présent uniquement dans une protéine
identifie uniguement cette protéine). Le retraitement des données relatives a I’'HSP90 (chapitre 2)
montre que la situation peut étre plus complexe. Dans cet exemple, I'analyse par spectrométrie de
masse du spot « acide » correspondant a ’'HSP90 a produits deux résultats contradictoires : (i) les
deux isoformes HSP90A et I'HSP90B ont été identifiées dans ce spot sur la bases de plusieurs
peptides distincts, (ii) dans ce spot, le site de phosphorylation a été identifié uniquement dans un
peptide trypsique spécifique de I’'HSP90B. Il semble pourtant évident que les deux isoformes,
présentant le méme décalage de pH et présentes dans le méme spot, ont subi la méme
modification post-traductionnelle. De plus, I'alignement des séquences entre les deux HSP montre
gue I'HSP90A contient les mémes sites de phosphorylation que I'HSP90B, et que seuls certains
acides aminés, distants du site de phosphorylation, sont différents. En conclusion, lorsque la
couverture de séquence des protéines est incomplete, I'absence d’identification d’une modification
post-traductionnelle sur une isoforme ne peut pas étre interprétée si le peptide non phosphorylé

correspondant n’est pas identifié.
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L'analyse des modifications post-traductionnelles par I'approche bottom-up est confrontée a
un deuxieme probléeme d’interprétation. Si on considére les résultats présentés dans le chapitre 4,
les phosphorylations identifiées par protéines sont uniques alors que les protéines en question sont
généralement modifiées par plusieurs modifications post-traductionnelles. Par exemple
PhoshoSitePlus (http://www.phosphosite.org/) propose 18 sites de phophorylation pour la
calnexine (seulement 3 sites sont caractérisés par une autre technique que la spectrométrie de
masse) alors qu’une seule phosphorylation est identifiée dans les extraits analysés. Si on considére
comme exacts les 3 seuls sites vérifiés, 6 combinaisons de phosphorylation sont envisageables. Par
ailleurs, la calnexine est également acétylée et ubiquitinée. L'information relative a la combinaison
des PTM est perdue dans le mélange de peptides.

Par contre, I'électrophorése bidimensionnelle, méme si elle présente des limitations, fournit
un élément de réponse. En effet, les modifications post-traductionnelles affectent souvent la
migration des protéines. Dans le cadre de la premiére étude, les 2 spots d’HSP90 étaient acétylés
mais un seul était a la fois acétylé et phosphorylé lors du traitement par la prodrogue. Ce niveau de
connaissance n’est pas accessible avec I'analyse de peptides en mélange mais il serait par contre
accessible avec une approche top-down utilisant une séparation des protéines et une mesure de
masse entiere. Cette approche devient possible avec I'exactitude et la résolution de certains
instruments (FT-ICR et Orbitrap de derniére génération) et les développements logiciels utilisés
pour lidentification a partir des fragmentations de protéines entiéres (ProsigthPTM,
https://prosightptm.northwestern.edu/) (Malinowsky et al., 2010). Cette autre approche de la
protéomique est maintenant accessible avec des instruments commerciaux de série. Récemment,
une approche top-down a identifié 1220 protéines a partir d’une lignée cellulaire H1299
(Catherman et al.,, 2013). La chromatographie d’affinité TiO, de protéines entieres pour une

approche top-down du phosphoprotéome serait un développement méthodologique original.
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Annexes

1. Fraction peptides totaux

Ratios d’expression pour les tumeurs (série 1 a 3) et les non-tumeurs (série 4). (En rouge :
ratio >2, en vert : ratio <0.5)
Acc. Name Peptide 1.1 1.2 13 14 15 1.6 | 21 2.2 2.3 2.4 2.5 26 | 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 | 41 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6
P02452 Collagen alpha-1(l) chain OS=Homc¢ dGEAGAQGPpGPAGPAGER 15 18 06 10 06 50|03 04 0.4 1.1 0.5 03|05 04 0.5 0.9 0.6 29 1.4 1.2 0.8 26 0.7 1.0
P02452 Collagen alpha-1(l) chain OS=Homc¢ dGLnGLpGPIGppGPR 12 13 07 10 07 40|07 1.0 0.9 1.4 0.8 13 109 08 0.7 1.0 0.8 2.0 0.8 0.9 0.8 1.4 0.8 0.9
P02452 Collagen alpha-1(l) chain OS=Homc gAnGApGIAGApGFpGAR 10 10 07 09 06 26|05 06 0.6 1.0 0.7 0.7 107 07 0.6 0.9 0.8 1.9 0.9 1.0 0.9 1.3 0.8 1.0
P02452 15 17 03 08 03 61|01 03 03 10 03 02|05 04 04 08 06 18|08 10 06 24 05 09
P02452 11 09 09 09 08 18 [ 03 03 0.4 0.9 0.4 0.4 1.5 1.2 1.1 1.6 1.1 1.6 1.0 0.8 0.6 1.8 0.6 0.9
P02452 1.1 0.8 12 09 0.8 1.7 | 0.5 0.6 0.6 1.1 0.6 06 | 0.5 0.6 0.5 0.7 0.7 1.9 1.1 1.0 0.8 1.4 0.7 1.0
P02452 1.3 09 02 08 02 51 02 0.2 0.2 0.9 0.3 03 ]03 0.1 0.2 0.6 0.4 23 1.1 0.8 0.6 1.7 0.6 0.9
P02452 =Homc gSAGPpGATGFpGAAGR 12 15 06 09 06 36|04 05 0.5 1.3 0.6 06 | 05 04 0.5 0.8 0.6 23 1.0 0.9 0.6 2.0 0.7 0.9
P02452 Collagen alpha-1(l) chain OS=Homc gVpGpPGAVGPAGk 10 09 08 10 08 1703 03 04 10 05 04|07 05 06 09 08 19|12 11 1.0 14 11 1.0
P02452 Collagen alpha-1(l) chain OS=Homc gVQGPpGPAGPR 12 13 04 08 04 47 |04 05 0.5 1.1 0.4 05 )03 0.2 0.3 0.6 0.4 21 1.0 0.8 0.6 1.9 0.5 0.8
P02452 Collagen alpha-1(l) chain OS=Homc gVVGLpGQR 12 12 04 08 05 39|05 06 0.4 1.1 0.9 06 | 0.5 05 0.7 1.0 0.7 1.2 0.9 1.0 0.8 1.1 1.0 0.9
P68871 Hemoglobin subunit beta OS=HomceFTPPVQAAYQk 1.0 08 1.0 1.1 12 06|06 09 0.5 0.8 0.8 14 |22 21 0.8 0.7 0.6 0.7 1.2 1.0 1.0 1.2 0.8 1.0
P68871 Hemoglobin subunit beta OS=HomceFTPPVqAAYQk 10 10 11 11 10 07 (06 10 06 08 0.7 16 |22 22 09 07 06 07|10 10 10 12 07 09
P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Hom«fFESFGDLSTPDAVMGNPk 10 07 06 11 08 0805 12 05 07 06 17120 24 09 07 07 06|16 12 14 08 06 09
P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Hom¢ fFESFGDLSTPDAVMGNPk 08 09 07 08 08 07]06 06 0.7 0.6 0.6 0.9 1.6 1.7 0.8 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.8 0.5 0.4 0.5
P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homc¢gTFATLSELHcDk 02 02 02 07 02 0.1 06 04 0.2 0.2 0.6 03] 02 02 0.2 0.1 0.5 0.1 1.1 1.2 0.9 1.2 0.9 1.0
P68871;P020 Hemoglobin subunit beta OS=Hom¢IHVDPENFR 05 06 04 1.1 05 07|04 08 0.2 0.5 0.5 1.1 20 20 0.5 0.3 0.5 0.4 1.0 1.2 1.0 1.1 0.7 1.0
P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homc¢ ILGNVLVcVLAHHFGk 04 05 03 05 04 02|05 04 02 02 04 03|05 06 02 03 05 02|08 09 05 08 07 09
P68871;P020 Hemoglobin subunit beta OS=HomcILVVYPWTQR 08 06 05 12 06 09|05 1.3 0.5 0.8 0.5 18 | 3.2 37 0.7 0.7 0.6 0.6 1.1 1.0 1.0 1.3 0.6 1.1
P68871;P020 Hemoglobin subunit beta OS=HomcILVVYPWTgR 07 05 04 10 05 0805 1.1 0.4 0.7 0.5 17 | 25 29 0.7 0.5 0.5 0.4 1.1 1.3 1.0 1.5 0.7 1.0
P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Hom¢sAVTALWGk 09 06 05 10 06 0804 1.0 0.4 0.6 0.4 1.7 | 31 3.2 0.7 0.5 0.5 0.4 1.0 1.1 0.8 1.1 0.7 0.9
P68871;P020 Hemoglobin subunit beta OS=Hom«WL.GAFSDGLAHLDNLk 07 06 05 1.0 07 07|04 1.0 0.4 0.6 0.5 16 | 26 3.0 0.7 0.6 0.6 0.4 1.0 1.2 0.7 1.1 0.7 0.9
P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Hom«WVDEVGGEALGR 09 10 05 10 06 09|05 1.1 05 07 05 17130 35 07 05 05 04|09 12 09 11 06 0.8
P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Hom«MVDEVGGEALGR 08 09 06 10 07 09] 07 1.2 0.8 0.9 0.8 1.7 | 24 27 1.1 0.8 0.8 0.8 1.0 1.1 1.1 1.0 0.9 1.0
P68871;P020 Hemoglobin subunit beta OS=Hom« WAGVANALAHk 07 05 04 08 06 0604 09 0.4 0.5 0.4 14 | 23 24 0.6 0.5 0.5 0.4 1.0 1.1 0.8 0.9 0.6 0.9
P68871;P020 Hemoglobin subunit beta OS=Hom«WAGVAnALAHk 09 10 06 1.1 0.8 08| 0.7 1.3 0.8 1.0 0.8 19 | 26 26 0.9 0.8 0.7 0.8 0.8 1.3 1.2 1.1 0.9 0.9
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an aADTIGYPVMIR 12 10 13 09 14 05|09 1.1 0.9 1.1 1.2 10 | 0.5 0.6 0.6 1.2 0.9 0.7 1.1 1.1 1.3 1.0 1.1 1.2
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an aFAISGPFNVQFLVk xxx 15 10 08 11 xxx| 06 07 03 0.8 1.2 04 | xxx xxx xxx 09 06 06| 1.1 1.0 09 08 1.2 1.5
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an aVNTLNEALEFAk 05 03 04 06 05 02)]|06 06 0.2 0.7 1.3 0.4 ] 0.1 0.1 0.3 1.0 0.7 0.1 0.9 0.8 0.9 0.7 1.2 1.3
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an elGFSDk 1.0 1.2 10 09 1.1 06 | 1.4 1.7 2.0 1.2 1.3 1.4 1.4 1.1 1.4 1.3 0.9 1.4 1.0 1.2 1.1 1.0 1.0 1.1
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an LEEATR 12 13 10 07 14 03|05 1.0 0.3 0.7 1.2 06 | 0.4 0.4 0.4 1.2 0.7 0.3 0.9 1.1 0.9 0.8 1.1 1.2
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an LGVAEQLHNEGFk 1.1 10 10 06 13 02| 1.0 0.9 0.5 0.6 1.2 07 102 02 0.3 1.0 0.7 0.3 0.9 0.9 0.8 0.6 1.1 1.1
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an fVHDNYVIR 09 08 10 08 10 06| 10 1.2 1.1 1.1 1.5 10 | 0.6 4.2 0.8 1.4 0.7 0.8 1.2 1.2 1.1 1.2 1.2 1.3
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an gILIGIQQSFRPR 09 09 07 09 07 03]|07 06 0.4 0.8 1.2 06 | 0.7 03 0.4 0.9 0.7 0.4 1.4 1.2 0.9 1.1 1.1 1.4
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an gNDVLVIECNLR 1.0 1.0 12 08 10 05|13 038 1.1 0.7 1.6 08 | 0.6 0.6 0.6 0.9 1.0 0.6 1.0 1.0 1.0 0.8 1.0 1.0
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an gQNQPVLNITNk 06 04 09 09 09 0608 1.2 0.6 1.1 1.7 07 |06 07 0.6 1.0 0.8 1.4 0.9 0.8 1.0 0.9 1.2 1.2
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an iALGIPLPEIk 1.1 11 10 07 12 04|05 08 03 07 1.3 0503 0.2 0.4 1.1 07 03|10 10 08 07 1.2 1.4
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an iAPSFAVESIEDALk 09 10 14 11 14 04|05 08 02 07 12 06|03 03 04 16 07 02|09 08 09 08 12 1.3
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an iEFEGQPVDFVDPNk 12 13 12 1.1 1.2 07|06 09 0.3 0.8 1.3 05 )03 0.2 0.4 1.2 0.8 0.3 0.9 0.9 1.0 0.8 1.2 1.2
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an IMGTSPLQIDR 12 11 12 09 12 06|08 1.1 0.6 1.1 1.3 08 | 0.6 0.5 0.7 1.2 1.0 0.6 1.2 1.2 1.3 0.7 1.2 1.1
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an [YFEELSLER 07 07 07 08 08 04)]08 08 0.4 0.5 1.2 06 | 07 08 0.4 0.6 0.8 0.4 0.9 1.3 1.1 1.2 1.0 1.2
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an sSAYALGGLGSGIcPNR 06 07 06 08 06 05|07 05 06 07 15 06|03 03 05 05 07 03]|10 1.1 1.1 09 14 13
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an sIFSAVLDELk 10 14 09 07 12 04|05 0.8 0.2 0.8 0.9 04 )02 01 0.2 1.1 0.5 0.2 0.7 0.7 1.7 0.9 0.9 1.0
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an sSLGQWLQEEk 1.1 1.1 12 12 12 05| 0.7 1.0 0.4 0.8 1.4 0.7 1.2 1.6 1.4 1.7 0.9 1.0 0.8 1.0 1.0 0.8 1.2 1.0
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an tAVDSGIPLLTNFQVTk 11 09 09 09 12 07|11 1.3 1.7 1.2 2.2 19 | 0.5 0.6 0.6 0.9 0.8 0.4 0.9 0.9 0.9 0.7 1.3 1.2
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an tLGVDFIDVATk 1.1 1.1 10 07 13 04|06 09 0.7 0.9 1.1 06 | 03 03 0.4 1.1 0.7 0.3 0.9 1.0 1.2 0.9 1.1 1.1
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an W.GTSVESIMATEDR 14 15 21 08 12 05|10 17 21 07 1.2 13108 04 1.1 1.1 08 08|12 12 14 07 10 1.1
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an VSGLLVLDY Sk 12 12 08 10 1.0 05| 0.8 1.0 0.5 0.8 1.4 06 | 0.5 05 0.6 1.1 0.8 0.5 1.0 1.1 1.1 0.9 1.1 1.2
P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [an VSQEHPVVLTk 14 13 13 12 15 08|09 1.3 0.7 1.0 1.5 08 | 0.6 07 1.1 1.2 1.0 0.8 0.9 1.0 0.9 1.0 1.1 1.2
P08123 Collagen alpha-2(l) chain OS=Homc gAAGLpGVAGApGLpGPR 12 10 07 09 07 27|06 08 0.7 1.1 0.7 0.8 1.0 1.1 0.8 1.0 0.7 1.9 1.0 1.0 0.8 1.6 0.8 0.8
P08123 Collagen alpha-2(l) chain OS=Homc gApGAVGApGPAGATGDR 13 13 05 09 05 41 02 0.2 0.2 0.7 0.2 02 )02 0.1 0.2 0.5 0.4 1.7 1.1 0.9 0.5 1.9 0.6 0.8
P08123 Collagen alpha-2(l) chain OS=Homc gEAGAAGPAGPAGPR 11 18 08 10 06 41|02 03 03 09 03 04|07 09 07 08 06 20|10 09 06 21 05 1.0
P08123 Collagen alpha-2(l) chain OS=Homc gEpGApGENnGTpGQTGAR 26 3.1 06 20 06 11.2|05 09 0.7 3.7 0.9 08 |09 03 0.7 2.2 1.4 8.3 0.9 1.8 1.2 0.9 0.9 1.1
P08123 Collagen alpha-2(l) chain OS=Homc gETGPSGPVGPAGAVGPR 1.2 10 06 08 06 29|03 03 0.4 0.9 0.4 04 )04 03 0.3 0.7 0.4 1.9 1.0 0.9 0.6 1.8 0.7 0.9
P08123 Collagen alpha-2(l) chain OS=Homc glpGPVGAAGATGAR 1.1 10 06 09 05 35|06 08 1.0 1.3 0.8 06 | 0.5 0.6 0.8 0.7 0.7 1.9 1.0 0.9 0.7 1.8 0.7 1.0
P08123 Collagen alpha-2(l) chain OS=Homc gLHGEFGLpGPAGPR 09 1.1 1.0 09 1.1 0.7 | 1.5 1.5 1.4 1.4 1.5 1.5 1.0 1.5 1.0 1.3 0.8 1.3 0.8 1.0 0.7 0.7 0.8 0.8
P08123 Collagen alpha-2(l) chain OS=Homc tGHpGTVGPAGIR 13 43 09 11 07 45 (15 23 22 27 17 23 (13 17 1.1 12 08 24 |11 10 06 2.1 06 0.9
P02461 Collagen alpha-1(lll) chain OS=Horm dGNpGSDGLpGR 1.7 17 02 06 02 45|03 05 0.4 1.0 0.3 03] 03 02 0.3 0.6 0.5 1.7 1.6 1.2 0.7 2.0 0.7 0.9
P02461 Collagen alpha-1(lll) chain OS=Hom gESGPAGPAGApGPAGSR 1.3 16 05 07 04 34|05 06 0.7 1.1 0.6 06 | 0.5 0.6 0.5 0.7 0.6 1.6 1.3 1.0 0.7 1.8 0.5 0.8
P02461 Collagen alpha-1(lll) chain OS=Hom gEVGPAGSpGSnGApGQR 14 18 06 08 05 36|02 03 0.4 1.4 0.4 02 )03 02 0.2 0.7 0.4 2.0 1.7 1.1 0.6 2.4 0.6 1.1
P02461 Collagen alpha-1(lll) chain OS=Hon gPpGPAGANGApGLR 13 13 06 09 06 28|05 05 0.7 1.3 0.6 05 )05 21 0.5 0.8 0.7 1.9 1.3 1.1 0.8 1.8 0.7 0.9
P02461 Collagen alpha-1(lll) chain OS=Homr gRpGLpGAAGAR 12 17 02 04 02 24(06 09 08 10 08 06 |01 0.1 0.1 03 03 08|15 1.1 07 15 06 08
P02461 Collagen alpha-1(lll) chain OS=Hom gSpGGpGAAGFpGAR 1.3 13 02 05 0.1 37102 02 0.3 0.7 0.3 02 ] 03 0.2 0.2 0.5 0.4 1.2 1.4 1.1 0.7 1.7 0.6 0.8
P02042 Hemoglobin subunit delta OS=Hom WVDAVGGEALGR 1.1 1.0 08 1.1 1.0 1.1 0.6 1.1 0.6 0.9 0.6 17 | 24 22 0.7 0.7 0.6 0.5 1.2 1.2 1.1 1.2 0.7 1.0
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens aEFAEVSk 10 08 14 14 11 1.3 | 09 1.6 1.2 1.6 1.6 2.0 15 23 0.9 1.2 1.4 1.8 0.9 1.1 1.0 1.3 1.1 1.1
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens aVMDDFAAFVEk 09 09 12 11 1.1 09 | 0.9 1.1 0.6 1.1 1.7 1.1 0.9 1.6 0.7 0.9 1.4 1.3 1.5 1.1 1.8 1.2 1.2 1.4
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens dDNPNLPR 1.0 09 16 1.7 12 20|09 1.9 1.2 1.7 1.4 1.8 1.5 27 1.0 1.2 1.3 21 0.8 0.9 1.1 1.1 0.9 0.8
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens dDnPNLPR 12 1.6 13 13 1.2 16 | 0.8 1.9 1.2 1.5 1.2 1.7 13 22 1.1 0.9 0.8 1.2 0.8 1.6 1.0 1.0 0.8 0.8
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens dLGEENFk 09 09 12 14 11 1.1 0.8 1.2 0.7 1.0 1.4 1.2 107 08 0.7 0.9 1.1 1.0 0.8 0.9 0.8 1.2 1.0 1.0
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens hPDYSVVLLLR 12 14 17 16 12 05| 1.1 0.8 0.9 0.7 0.9 1.2 1.0 1.8 1.0 1.5 1.1 1.2 0.9 1.2 1.0 1.5 0.7 1.0
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens IVAASQAALGL 08 09 14 14 12 16|09 22 08 14 13 18117 19 09 13 13 19|07 10 09 09 08 08
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens IVAASGAALGL 09 06 13 15 1.2 1.8 | 0.7 1.9 0.9 1.5 1.4 2.0 1.5 1.7 0.9 1.4 1.2 1.9 0.9 1.4 1.0 1.2 1.1 1.0
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens IVNEVTEFAk 1.0 0.9 15 1.4 11 1.7 | 1.0 1.5 0.9 1.4 1.4 1.6 14 24 0.8 1.2 1.3 1.8 0.8 1.0 0.9 1.2 0.9 1.0
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens IVNEVTEFAk 1.0 09 22 09 20 04|09 1.0 0.8 1.7 1.2 1.0 1.1 1.4 3.5 1.1 4.7 1.2 1.1 1.1 1.2 1.2 1.1 1.1
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens rPcFSALEVDETYVPk 09 09 08 09 08 0808 06 0.4 0.5 1.4 06 | 05 05 0.5 0.6 1.2 0.8 1.0 1.0 1.0 1.2 1.0 1.1
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens tcVADESAENcDk 08 08 07 10 09 08|09 02 0.1 02 17 01]01 02 02 02 15 02|10 10 10 1.1 1.3 1.0
P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens ylIcENQDSISSk 08 10 09 10 10 07 )08 03 0.2 0.2 1.8 02]03 03 0.3 0.4 1.5 0.4 1.0 1.1 1.1 1.3 1.2 1.2
F5HB16 Alcohol dehydrogenase 1B OS=HolaAVLWEVk 08 09 06 07 06 04]05 06 0.4 0.2 0.3 05 ] 04 02 0.7 0.4 1.0 0.2 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 1.1
P07327;F5HEAlcohol dehydrogenase 1A OS=Hol eLGATEcINPQDYk 07 07 06 07 06 05]|07 03 0.3 0.3 0.4 03 ]03 03 0.4 0.3 1.0 0.4 1.0 0.9 1.1 1.1 1.2 1.0
P07327;F5HEAlcohol dehydrogenase 1A OS=Hol fSLDALITHVLPFEk 07 09 02 03 02 02)]05 06 0.3 0.1 0.2 04 )05 02 0.3 0.5 0.6 0.1 0.8 1.0 23 1.3 0.9 1.0
P07327;F5HEAlcohol dehydrogenase 1A OS=HoliDAASPLEk 08 07 04 04 04 03|10 17 14 09 10 21|04 02 06 05 08 02|08 08 09 09 10 09
P07327;F5HE Alcohol dehydrogenase 1A OS=Hol ilAVDINk 1.1 1.0 04 04 04 03|06 08 0.6 0.2 0.4 06 | 0.5 0.2 0.8 0.7 0.9 0.3 0.8 0.9 1.0 0.9 1.0 1.0
P07327;F5HE Alcohol dehydrogenase 1A OS=Hol INEGFDLLHSGk 1.0 07 02 03 02 0.1 0.5 09 0.6 0.3 0.5 0.7 | 0.6 03 0.8 0.7 0.8 0.3 0.9 0.9 1.0 0.9 1.1 1.0
P07327;F5HEAlcohol dehydrogenase 1A OS=Hol IVADFMAk 16 19 06 05 06 03|08 08 0.7 0.4 0.5 06 | 05 03 0.8 0.7 1.0 0.4 1.4 0.9 1.5 0.9 1.1 1.2
P07327;F5HEAlcohol dehydrogenase 1A OS=Hol vcLIGEcGFSTGYGSAVNVAk 07 09 07 06 07 05]07 07 0.6 0.6 0.6 06 | 0.5 06 0.5 0.4 0.8 0.5 1.2 0.9 1.1 0.9 1.3 1.2
Alcohol dehydrogenase 1B OS=Hol IPLFTPQcGk 07 10 07 05 06 04|07 02 02 0.1 02 01)01 02 05 03 09 0.1 10 10 11 1.0 1.1 1.0
Alcohol dehydrogenase 1B OS=Hoi IPLFTPqcGk 04 03 05 07 07 0.1 1.0 0.6 0.6 0.5 0.7 05|05 06 0.9 0.5 0.9 0.6 1.3 1.1 1.4 1.1 1.4 1.5
Fructose-bisphosphate aldolase B (aLQASALAAWGGk 09 22 12 13 11 10 1.3 06 0.5 0.7 0.7 05 )04 03 0.4 0.7 0.9 0.5 | 0.9 0.8 1.0 0.8 1.1 1.2
Fructose-bisphosphate aldolase B (eLSEIAQSIVANGk 09 10 07 05 06 04|12 05 0.5 0.7 0.7 0.5 | 0.4 0.4 0.5 0.7 0.9 0.4 1.3 0.9 1.1 1.1 1.1 1.4
Fructose-bisphosphate aldolase B (eLSEIAQSIVAnGk 1.1 10 09 08 09 04| 1.1 0.7 0.7 1.0 0.9 07 105 05 0.5 1.0 0.9 0.6 1.0 0.9 1.4 1.1 1.1 1.1
Fructose-bisphosphate aldolase B (eTTIQGLDGLSER 11 13 08 04 06 03|14 07 07 09 08 06|04 05 06 09 10 06|09 09 11 09 10 12
Fructose-bisphosphate aldolase B (eTTIgGLDGLSER 1.0 1.1 09 07 08 05|12 07 0.7 1.2 0.9 06 | 0.6 0.6 0.7 1.1 1.1 1.0 0.9 0.9 1.1 0.9 1.1 1.1
Fructose-bisphosphate aldolase B (fPALTQEQk 09 1.1 09 06 09 04|15 26 1.9 25 1.7 1.8 1.5 1.4 1.4 1.0 1.3 1.3 1.1 1.0 1.5 0.9 0.9 1.2
Fructose-bisphosphate aldolase B (gILAADESVGTMGNR 1.1 1.1 1.0 08 1.1 06|14 05 0.8 0.8 0.8 07 | 06 05 0.7 0.8 0.8 0.7 1.2 0.9 1.6 0.9 1.1 1.2
Fructose-bisphosphate aldolase B (iADQcPSSLAIQENANALAR 1.1 14 1.1 10 09 0814 05 0.5 0.6 0.8 06 | 03 04 0.3 0.4 0.9 0.4 0.9 0.8 1.1 0.8 1.1 1.1
Fructose-bisphosphate aldolase B (yTPEQVAMATVTALHR 09 10 12 1.1 08 03| 16 1.0 0.9 0.9 1.3 08 | 0.6 0.6 2.8 1.2 0.9 0.8 1.1 1.2 1.1 1.1 1.1 1.1
P07327;P003 Alcohol dehydrogenase 1A OS=HolaAVLWELk 08 04 02 03 02 0.1 12 0.7 0.7 0.4 0.8 03] 03 02 0.4 0.6 0.7 0.4 1.2 1.0 1.3 1.1 1.2 1.0
P21549 Serine—-pyruvate aminotransferase ( eSLALIAEQGLENSWR 12 1.2 18 1.7 1.7 06 | 27 1.0 1.6 1.2 21 1.1 1.1 0.7 0.7 1.2 1.0 1.1 1.3 0.7 1.0 0.8 1.2 0.8
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P21549
P21549
P21549
FSHONO
FSHONO
FSHONO
F5HONO
FSHONO
P09210
P09210
P09210
P09210
P09210
P09210
E9PAUS
E9PAUS
E9PAUS
E9PAUS
E9PAUS
E9PAUS
E9PAUS
E9PAUS
E9PAUS
P00326
Q9BQE3
Q9BQE3
Q9IBQE3
QIBQE3
P69905
P69905
P69905
F8VXIS
P00352;F8V.
F8VXIS
F8VXIS
F8VXIS
P00352;P30§
A8K092
A8K092
A8K092
A8K092
A8K092
A8K092
A8K092
P00352
P00352
P00352
P00352
E7EUT4
E7EUT4
E7EUT4
E7EUT4
E7EUT4
E7EUT4
P07099
P07099
P07099
P07099
P10809
P10809
P10809
P10809
P10809
P30084
P30084
P30084
P30084
P30084
P30084
Q96KK5
Q96KK5
QI6KKS5
P08319
P08319
P08319
P08319
P08319
P06576
P06576
P06576
P06576
P06576
P06733
P06733
P06733
P06733
P06733
Q16822
Q16822
P80404
P80404
P80404
P11021
P11021
P11021
F8VZJ4;P11(
F8vzZJ4
F8VZJ4;B3Kl
P07900

P07900

Serine—-pyruvate aminotransferase (eSLALIAEqGLENSWR
Serine—-pyruvate aminotransferase (IPTVTTVAVPAGYDWR
Serine--pyruvate aminotransferase (IQALGLQLFVk

Actin, cytoplasmic 2, N-terminally faGFAGDDAPR

Actin, cytoplasmic 2, N-terminally [ dSYVGDEAQSk

Actin, cytoplasmic 2, N-terminally [ sYELPDGQVITIGNER
Actin, cytoplasmic 2, N-terminally fsYELPDGQVITIGnER
Actin, cytoplasmic 2, N-terminally  VAPEEHPVLLTEAPLNPk
Glutathione S-transferase A2 OS=FalLNYIASk

Glutathione S-transferase A2 OS=FfLQPGSPR

Glutathione S-transferase A2 OS=FiSNLPTVk

Glutathione S-transferase A2 0S=FsHGQDYLVGNk
Glutathione S-transferase A2 OS=FwLLAAAGVEFEEk
Glutathione S-transferase A2 OS=FyFPAFEk

Liver carboxylesterase 1 OS=Homo alSESGVALTSVLVk
Liver carboxylesterase 1 0S=Homo eSQPLLGTVIDGMLLLk
Liver carboxylesterase 1 0S=Homo eSQPLLGTVIDGmLLLk
Liver carboxylesterase 1 0S=Homo eVAFWTNLFAk

Liver carboxylesterase 1 0S=Homo fTPPQPAEPWSFVk
Liver carboxylesterase 1 0S=Homo fTPPqPAEPWSFVk
Liver carboxylesterase 1 0S=Homo gNWGHLDQVAALR
Liver carboxylesterase 1 OS=Homo tPEELQAER

Liver carboxylesterase 1 0S=Homo yLGGTDDTVk

Alcohol dehydrogenase 1C OS=Hol iNEGFDLLR

Tubulin alpha-1C chain 0S=Homo saVFVDLEPTVIDEVR
Tubulin alpha-1C chain 0S=Homo sellDLVLDR

Tubulin alpha-1C chain 0S=Homo s fDGALNVDLTEFQTNLVPYPR
Tubulin alpha-1C chain OS=Homo £IISQIVSSITASLR
Hemoglobin subunit alpha OS=Hom LASVSTVLTSk
Hemoglobin subunit alpha OS=Homr mFLSFPTTk

Hemoglobin subunit alpha 0S=Horr VGAHAGEYGAEALER
Aldehyde dehydrogenase, mitochor eEIFGPVMQILk

Retinal dehydrogenase 1 OS=HomcIADLIER

Aldehyde dehydrogenase, mitochor tFVQEDIYDEFVER
Aldehyde dehydrogenase, mitochor tFVGEDIYDEFVER
Aldehyde dehydrogenase, mitochor IQVAAGSSNLk

Retinal dehydrogenase 1 OS=HomcVILELGGk

ATP synthase subunit alpha OS=H:elVTNFLAGFEA

ATP synthase subunit alpha OS=H:elVTnFLAGFEA

ATP synthase subunit alpha OS=Hi eVAAFAQFGSDLDAATQQLLSR
ATP synthase subunit alpha OS=H eVAAFAQFGSDLDAATQqLLSR
ATP synthase subunit alpha OS=H/iLGADTSVDLEETGR
ATP synthase subunit alpha OS=H tGAIVDVPVGEELLGR
ATP synthase subunit alpha OS=H WDALGNAIDGk

Retinal dehydrogenase 1 0S=Hom¢iFVEESIYDEFVR
Retinal dehydrogenase 1 OS=Homc¢iLDLIESGk

Retinal dehydrogenase 1 OS=Homc|YSNAYLNDLAGclk
Retinal dehydrogenase 1 0S=HomcvAFTGSTEVGk
Glyceraldehyde-3-phosphate dehyd gALQNIIPASTGAAk
Glyceraldehyde-3-phosphate dehyd gALQNIIPASTGAAk
Glyceraldehyde-3-phosphate dehyd ISWYDNEFGYSNR
Glyceraldehyde-3-phosphate dehyd IVINGNPITIFQER
Glyceraldehyde-3-phosphate dehyd IVINGNPITIFQER
Glyceraldehyde-3-phosphate dehyd VPTANVSVVDLTCR
Epoxide hydrolase 1 OS=Homo saj dVELLYPVk

Epoxide hydrolase 1 OS=Homo saffLSVLER

Epoxide hydrolase 1 0S=Homo saf gGHFAAFEEPELLAQDIR
Epoxide hydrolase 1 0S=Homo saf VETSDEEIHDLHQR

60 kDa heat shock protein, mitochc gVMLAVDAVIAELk

60 kDa heat shock protein, mitochciQEIIEQLDVTTSEYEk
60 kDa heat shock protein, mitochciqEIIEQLDVTTSEYEk

60 kDa heat shock protein, mitochciSSIQSIVPALEIANAHR
60 kDa heat shock protein, mitochc tVIEQSWGSPk
Enoyl-CoA hydratase, mitochondria aFAAGADIk

Enoyl-CoA hydratase, mitochondria aLNALcDGLIDELNQALk
Enoyl-CoA hydratase, mitochondria aLnALcDGLIDELNQALk
Enoyl-CoA hydratase, mitochondria agFAQPEILIGTIPGAGGTQR
Enoyl-CoA hydratase, mitochondriaicPVETLVEEAIQCAEk
Enoyl-CoA hydratase, mitochondriaicPVETLVEEAIqcAEk
Histone H2A type 1-H OS=Homo s:aGLQFPVGR

Histone H2A type 1-H OS=Homo s:VTIAQGGVLPNIQAVLLPk
Histone H2A type 1-H OS=Homo s:VTIAqGGVLPNIQAVLLPk
Alcohol dehydrogenase 4 OS=Hom aLGATDCcLNPR

Alcohol dehydrogenase 4 OS=Hom fNLDALVTHTLPFDk
Alcohol dehydrogenase 4 OS=Hom gLTIFPEELIIGR

Alcohol dehydrogenase 4 OS=Hom iDDDANLER

Alcohol dehydrogenase 4 OS=Hom ilGIDINSEk

ATP synthase subunit beta, mitoch alAELGIYPAVDPLDSTSR
ATP synthase subunit beta, mitoch fTQAGSEVSALLGR
ATP synthase subunit beta, mitoch iIMNVIGEPIDER

ATP synthase subunit beta, mitoch IVLEVAQHLGESTVR
ATP synthase subunit beta, mitoch VALTGLTVAEYFR
Alpha-enolase OS=Homo sapiens (aAVPSGASTGIYEALELR
Alpha-enolase OS=Homo sapiens (iEEELGSk
Alpha-enolase OS=Homo sapiens (INVTEQEk
Alpha-enolase OS=Homo sapiens (WIGMDVAASEFFR
Alpha-enolase OS=Homo sapiens (yISPDQLADLYk
Phosphoenolpyruvate carboxykinas eVLAELEALER
Phosphoenolpyruvate carboxykinas .SGDLGQLPTGIR
4-aminobutyrate aminotransferase, aLLTGLLDLQAR
4-aminobutyrate aminotransferase, iDIPSFDWPIAPFPR
4-aminobutyrate aminotransferase, nLLLAEVINIlk

78 kDa glucose-regulated protein O eLEEIVQPIISk

78 kDa glucose-regulated protein O iTPSYVAFTPEGER

78 kDa glucose-regulated protein O sDIDEIVLVGGSTR

Heat shock 70 kDa protein 1A/1B CVEIIANDQGNR

Heat shock 70 kDa protein 1A/1B CfEELcSDLFR

Heat shock 70 kDa protein 1A/1B CtTPSYVAFTDTER

Heat shock protein HSP 90-alpha CaDLINNLGTIAk

Heat shock protein HSP 90-alpha C gVVDSEDLPLNISR

20 10 11
20 05 09
25 06 09
13 12 12
12 13 17
14 13 14
12 12 11
16 1.1 11
13 05 07
14 10 14
13 06 08
12 07 10
14 11 13
14 06 09
15 12 22
18 28 44
10 12 28
20 19 42
07 17 32
06 16 35
17 22 28
18 27 57
17 20 52
23 07 15
18 28 28
11 18 16
13 19 19
10 25 15
06 11 06
05 11 05
1.1 11 09
13 1.0 09
21 10 1.0
15 11 21
10 07 08
12 05 06
21 09 1.0
13 11 12
16 18 14
15 11 11
12 12 08
11 1.0 10
13 12 12
19 18 15
26 19 15
32 16 13
12 16 08
26 15 14
18 16 18
14 12 14
13 12 15
17 12 13
22 20 22
17 08 07
13 13 28
09 11 34
10 11 18
10 13 25
14 18 10
10 13 10
18 19 17
20 23 19
16 25 20
11 13 15
08 02 0.1
10 05 05
07 09 07
10 04 06
09 05 04
19 21 17
15 16 16
21 18 17
03 03 03
01 02 03
01 03 01
03 04 04
02 04 04
07 08 13
14 12 12
15 13 15
14 13 23
15 13 13
14 27 25
15 380 26
1.1 21 22
16 31 25
12 26 22
07 05 06
10 08 10
10 06 06
08 12 07
10 07 10
13 13 16
11 10 16
14 13 18
14 16 19
18 1.1 10
15 1.7 26
16 18 17
17 14 15




P07900
B72254
B72254
B72254
B72254
P07148
P07148
P07148
P07148
P07148
P02792
P02792
ESRK69
E5RK69
E5RK69
E5RK69
E5RK69
P05787
P05787
P05787
P05787
P05787
P35579
P35579
HOYBX3
HOYBX3
Q93088
Q93088
P30086
P30086
B1ALW1
B1ALW1
B1ALW1
BOYJC4
075891
075891
075891
075891
075891
P11509
P09467
P09467
P09467
P00441
P00441
P00441

Heat shock protein HSP 90-alpha CISELLR

Protein disulfide-isomerase A6 OS=gSTAPVGGGAFPTIVER
Protein disulfide-isomerase A6 OS=IAAVDATVNQVLASR
Protein disulfide-isomerase A6 OS=IAAVDATVNQVLASR
Protein disulfide-isomerase A6 0S=tGEAIVDAALSALR
Fatty acid-binding protein, liver OS=alGLPEELIQk

Fatty acid-binding protein, liver OS=alGLPEELIgk

Fatty acid-binding protein, liver OS=fTITAGSk

Fatty acid-binding protein, liver 0S=sVTELNGDITNTMTLGDIVFk
Fatty acid-binding protein, liver 0S=tVVQLEGDNk

Ferritin light chain OS=Homo sapielIGGPEAGLGEYLFER
Ferritin light chain OS=Homo sapie/INQALLDLHALGSAR
Annexin OS=Homo sapiens GN=Al aLIEILATR

Annexin 0S=Homo sapiens GN=Al dAFVAIVQSVk

Annexin 0S=Homo sapiens GN=Al eAILDIITSR

Annexin 0S=Homo sapiens GN=Al eEGGENLDQAR
Annexin OS=Homo sapiens GN=Al gLGTDEDTIIDITHR
Keratin, type Il cytoskeletal 8 OS=t aSLEAAIADAEQR
Keratin, type Il cytoskeletal 8 0S=taSLEAAIADAEQR
Keratin, type Il cytoskeletal 8 0S=FIEGLTDEINFLR

Keratin, type Il cytoskeletal 8 0S=FISELEAALQR

Keratin, type Il cytoskeletal 8 0S=tISELEAALQR

Myosin-9 OS=Homo sapiens GN=N IQQELDDLLVDLDHQR
Myosin-9 OS=Homo sapiens GN=NMVSHLLGINVTDFTR
Ribonuclease UK 114 (Fragment) O'iEIEAVAIQGPLTTASL
Ribonuclease UK114 (Fragment) O tTVLLADINDFNTVNEIYk
Betaine--homocysteine S-methyltra aGPWTPEAAVEHPEAVR
Betaine--homocysteine S-methyltra iSGQEVNEAACDIAR
Phosphatidylethanolamine-binding ; IYEQLSGk
Phosphatidylethanolamine-binding fIYTLVLTDPDAPSR
Thioredoxin OS=Homo sapiens GN:I[EATINELV

Thioredoxin OS=Homo sapiens GN:tAFQEALDAAGDk
Thioredoxin OS=Homo sapiens GN: VGEFSGANk

Vimentin OS=Homo sapiens GN=V iLLAELEQLk

Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate aGLILFGNDDk
Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dLGEAALNEYLR
Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate gAASSVLELTEAELVTAEAVR
Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate iINWDQPAEAIHNWIR
Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate IFVEDSIHDEFVR
Cytochrome P450 2A6 OS=Homo siQEEAGFLIDALR
Fructose-1,6-bisphosphatase 1 OS: aPVILGSPDDVLEFLk
Fructose-1,6-bisphosphatase 1 OS: eAVLDVIPTDIHQR
Fructose-1,6-bisphosphatase 1 0S: gTGELTQLLNSLcTAVk
Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=dGVADVSIEDSVISLSGDHcIIGR
Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=gDGPVQGIINFEQk
Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=hVGDLGNVTADk
Thioredoxin (Fragment) OS=Homo :sDVLELTDDNFESR
Bifunctional ATP-dependent dihydrc sSPGADLLQVLTk
Bifunctional ATP-dependent dihydrc veSTLLGLEEHLNALDR
Endoplasmin OS=Homo sapiens GleLISNASDALDk
Endoplasmin OS=Homo sapiens GleVEEDEYk
Endoplasmin OS=Homo sapiens GIgVVDSDDLPLNVSR
Endoplasmin OS=Homo sapiens GlsILFVPTSAPR
Acetyl-CoA acetyltransferase, mitocflGNEVIPVTVTVk
Acetyl-CoA acetyltransferase, mito IGSIAIQGAIEk
Acetyl-CoA acetyltransferase, mitoctPIGSFLGSLSLLPATk
Heterogeneous nuclear ribonucleop!ilLDLISESPIk
Heterogeneous nuclear ribonucleopl iLSISADIETIGEILk

Heat shock-related 70 kDa protein ZfEELNADLFR
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase fEDENFILk
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase WPTVFFDIAVDGEPLGR
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase VSFELFADk

Catalase OS=Homo sapiens GN=C aDVLTTGAGNPVGDk
Catalase OS=Homo sapiens GN=C fNTANDDNVTQVR
Catalase OS=Homo sapiens GN=C {STVAGESGSADTVR
Histone H2B type 1-K OS=Homo s:aMGIMNSFVNDIFER
Histone H2B type 1-K OS=Homo s:elQTAVR

Histone H2B type 1-K OS=Homo s:ILLPGELAk

Histone H2B type 1-K OS=Homo s:qVHPDTGISSk

Bile salt sulfotransferase OS=HomcnFLLLSYEELk

Bile salt sulfotransferase OS=HomcsPWVESEIGYTALSETESPR
Bile salt sulfotransferase OS=Homc tLEPEELNLILk

Bile salt sulfotransferase OS=HomcwlQSVPIWER
Argininosuccinate synthase OS=Hc aPNTPDILEIEFk
Argininosuccinate synthase OS=Hc eFVEEFIWPAIQSSALYEDR
Peroxiredoxin-2 OS=Homo sapiens eGGLGPLNIPLLADVTR
Triosephosphate isomerase OS=Hc sSNVSDAVAQSTR
Triosephosphate isomerase 0S=Hc WLAYEPVWAIGTGk
Histone H4 OS=Homo sapiens GN:iSGLIYEETR

Histone H4 OS=Homo sapiens GN: WFLENVIR

Protein disulfide-isomerase OS=HoldHENIVIAk

Protein disulfide-isomerase OS=HoleADDIVNWLk

Protein disulfide-isomerase OS=HoleNLLDFlk

Protein disulfide-isomerase OS=HoinFEDVAFDEk

Protein disulfide-isomerase OS=HolsNFAEALAAHk
Superoxide dismutase OS=Homo s alWNVINWENVTER
Superoxide dismutase OS=Homo s gDVTAQIALQPALk
Ubiquitin (Fragment) OS=Homo saf eSTLHLVLR

Aldehyde dehydrogenase X, mitoch ILNLLADLVER
Aldehyde dehydrogenase X, mitoch tFVEESIYNEFLER
L-xylulose reductase OS=Homo sajaVIQVSQIVAR
L-xylulose reductase OS=Homo sa|ecPGIEPVcVDLGDWEATER
Dihydropyrimidinase OS=Homo saf gGSLIEAFETWR
Dihydropyrimidinase OS=Homo saf WNDDFSEVADVLVEDGVVR
Delta(3,5)-Delta(2,4)dienoyl-CoA is eVMLDAALALAAEISSk
Peroxisomal bifunctional enzyme O gQGLTGPTLLPGTPAR
Peroxisomal bifunctional enzyme O ITGVPAALDLITSGR
Peroxisomal bifunctional enzyme O vSDLAGLDVGWk
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthas gLEAFGGLk
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthas IEVGTETIIDk

19 27
1.5 1.1
16 17
1.0 13
16 20
04 07
04 07
05 07
05 05
07 09
10 16
1.1 1.0
12 11
06 0.7
09 07
1.7 15
12 08
15 14
12 1.0
14 12
1.3 1.0
12 11
15 23
08 06
09 08
13 12
1.1 18
07 06
09 07
1.0 1.0
24 20
18 1.8
25 21
1.0 1.1
1.1 11
10 08
1.1 10
16 15
14 14
11 05
04 02
12 11
05 03
16 07
1.1 09
15 1.1
14 12
17 15
XXX XXX
16 17
18 1.1
14 13
15 13
13 07
09 05
14 07
18 12
27 23
18 18
15 19
16 19
16 17
13 07
13 07
12 07
28 17
23 23
23 18
25 22
16 15
21 17
13 1.0
22 23
05 04
15 12
07 11
18 17
14 12
16 15
15 16
10 12
13 16
15 24
20 19
15 17
14 12
14 11
12 17
04 02
05 06
06 09
04 02
08 08
13 12
07 12
12 11
1.0 12
12 09
15 05
17 05




P54868
Q96HR9
HOYNC2
H7C131
H7C342
P05089
P05089
P62158
Q5VU59
B7WPK3
E7ENL2
E7ENL2
P02671
Q06830
Q06830
Q06830
P55072
P55072
G3XALO
G3XALO
Q5JP53
Q5JP53
B4DFK7
B4DFK7
E7ERW2
F5H3L8
F5H3L8
F5H816
F5H816
P49411
P00338
Q02252
Q13228
Q13228
FSH7HO
F5GYQ4
F5GYQ4
HOYK49
D6PXK4
D6PXK4
P51570
P68431
P01877
D2D4A3
B4DYP2
Q6lQ15
Q6lQ15
F2Z3K5
P16403
P16403
P30041
P36542
P22626
B8ZZL8
B4DUPO
D6RERO
H3BTX9
P30043
Q9Y2S2
P07737
A6NLG9
B4DF46
B7ZBK6
E7EPB3
|FBWF32
E9PBP5
P05141
095831
Q00796
075874
B4DFL2
B4DFL2
F5GYC1
F8WEU4
Q96KP4
P42765
HOYNE3
095154
Q7Z5P4
P19105
P05387
P62857
P23526
B3KQ63
B4DTM7
B4E2S7
C9JH92
D6RCN3
E7TEW08
F8W696
F5H451
G3v2B8
E9PKW4
E7ENO05
D6WSE6

Hydroxymethylglutaryl-CoA synthas IVSSTSDLPk
Receptor expression-enhancing pro nLVTEVLGALEAk
Dehydrogenase/reductase (SDR far IDVLVNNAYAGVQTILNTR
3-ketoacyl-CoA thiolase, peroxisom aEELGLPILGVLR
D-dopachrome decarboxylase (Frac fFPLESWQIGk
Arginase-1 OS=Homo sapiens GN=eGLYITEEIYk
Arginase-1 OS=Homo sapiens GN=gGVEEGPTVLR
Calmodulin OS=Homo sapiens GN: eAFSLFDk
Tropomyosin 3 0S=Homo sapiens 'iQLVEEELDR
Formimidoyltransferase-cyclodeamilAEELDVPVYLYGEAAR
Sulfurtransferase OS=Homo sapien aLVSAQWVAEALR
Sulfurtransferase OS=Homo sapien aRPEDVISEGR
Fibrinogen alpha chain OS=Homo s gLIDEVNQDFTNR
Peroxiredoxin-1 0S=Homo sapiens gLFIIDDk
Peroxiredoxin-1 0S=Homo sapiens IVQAFQFTDk
Peroxiredoxin-1 0S=Homo sapiens tIAQDYGVLk
Transitional endoplasmic reticulum gGNIGDGGGAADR
Transitional endoplasmic reticulum nAPAIIFIDELDAIAPk
Malate dehydrogenase OS=Homo ¢ iFGVTTLDIVR

Malate dehydrogenase OS=Homo s VDFPQDQLTALTGR
Tubulin beta chain OS=Homo sapie gHYTEGAELVDSVLDVVR
Tubulin beta chain OS=Homo sapie IAVNMVPFPR
Carbonyl reductase 1, isoform CRA fHQLDIDDLQSIR
Carbony! reductase 1, isoform CRA fHqLDIDDLQSIR
Aspartate aminotransferase OS=HciAAAILNTPDLR
Stress-70 protein, mitochondrial OS aQFEGIVTDLIR
Stress-70 protein, mitochondrial OS VQQTVQDLFGR
Phosphorylase OS=Homo sapiens dFNVGDYIQAVLDR
Phosphorylase OS=Homo sapiens IHSFLGDDVFLR
Elongation factor Tu, mitochondrial ILDAVDTYIPVPAR
L-lactate dehydrogenase A chain O dLADELALVDVIEDk
Methylmalonate-semialdehyde dehyaFPAWADTSVLSR
Selenium-binding protein 1 OS=Hor ePLGPALAHELR
Selenium-binding protein 1 OS=Hor iYVVDVGSEPR
Glutathione S-transferase omega-1 gSAPPGPVPEGSIR
Glutamate dehydrogenase OS=Hon dDGSWEVIEGYR
Glutamate dehydrogenase OS=Hon hGGTIPIVPTAEFQDR
Electron transfer flavoprotein subuni IEVAPISDIIAIk

Alpha actinin 4 short isoform OS=HgYEEWLLNEIR
Alpha actinin 4 short isoform OS=HIASDLLEWIR
Galactokinase OS=Homo sapiens (eVQLEELEAAR
Histone H3.1 OS=Homo sapiens G elAQDFk

Ig alpha-2 chain C region 0S=HomcsAVQGPPER
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehy VANEPVLAFTQGSPER
Trifunctional enzyme subunit alpha, tVLGTPEVLLGALPGAGGTQR
EEF1A1 protein OS=Homo sapiens iGGIGTVPVGR
EEF1A1 protein OS=Homo sapiens yYVTIDAPGHR
Dolichyl-diphosphooligosaccharide- sIVEEIEDLVAR
Histone H1.2 OS=Homo sapiens G'aLAAAGYDVEk
Histone H1.2 OS=Homo sapiens G'aSGPPVSELITk
Peroxiredoxin-6 OS=Homo sapiens ISILYPATTGR

ATP synthase subunit gamma, mitceLIEISGAAALD
Heterogeneous nuclear ribonucleop IFIGGLSFETTEESLR
10 kDa heat shock protein, mitochc L LLPEYGGTk
Elongation factor 1-gamma OS=HoiiLGLLDAYLk
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 .QPTVFPVVPR
Acyl-coenzyme A synthetase ACSIgNVLPPGTEGDIGIR
Flavin reductase (NADPH) OS=Hon IQAVTDDHIR
Lambda-crystallin homolog 0S=HoliFAQLDSIIDDR
Profilin-1 0S=Homo sapiens GN=P tFVNITPAEVGVLVGk
Biglycan OS=Homo sapiens GN=B iQAIELEDLLR

Amine oxidase [flavin-containing] A dVPAVEITHTFWER
Aminolewlinate, delta-, dehydratast gSAADSEESPAIEAIHLLR
60S ribosomal protein L14 OS=Hon [VAIVDVIDQNR
Dolichyl-diphosphooligosaccharide- aTSFLLALEPELEAR
Aldo-keto reductase family 1 memb IAIEAGFR

ADP/ATP translocase 2 0S=Homo dFLAGGVAAAISk
Apoptosis-inducing factor 1, mitoch SATEQSGTGIR
Sorbitol dehydrogenase OS=Homo IENYPIPEPGPNEVLLR
Isocitrate dehydrogenase [NADP] ¢ tVEAEAAHGTVTR
Isocitrate dehydrogenase [NADP] C dIFQEIFDk

Isocitrate dehydrogenase [NADP] CIILPHVDIQLk
ATP-binding cassette sub-family D L L.GELWPLFGGR
Cytochrome b5 OS=Homo sapiens LEEHPGGEEVLR
Cytosolic non-specific dipeptidase (tVFGVEPDLTR
3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochonc dFTATDLSEFAAk
Proteasome activator complex subtiSELDAFLk

Aflatoxin B1 aldehyde reductase m«fYAFNPLAGGLLTGk
17-beta-hydroxysteroid dehydrogen IWPVLETDEVVR
Myosin regulatory light chain 12A CfTDEEVDELYR

60S acidic ribosomal protein P2 OSiLDSVGIEADDDR
40S ribosomal protein $28 OS=Hor eGDVLTLLESER
Adenosylhomocysteinase OS=Hom vVADIGLAAWGR
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenz aFEEEQNLR
Uncharacterized protein OS=Homo alPDLTAPVAAVQAAVSNLVR
Lysosome-associated membrane glgILTVDELLAIR
Quinone oxidoreductase (Fragment VFEFGGPEVLk
Annexin A5 OS=Homo sapiens GN gTVTDFPGFDER
Serine hydroxymethyltransferase O aLSEALTELGYk
Apolipoprotein A-l 0S=Homo sapiel VSFLSALEEY Tk
Cytochrome P450 2C9 OS=Homo < eALIDLGEEFSGR
Methylenetetrahydrofolate dehydroc tDTESELDLISR
Sulfotransferase 1A2 OS=Homo sa|iLEFVGR
Sulfurtransferase OS=Homo sapien tYEQVLENLESk
UDP-glucose pyrophosphorylase 2, sSFENSLGINVPR

15 06
08 05
11 18
06 14
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09 09
16 15
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09 1.0
13 13
20 21
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11 15
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08 1.7
09 12
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17 14
09 11
0.7 11
12 13
16 13
16 1.8
20 24
12 13
09 12
12 25
1.0 09
08 1.1
1.1 09
14 12
09 12
19 14
19 14
17 12
1.0 12
16 14
16 26
18 19
12 05
1.0 11
13 18
06 08
16 1.1
1.1 12
15 15
16 12
17 18
07 1.0
29 28
09 1.0
21 382
07 09
20 25
15 08
18 08
15 1.0
13 11
17 13
24 10
12 11
07 08
07 08
1.1 11
15 15
16 20
11 16
08 0.9
07 07
14 16
17 14
09 1.0
09 02
1109
08 0.8
1.0 09
02 05
16 1.1
10 10
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Classification hiérarchique par biopsie et par peptide.
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Test non paramétrique Rank Product

Protéines surexprimées dans les tumeurs (FRD<0.005)

Swiss Prot
A8K092
P06576
F8W7G7
P16403
Q96KK5
060814
P62805
H7BY16
Q5TCJ4
E7EPB3
P05387
P62857
B4DUPO
Q5T6W1
P07900
P14625
F8vzl4
P11021
F5H3L8
P10809
F8WE65
B72254
P51148
P55072
P22314
F5H6Q2
E9PAUS
P07099
P06733
E7EUT4
B4E1H9
B725D8
G3XALO
075874
E1B6WS
B4E2S7
D6PXK4
P62158
P19105
HOY143
Q5VU59
Q9BQE3
Q5JP53
BOYJC4
P07237
Q06830
B1ALW1
P01877
095831

Gene
ATP5A1
ATP5B
FN1
HIST1H1C
HIST1H2AH
HIST1H2BK
HIST1H4A
NCL
LMNA
RPL14
RPLP2
RPS28
EEF1G
HNRNPK
HSP90AA1
HSP90B1
HSPA1B
HSPAS
HSPA9
HSPD1
PPIA
PDIA6
RAB5C
VCP
UBA1
UBC
CES1
EPHX1
ENO1
GAPDH
PGK1
TPI1
MDH2
IDH1
SCP2
LAMP2
ACTN4
CALM1
MYL12A
MYL6
TPM3
TUBA1C
TUBB
VIM
P4HB
PRDX1
TXN
IGHA2
AIFM1

Name

ATP synthase subunit alpha

ATP synthase subunit beta, mitochondrial
Fibronectin

Histone H1.2

Histone H2A type 1-H

Histone H2B type 1-K

Histone H4

Nucleolin (Fragment)

Lamin A/C

60S ribosomal protein L14

60S acidic ribosomal protein P2

40S ribosomal protein S28

Elongation factor 1-gamma

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Heat shock protein HSP 90-alpha
Endoplasmin

Heat shock 70 kDa protein 1A/1B

78 kDa glucose-regulated protein

Stress-70 protein, mitochondrial

60 kDa heat shock protein, mitochondrial
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Protein disulfide-isomerase A6

Ras-related protein Rab-5C

Transitional endoplasmic reticulum ATPase
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1
Ubiquitin (Fragment)

Liver carboxylesterase 1

Epoxide hydrolase 1

Alpha-enolase
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Phosphoglycerate kinase

Triosephosphate isomerase

Malate dehydrogenase

Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic
Non-specific lipid-transfer protein
Lysosome-associated membrane glycoprotein 2
Alpha actinin 4 short isoform

Calmodulin

Myosin regulatory light chain 12A

Myosin light polypeptide 6 (Fragment)
Tropomyosin 3

Tubulin alpha-1C chain

Tubulin beta chain

Vimentin

Protein disulfide-isomerase
Peroxiredoxin-1

Thioredoxin

Ig alpha-2 chain C region
Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial
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Peptides
1
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Function

energy

energy

ECM

DNA binding

DNA binding

DNA binding

DNA binding

DNA binding
DNA/nucleus stability
ribosome

ribosome

ribosome

ribosome binding
Pre-mRNA preocessing
protein folding
protein folding
protein folding
protein folding
protein folding
protein folding
protein folding
protein folding & transport
protein folding & transport
protein folding
proteasome
proteasome
detoxification
detoxification
glycolysis

glycolysis

glycolysis

Glycolysis and gluconeogenesis

Krebs cycle
Krebs cycle, lipid synthesis

lipid transport, steroid metabolism

Tumor induced
cytoskeleton
cytoskeleton
cytoskeleton
cytoskeleton
cytoskeleton
cytoskeleton
cytoskeleton
cytoskeleton
protein folding
anti-oxidant
anti-oxidant
Antibody
apoptosis factor



Protéines sous exprimées dans les tumeurs (FRD<0.005)

Swiss Prot
P07327;P00326
F5HB16;P00326
P08319
095154
P30837
P09210
H7C342
Q06830
P02768
P68871
075891
B7WPK3
P07148
D6RERO
P30084
Q14117
P05062
P09467
E7EUT4
F5H816
D6WS5E6
Q16822
Q93088
E7EW08
P27797
P00966
P31327
Q6lQ15
P35579

Gene
ADH1A
ADH1B
ADH4
AKR7A3
ALDH1B1
GSTA2
DDT
PRDX1
ALB
HBB
ALDH1L1
FTCD
FABP1
ACSL1
ECHS1
DPYS
ALDOB
FBP1
GAPDH
PYGL
UGP2
PCK2
BHMT
SHMT1
CALR
ASS1
CPS1
EEF1A1
MYH9

Name

Alcohol dehydrogenase 1A

Alcohol dehydrogenase 1B

Alcohol dehydrogenase 4

Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 3
Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial
Glutathione S-transferase A2

D-dopachrome decarboxylase (Fragment)
Peroxiredoxin-1

Serum albumin

Hemoglobin subunit beta

Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase
Formimidoyltransferase-cyclodeaminase

Fatty acid-binding protein, liver
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1

Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial
Dihydropyrimidinase

Fructose-bisphosphate aldolase B
Fructose-1,6-bisphosphatase 1
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Phosphorylase

UDP-glucose pyrophosphorylase 2, isoform CRA_b
Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], mitochondrial
Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1
Serine hydroxymethyltransferase

Calreticulin

Argininosuccinate synthase

Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial
EEF1A1 protein

Myosin-9
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Peptides Function
7 Détoxification
3 Détoxification
5 Détoxification
1 Détoxification
1 Détoxification
1 detoxification, oxidative stress
1 Redox regulation
1 Redox regulation
2 Blood component
2 Blood component
2 Metabolism
1 Metabolism
4 Lipid transport
1 Lipid metabolism
3 lipids catabolism
1 Metabolism
2 Glycolysis
2 Glycolysis
1 Glycolysis
1 Glycogenolysis
1 Gluconeogenesis
1 Gluconeogenesis
1 AA metabolism
1 AA metabolism
1 Protein folding
1 Urea cycle
4 Urea cycle
1 Translation factor
1 Cytoskeleton



2. Fraction purifiée par TiO2.

Ratios pour les tumeurs (série 1 a 3) et les non-tumeurs (série 4). (rouge : ratio >2, vert : ratio <0.5)

Acc.
B7Z1L3
Q9H1E3
Q9H1E3
P35579
F5H4D6
F5H4D6
B4E2T8
B4E2T8
C9J4K3
P62258
QouaQss
QuaQss
QouaQss
014745
P08238
B4DU91
G3V1D1
G3Vv1D1
F8W1K38
P16455
B4DN25
B4DN25
Q8N1CO0
E9PK09
P10644
Q9Y2w1
Qoyaw1
B1APG2
H3BTK3
HOYEV2
F8WCJ4
H3BPZ1
Q09666
E9PKO06
Q92882
Qs8lYB3
ABK8GO
B3KPE7
Q13576
Q15388
Qs5Jws5
E9PPJ4
E9PGR8
H7BZX1
B4DS13
B3KRG5
095336
P37802
P40222
B3KMK38
Q15149
Q9cocz
095218
E5RIS7
F5GXU9
C9JFC3
HOYJS7
H7BXD4
P35579
P35579
P35579
P31327
P31327
C9J4K3
C9J4K3
P62258
P62258
F8W6P5
F8W6P5
F8W6P5
E7ENY8
E7ENY8
P08238
Q5T8M8
Q5T8M8
H7BZJ3
P05387
B4DE78
B4DE78
Q8IUK7
HOYL80
P02452
P69905
B3KQT9
F8VXI5
P14550
F5GWR2
A8MW49
E7ET24
G3V226
075874
B4DDF9
F5GZQ4
E7EMC6

Name Peptide

Membrane-associatt gDQPAAsGDSDDDEPPPLPR_1P_
Nuclear ubiquitous c: eEDEEPEsPPEk_1P_0OautresModif
Nuclear ubiquitous c: WDYSQFQEsDDADEDYGR_1P_0¢
Myosin-9 OS=Homo gAGDGsDEEVDGk_1P_0autresMot
Ras GTPase-activati sSSPAPADIAQTVQEDLR_1P_Oautr
Ras GTPase-activati sSsSPAPADIAQTVQEDLR_1P_1autr
Calnexin OS=Homo : aEEDEILNRsPR_1P_0autresModif _
Calnexin OS=Homo :aEEDEILNRsPR_1P_1autresModif_
Fructose-bisphosphz gILAADESVGTMGNR_1P_1autresM
14-3-3 protein epsilo aAFDDAIAELDtLSEESYk_1P_Oautr
Serine/arginine repe rPsPQPSPR_1P_0OautresModif_
Serine/arginine repe rPsPQPsPR_2P_0OautresModif
Serine/arginine repe' sSsPVTELASR_1P_0OautresModif
Na(+)/H(+) exchange sASsDTSEELNSQDSPPk_1P_0aut
Heat shock protein HelsDDEAEEEk_1P_0OautresModif_
Epsin-1 OS=Homo s tALPtSGSSAGELELLAGEVPAR_1F
Ferritin OS=Homo s¢ hTLGDsDNES_1P_0autresModif_
Ferritin OS=Homo s¢ hTLGDsDnES_1P_1autresModif_
60S acidic ribosoma eEsEESDEDmMGFGLFD_2P_1autres
Methylated-DNA--prc JAGATSGsPPAGR_1P_0autresMoc
UDP-glucose 6-dehy iPYAPsGEIPk_1P_0OautresModif_
UDP-glucose 6-dehy rlPYAPsGEIPk_1P_OautresModif_
CTNNA1 protein OS' tPEELDDsDFETEDFDVR_1P_Oaut
Bcl-2-associated trar dLFDYsPPLHk_1P_OautresModif_
cAMP-dependent prceDEIsPPPPNPVVk_1P_0autresMoc
Thyroid hormone rec aSAVSELsPR_1P_0autresModif_
Thyroid hormone rec: iDIsSPSTFR_1P_0OautresModif_
Protein kinase, CAMItWtLcGTPEYLAPEILSk_1P_1autres
Calcium-regulated he gNVVPsPLPTR_1P_0OautresModif_
Src substrate cortact IPSsPVYEDAASFk_1P_0OautresMoc
Acetyl-coenzyme A s sWsPPPEVSR_1P_0OautresModif_
3-hydroxyacyl-CoA d wLDESDAEmMELR_1P_1autresModii
Neuroblast differentic IPsGSGAASPTGSAVDIR_1P_Oautr
Elongation factor 1-d aTAPQTQHVspMR_1P_1autresMod
Osteoclast-stimulatin tLSNAEDYLDDEDsD_1P_OautresM
Serine/arginine repe rsPsPAPPPR_2P_0OautresModif_
Hepatoma-derived g aGDLLEDsPk_1P_0OautresModif_
Bcl-2-like protein 13 ssPATSLFVELDEEEVk_1P_Oautre:
Ras GTPase-activati yGsIVDDER_1P_OautresModif _
Mitochondrial import iVSAQSLAEDDVE_1P_0OautresMod
Glutathione S-transfe fLQPGsPR_1P_0autresModif _
Solute carrier organit VLAVTDsPAR_1P_0OautresModif_
Tubulin—-tyrosine liga: ssPGQTPEEGAQALAEFAALHGPA
Sorbin and SH3 dorr IGEVTGSPsPPPR_1P_0OautresModi
Eukaryotic translatior tGSESSQTGTSTTSSR_1P_0Oautresh
RNA-binding motif pr dVYLsPR_1P_OautresModif_
6-phosphogluconolacfALGLsGGSLVSmLAR_1P_1autresl
Transgelin-2 OS=Ho nFsDNQLQEGk_1P_0autresModif
Alpha-taxilin OS=Hor PEGPGAQAPSsPR_1P_0autresMc
Starch-binding doma hsSWGDVGVGGSLk_1P_0OautresM
Plectin OS=Homo sz sSsVGSSSSYPISPAVSR_1P_0autr
182 kDa tankyrase-1vPssDEEVVEEPQSR_2P_0Oautresh
Zinc finger Ran-bindi eEsDGEYDEFGR_1P_0OautresModif
Transcription elongal ePAITSQNsPEAR_1P_0OautresModit
2-oxoisovalerate det sVDEVNYWDk_1P_OautresModif_
Uncharacterized prot dVtPPPETEVVLIk_1P_OautresModi
Protein NDRG2 (Fra tAsLTSAASVDGNR_1P_0OautresMot
Rhotekin OS=Homo rPsDSGPPAER_1P_0autresModif_
Myosin-9 OS=Homo dFSALESQLQDTQELLQEENR _OP_
Myosin-9 OS=Homo dFSALESQLqDTQELLQEENR_OP_
Myosin-9 OS=Homo iAQLEEELEEEQGNTELINDR_OP_C
Carbamoyl-phosphatiAPSFAVESIEDALk_OP_OautresMo
Carbamoyl-phosphatiEFEGQPVDFVDPNk_O0P_0Oautresh
Fructose-bisphosphz eLSEIAQSIVANGk_OP_1autresModi
Fructose-bisphosphz eTTIQGLDGLSER _OP_0OautresModit
14-3-3 protein epsilo eALQDVEDENQ_OP_OautresModif_
14-3-3 protein epsilo eALqDVEDENQ_O0P_1autresModif_
LVV-hemorphin-7 (F fFESFGDLSTPDAVMGNPk_OP_1a
LVV-hemorphin-7 (FIV\NVDEVGGEALGR_0P_0autresMoc¢
LVV-hemorphin-7 (FIvnVDEVGGEALGR_0P_1autresMoc
Collagen alpha-1(lll) (dGSpGEpGANGLpGAAGER _0P_4a
Collagen alpha-1(lll) (gRpGLpGAAGAR_OP_2autresModif
Heat shock protein HeDQTEYLEER_0OP_0OautresModif
Actin, alpha 1, skelet dSYVGDEAQSk_OP_0autresModif_
Actin, alpha 1, skelet sSYELPDGQVITIGNER_OP_OautresM
Thioredoxin (Fragme sDVLELTDDNFESR_OP_OautresMc
60S acidic ribosoma iLDSVGIEADDDR_0P_0OautresModi
14-3-3 protein gamm dNLTLWTSDQQDDDGGEGNN_0P_
14-3-3 protein gamm dNLTLWTSDQQDDDGGEGNn_0P_
ALB protein OS=Hor tcVADESAENcDk_O0P_2autresModif
Tropomyosin alpha-1iQLVEEELDR_OP_OautresModif_
Collagen alpha-1(l) c dGEAGAQGPPGPAGPAGER_0P_1
Hemoglobin subunit : VGAHAGEYGAEALER_0P_0Oautresh
Protein disulfide-isor WVAENFDEIVNNENk_OP_Oautresh
Aldehyde dehydroge tFVQEDIYDEFVER_OP_OautresMoc
Alcohol dehydrogene dPDEPVLLEEPVVLALAEK_OP_Oat
60 kDa heat shock p iQEIEQLDVTTSEYEk_OP_OautresM
Fatty acid-binding pralGLPEELIQk_OP_OautresModif_
Tubulin alpha-1B cha dYEEVGVDSVEGEGEEEGEEY_OF
Calmodulin OS=Horr dTDSEEEIR_OP_0OautresModif_
Isocitrate dehydrogel dIFQEIYDk_OP_OautresModif_
Annexin OS=Homo s vLLVLcGGDD_0P_1autresModif_
L-lactate dehydroger dLADELALVDVIEDk_O0P_OautresMc
Annexin OS=Homo s eEGGENLDQAR_O0P_0OautresModif

11
0.8
0.7
0.7
0.8
0.8
0.6
0.9
0.8
0.8
1.0
0.9
14
0.7
0.4
0.8
1.0
36
22
0.7
0.9
0.4
0.8
0.9
0.7
1.5
0.8
0.6
0.4
0.8
0.9
0.5
0.8
0.7
0.8
0.9
0.9
0.8
0.9
0.9
1.1
0.7
0.9
0.9
0.7
0.6
0.9
1.1
0.7
1.0
0.7
0.7
1.1
0.7
0.8
26
0.8
32
0.8
1.2
1.0
1.0
1.0
0.9
1.1
0.9
1.0
0.9
1.1
0.7
1.1
1.3
0.5
0.8
0.7
0.5
0.7
0.7
0.5
04
0.6
0.9
1.1
1.0
0.9
1.0
0.9
1.1
0.6
0.9
1.2
1.3
1.2
1.1
1.2

1.2
1.0
11
0.8
0.5
1.0
1.0
1.0
11
0.7
1.3
15
2,1
0.9
04
1.0
1.1
24
26

15
04
20
1.0
0.7
0.9
0.9
0.6
XXX
0.8
0.8
04
0.8
1.0
15

1.8
0.9
1.0
0.9
1.2
0.9
1.0
15
0.9
1.0
0.9
0.7
0.8
14
0.9
1.1
0.8
0.8
1.0
04
0.9
28
1.2
0.9
14
11
0.6
1.0
1.0
0.8
0.9
1.1
1.0
0.6
0.9
1.7
1.2
1.2
0.8
0.5
0.8
0.9
04

11
0.7
1.3
1.7
0.9
1.0

1.3
04

15
11
1.0
0.9
27

13
1.8
1.7
1.7
1.0
1.6
1.1
22
1.4
1.0
0.9
1.7
1.8
14
0.8
1.2
1.9
14
1.6
0.9
1.5
04
1.1
0.8
1.5
1.0
1.1
1.5

0.4
0.4
0.5
1.3
1.2
1.3
0.8
1.6
1.0
0.8
0.3
1.3
1.0
1.0
1.9
0.9
0.4
0.9
14
1.0
1.5
0.8
0.6
0.8
0.8
14
0.2
1.2
1.0
0.8
1.1
24
1.3
0.7
0.8
0.7
0.6
1.1
14
0.8
04
0.8
0.5
0.6
1.6
0.8
0.5
1.5
1.1
0.6
0.8
1.1
0.9
0.6
1.0
1.2
0.4
14
0.8
0.2
1.7
1.8
0.4
0.7
0.7
23

14
1.3
22,1
1.8
1.3
1.9
1.8
20
1.3
0.7
0.7
18
25
1.3
0.6
1.1
0.9
0.8
1.2
1.1
1.2
0.3
0.7
0.8
1.6
0.8
1.0
15
0.5
0.5
0.5
0.7
0.8
1.5
1.2
00
14
1.1
0.8
04
0.9
14
05
0.9
1.1
0.8
1.0
0.5
0.8
1.5
0.7
0.6
0.7
0.8
1.3
03
1.0
0.9
0.8
1.0
1.0
1.3
04
0.7
04
0.5
0.9
1.1
XX
0.6
0.8
0.9
0.5
1.1
0.9
0.5
1.0
0.9
0.7
0.9
1.1
0.8
1.0
0.8
0.8
0.4
0.5
0.7
03
20
1.2
0.6
0.8
0.8
20

1.5
1.8
1.8
13
12
14
12
1.8
1.1
0.8
0.8
1.7
1.9
1.2
0.8
1.3
0.9
0.8
1.1
0.8
3.0
0.6
14
0.8
15
0.7
12
1.6

0.7
0.5
0.9
0.7
15
1.1
1.0
14
0.9
0.8
03
1.1
12
0.9
15
0.9
0.6
14
0.6
0.6
14
0.6
0.8
1.0
0.7
1.7
0.2
0.9
0.7
0.7
0.9
14
1.0
0.7
0.9
0.4
0.5
0.9
1.2
0.5
04
0.8
0.6
0.7
15
0.8
0.5
0.8
0.8
0.3
0.5
12
0.7
0.5
0.8
0.7
0.7
1.1
1.1
0.2
1.3
12
0.8
0.6
0.6
1.8

1.6
1.0
1.1
1.2
27
1.6
1.7
0.8
07
0.8
0.9
1.3
24
1.3
0.7
0.8
0.7
3.5
25
1.1
1.0
0.3
0.8
1.1
1.3
0.9
1.3
1.1
0.7
04
0.8
04
0.8
14
1.2
0.9
1.6
0.9
1.6
04
1.3
03
0.8
0.9
1.0
1.0
1.0
0.5
1.0
16
0.9
1.3
1.1
0.9
14
0.2
1.6
0.8
1.2
1.7
1.5
1.6
0.2
0.5
04
0.6
1.3
14
0.8
0.7
1.2
5.5

XXX
1.1
1.8
1.3
1.1
0.9
0.6
0.8
1.7
3.3
5.8
0.9
0.8
04
05
0.9
03
1.2
1.9
0.6
1.1

00
1.6

21
0.9
11
0.8
1.6
1.6
1.6
0.6
0.7
0.9
11
15
1.7
16
1.2
1.1
1.0
04
0.6
11
04
29
27
1.2
1.8
1.3
1.2
1.6
0.9
1.2
0.8
0.6
0.7
1.0
0.9
1.1
1.3
14
1.0
0.5
1.2
1.0
0.8
1.3
11
1.1
14
0.8
0.9
17
04
1.1
0.7
1.0
1.2
04
1.1
0.8
11
11
1.9
1.2
0.5
0.6
0.9
0.8
1.0
0.9
0.5
0.3
0.6
0.2

1.2
0.9
0.7
1.2
11
0.6
0.8
1.0
1.0
0.2
0.9
1.3
0.6
1.1
1.3
0.2
0.6
11
15
15
1.3
1.2

22 23|24

1.1
1.3
0.8
1.0
14
1.3
1.6
1.3
0.9
0.7
1.8
1.7
1.6
1.0
14
0.8
0.9
14
0.9
0.6
0.6
1.1
0.8
1.6
1.1
14
1.8
0.5
0.5
0.6
04
0.9
1.1
1.2
1.0
1.7
0.9
0.8
0.5
1.0
0.7
0.9
1.3
1.2
0.7
1.2
0.6
0.7
1.6
0.6
0.9
0.7
1.0
15
0.5
23
0.8
1.1
1.2
0.9
0.9
0.8
0.7
0.4
0.6
0.9
1.0
0.9
0.8
0.8
0.2
1.3
1.7
0.9
0.9
0.9
1.0
0.6
0.7
0.7
1.0
0.2
1.1
1.0
04
0.5
20
0.7
1.0
12
0.6
0.9
1.0
1.2

0.9
1.1
0.7
0.9
1.3
1.4
23
1.6
0.7
0.9
1.2
1.1
1.0
1.0
1.1
0.9
27
24
0.7
0.6
0.3
0.7
0.6
0.9
0.8
0.9
1.0
XXX
0.5
0.5
04
0.9
0.9
1.1
0.9
0.9
0.7
0.5
04
0.8
0.5
0.9
0.9
0.7
0.6
1.2
1.0
0.9
14
04
0.7
0.5
0.9
1.1
0.3
2.0
0.7
0.7
1.0
1.3
1.1
0.2
0.5
0.4
0.4
0.8
0.9
0.6
0.3
0.6
0.2
00
14
0.6
0.6
1.0
0.6
0.7
0.6
0.4
0.6
0.2
0.6
0.9
0.3
0.5
0.9
0.2
0.8
1.0
0.7
04
0.4
0.8

-177 -

1.1
27
25
1.6
1.9
1.9
1.2
1.0
0.8
1.0
1.9
1.8
1.5
0.9
0.9
1.3
1.6
15
1.0
1.1
04
1.0
1.2
3.0
1.1
14
1.8
0.8
0.8
0.6
04
0.9
1.0
1.3
0.8
20
1.2
0.6
04
0.8
0.2
0.7
1.0
1.1
1.9
1.2
1.1
0.8
21
0.5
0.8
0.6
1.1
1.8
0.2
1.8
0.6
1.2
0.7
1.0
15
03
0.5
0.3
05
1.0
1.2
1.0
03
0.5
0.3
1.0
0.9
0.8
0.7
0.7
0.7
14
1.1
0.7
0.7
0.2
0.6
0.6
03
0.5
0.8
0.1
0.6
0.8
0.6
0.7
05
14

25
1.0
23

1.2

0.9
1.3
1.0
1.2
14
0.8
0.5
1.1
03
0.9
13
13
1.1
1.2
0.7
1.1
1.3
0.7
1.3
0.9
1.3
1.7
0.3
1.8
0.8
1.1
0.7
1.7
1.1
0.5
0.8
0.4
0.5
1.0
0.9
0.8
04
0.8
0.2
0.9
14
0.9
0.9
0.7
0.9
1.0
1.0
13
0.7
0.3
0.7
0.7
04
0.6
21
0.3
0.6
0.7
XXX
0.9
0.4
1.1

26
1.4
22
1.6
1.3
1.5
1.7
25
1.7
1.0
0.8
14
1.7
1.3
14
1.2
1.5
0.9
1.2
1.3
0.8
0.3
0.6
0.9
14
1.0
1.1
1.3

XXX
0.5
0.7
0.8
1.2
1.2
1.2

00
1.6
1.5
0.6
1.0
1.0
0.2
1.0
1.7
1.3
0.8
1.5
14
1.0
1.2
0.6
1.5
1.5
1.3
14
0.5
14
0.9
1.0
1.3
14

00
0.3
0.6
0.4
0.5
1.1
1.2
0.5
0.8
1.2
0.3
1.3
1.3
0.8
0.6
0.8
1.0
1.4
1.1
0.6
0.7
0.2
0.8
0.8
0.6

XXX
21
03
0.8
1.2
1.2
1.2
0.6
1.2

3132

0.8
1.6
1.2
0.7
21
1.5
22
14
1.0
0.7
1.9
1.0
1.2
14
1.0
1.7
0.6
0.9
1.2
0.6
0.5
04
0.6
14
0.8
1.3
15
XX
0.4
0.8
0.5
0.7
0.9
0.9
0.9
1.3
1.5
1.6
0.3
1.3
0.2
0.7
1.1
1.0
0.6
1.3
XX
1.1
1.3
04
0.6
0.9
1.0
1.3
0.7
25
1.8
0.9
1.2
1.3
1.0
0.5
0.5
0.7
0.8
1.3
1.2
0.9
1.9
1.5
0.3
0.8
1.3
1.0
0.8
0.9
1.0
0.6
0.9
1.3
0.8
1.7
0.9
1.3
1.2
0.9
24
0.5
1.5
14
1.1
1.1
1.5
1.5

1.0
1.7
1.3
1.2
1.7
1.2
1.3
1.1
0.6
0.6
1.5
1.7
1.5
0.4
1.3
0.8
1.0
14
0.6
0.7
0.3
0.9
0.5
1.2
0.9
1.0
1.1
0.6
0.4
0.7
0.5
0.8
1.1
1.1
0.4
1.3
1.0
0.7
04
0.9
0.6
1.0
0.6
0.8
0.3
1.0
0.6
0.8
1.3
0.6
0.6
0.5
0.7
14
1.0
0.9
0.9
1.0
1.2
0.7
0.8
1.2
0.6
0.8
1.3
1.1
1.1
1.3
29
14
0.3
37
1.2
1.9
1.2
0.9
0.7
0.5
0.7
1.0
0.9
1.1
1.5
1.2
0.6
0.7
0.9
1.8
0.9
1.3
0.8
0.6
0.4
1.6

3.3
1.9
1.5
1.6
0.9
1.8
1.3
1.3
1.2
0.9
1.3
15
1.1
16
0.8
1.1
1.6
14
13
0.6
0.7
05
0.9
0.9
0.8
0.6
1.0
1.2

XXX
04
0.7
0.7
22
1.1
1.0

00X
1.3
1.7
00X
0.8
1.2
04
0.9
1.1
1.0
0.6
1.0
0.9
0.8
1.1
1.0
0.7
0.7
0.9
14
0.5
21
1.0
1.0
1.1
1.2
1.2
0.3
04
0.7
0.6
1.2
14
0.9
0.6
0.9
0.2
0.7
14
0.8
0.6
1.1
0.9
15
0.9
1.0
0.9
1.1
0.8
1.2
0.6

XX
1.3
0.2
1.3
1.6
0.9
0.7
04
1.8

34 35

20
1.6
13
1.1
15
12
1.7
12
1.0
0.6
1.3
1.0
1.2
0.9
0.8
1.7
15
14
14
15
04
0.7
13
13
0.8
1.0
14
0.6
0.5
0.9
0.9
1.1
12
0.9
0.7
14
1.0
0.9
04
1.1
0.5
0.9
0.9
1.0
0.7
1.0
1.0
13
1.1
0.8
0.7
1.0
0.8
1.1
04
13
0.8
1.1
13
1.0
15
0.7
0.7
0.8
0.7
1.1
13
0.8
04
0.7
0.5
0.7
1.0
0.9
0.9
1.1
1.0
1.1
1.1
12
14
0.9
0.7
12
0.7
1.1
14
0.6
12
15
0.7
0.6
0.9
14

13
1.2
1.1
0.9
1.1
0.9
1.5
1.2
1.0
1.1
1.2
0.8
1.0
1.7
0.7
0.9
14
1.1
0.9
24
0.7
0.7
0.7
1.3
0.9
1.1
12
1.0
1.1
0.7
0.5
0.8
13
0.9
0.7
1.1
1.0
0.7
03
0.9
0.9
0.6
0.9
0.8
0.7
1.6
0.9
1.0
1.1
0.5
0.7
1.1
0.7
1.1
0.3
1.5
0.7
0.8
1.0
0.9
1.0
0.4
0.6
0.6
0.6
0.9
1.1
0.5
0.3
0.7
04
0.7
1.1
0.8
0.6
1.0
0.8
0.7
1.0
1.0
0.7
0.7
0.7
0.9
0.5
1.0
0.9
0.2
1.1
1.0
0.9
0.8
1.1
1.0

3.6
1.2
1.2
0.8
1.8
1.6
1.2
1.2
1.1
0.7
0.9
14
1.3
14
0.6
1.7
0.8
0.8
1.0
04
05
0.5
14
0.7
1.3
1.1
1.3
1.1
0.5
05
0.6
0.7
0.7
1.0
1.0
0.9
1.3
0.8
0.6
04
0.9
04
0.8
0.5
1.0
0.8
1.2
0.5
1.3
1.5
0.7
0.8
0.6
0.8
14
1.6
0.9
0.6
1.0
1.1
0.8
1.1
1.2
0.7
0.9
15
1.0
1.3
1.3
22
0.9
1.0
45
1.2
24
1.6
0.9
0.8
1.1
1.0
26
1.2
1.3
1.3
0.9
0.6
0.8
1.0
23
1.2
1.2
0.9
0.9
0.6
14

41
1.0
1.0
1.2
1.0
1.1
0.8
1.1
0.9
1.2
1.3
1.1
1.3
0.9
1.9
0.8
14
0.8
0.9
14
15
0.7
0.7
1.0
1.2
0.8
1.0
1.1
1.1
1.2
0.8
0.8
1.3
1.1
1.2
0.9
1.2
1.1
20
0.7
0.9
0.6
1.0
1.2
1.1
0.9
1.1
1.1
1.6
1.0
0.8
1.1
1.2
1.0
1.2
1.0
1.0
1.2
0.8
1.1
1.1
0.8
1.0
1.1
0.9
0.9
1.1
1.1
0.9
0.9
1.1
14
0.9
1.0
1.1
1.2
1.0
1.2
0.9
1.1
1.2
1.1
1.1
1.0
1.0
0.9
13
1.2
0.8
1.1
1.6
1.3
1.0
1.1
1.1

4.2
1.1
1.1
1.3
1.3
1.1
0.9
1.1
1.2
1.0
1.3
1.3
26
12
0.7
0.9
1.0
0.6
1.2
0.7
1.3
0.8
0.9
0.8
0.9
0.9
0.9
0.9
1.2
1.3
1.3
0.9
1.1
1.2
1.1
0.9
1.7
0.9
1.6
0.7
0.9
1.0
1.0
1.7
1.1
1.0
1.1
1.1
0.8
1.1
1.0
0.9
1.1
1.0
1.1
0.6
1.1
1.1
1.3
1.0
1.1
1.1
0.8
1.3
1.0
0.9
1.1
1.3
1.0
1.0
1.1
1.1
1.8
1.0
1.1
1.0
1.1
1.1
0.8
0.9
1.3
1.1
1.2
14
0.8
1.0
1.1
1.1
0.8
0.8
1.5
1.0
1.2
0.8
14

4.3
1.0
0.8
0.8
0.6
1.1
0.9
0.9
0.8
1.1
1.2
1.0
1.6
1.3
0.5
08
1.0
1.7
1.5
1.7
0.8
1.0
1.1
1.0
1.0
0.8
0.9
0.8
14
0.6
1.0
1.0
1.2
1.0
0.8
0.9
1.2
0.9
1.2
1.2
1.0
0.8
1.0

XXX
1.1
0.7
1.1
15
0.9
0.9
1.1
0.8
0.8
0.9
0.9
1.0
1.3
0.9
0.9
1.3
1.1
1.0
1.0
1.0
0.9
1.1
0.9
1.2
1.1
1.0
0.9
0.6
0.8
0.8
0.9
1.0
1.0
0.9
1.0
1.1
1.0
0.9
0.8
1.1
1.2
1.2
1.2
1.0
1.0
1.6
1.2
1.1
1.2
15
1.1

44 45

12
1.1
12
1.0
1.0
0.8
0.7
1.0
1.0
15
1.2
0.8
1.1
0.8
1.1
12
14
15
1.1
1.7
0.9
0.9
0.9
13
1.0
1.0
0.9

0.9
1.1
0.8
1.3
1.0
1.0
1.2
1.0
0.9
1.1
1.0
0.8
1.1
1.1
1.1
0.9
0.7
0.9
0.8
42
0.8
1.2
1.0
1.0
1.2
1.0
0.8

1.2 0

0.8
0.9
1.0
0.8
1.0
1.0
0.9
1.1
0.8
12
1.1
0.9
0.6
1.1

1.1
0.8
1.0
1.0
0.9
0.8
1.0
0.9
1.0
1.0
1.0
12
1.0
1.0
12
1.0
12
1.0
1.6
12
0.9
12
1.0
12
1.0
15
1.1
1.9
1.7
0.8
1.0
12
0.9
0.9
0.8
0.8
12
1.1
14
14
13
1.0
1.0
1.3
16
12
13
14
1.1
13
1.1

0.6
1.1
0.7
0.9
1.0
0.9
0.9
1.0
0.9
1.0
1.2
0.8
0.9
1.0
1.5
1.0
1.1
1.2
0.9
0.8
1.1
1.0
1.1
0.9
0.9
1.0
1.3
1.2
1.1
0.8
1.0
0.8
0.7
1.5
1.3
1.0
1.0
1.0
1.1
0.9
0.9
0.8
1.1
1.1
0.9
1.1
0.9
1.0
1.0
0.9
1.3
14
0.9
0.7
14
1.0
0.9
1.0
0.8
1.5
1.1
1.2
0.9
1.0
0.9
1.0

4.6
1.1
1.2
1.2
1.0
0.9
0.8
0.8
1.0
1.1
1.1
0.9
0.9
1.1
1.1
0.8
0.8
0.5
0.8
0.8
1.0
1.5
0.9
1.0
1.1
0.9
1.0
0.9
1.0
14
1.2
1.1
08
1.1
1.0
0.8
0.9
0.9
1.6
1.2
1.0
1.2
0.9
1.3
1.0
0.8
1.0
1.0
1.0
08
0.9
1.2
1.0
1.2
1.1
0.7
0.9
1.0
1.3
0.9

1.0
0.8
1.0
1.0
0.9
0.9
1.0
0.8
0.6
0.9
0.9
0.7
0.8
0.9
0.8
0.9
0.9
0.9
1.1
1.0
0.9
0.8
1.0
0.8
0.5
0.7
0.9
0.5
0.9
1.3
1.3
1.5
1.0
0.8



Classification hiérarchique.
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Tous les peptides
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Peptides significatifs
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Phosphopeptides significatifs
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Test non paramétrique Rank Product

Peptides surexprimés dans les tumeurs (F<0.03)

Swiss-Prot Phos. sites Gene Name Peptides

B4E2T8 oP ANXA6 Annexin eEGGENLDQAR
CoJow2 oP HSP90AB1 Heat shock protein HSP 90-beta eDQTEYLEER

B4E2T8 oP IGKC Ig kappa chain Cregion vDNALQSGNnSQESVTEQDSk
Q9Y2w1 oP LMNA Lamin A/C eDLQELNDR

P08238 1P AHNAK Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK sNsFSDER

P01834 1P CANX Calnexin SDAEEDGGTVsSQEEEDR
Q5TCl4 1P CANX Calnexin aEEDEILNRsPR
H3BQZ7 1P G3BP1 Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 sSsPAPADIAQTVQEDLR
ESRIS7 1P hCG_204479¢ HCG2044799 sGDETPGSEVPGDk
QouQ35 1P LASP1 LIM and SH3 domain protein 1 (Fragment) rDsQDGSSYR

Q9H1E3 1P LMNA Lamin A/C SGAQASSTPLSPTR
Q9H1E3 1P NUCKS1 Nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinase substrate 1 tSTsPPPEk

Q5TCJ4 1P NUCKS1 Nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinase substrate 1 aTVTPsPVk

F5H4D6 1P PAK4 Serine/threonine-protein kinase PAK 4 rDsPPPPAR

Q9ouUQ35 1P SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 sSsPVTELASR

096013 1P SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 rPsPQPSPR

CaJ5V9 1P TCEA1 Transcription elongation factor A protein 1 ePAITSQNsPEAR
Q09666 1P THRAP3 Thyroid hormone receptor-associated protein 3 iDISPSTFR

Q5VUA4 1P YBX1 Nuclease-sensitive element-binding protein 1 (Fragment) nEGSESAPEGQAQQR
E7EMC6 1P ZNF318 Zinc finger protein 318 rSsPPPPPSGSSSR
Q9ouQ35 2P SRRM1 Serine/arginine repetitive matrix protein 1 rsPsPAPPPR

Q8lYB3 2P SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 sStPPRQsPSR

Q9ouUQ35 2P SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 rPsPQPsPR
Peptides sous-exprimés dans les tumeurs (FDR<0.03)

Swiss-Prot Phos. sites Gene Name Peptides

Q5T8M8 oP ACTA1 Actin, alpha 1, skeletal muscle sYELPDGQVITIGNER
Q5T8M8 oP ACTAl Actin, alpha 1, skeletal muscle dSYVGDEAQSk
F8VXI5 oP ALDH2 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial tFVQEDIYDEFVER
C9J4K3 oP ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase eLSEIAQSIVANnGk
C9J4K3 oP ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase eTTIQGLDGLSER
B4ADDF9 oP ANXA4 Annexin VLLVLcGGDD

E7ENY8 oP COL3A1 Collagen alpha-1(111) chain dGSpGEpGANGLpGAAGER
P31327 oP CPS1 Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial iAPSFAVESIEDALk
P31327 oP CPS1 Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial iEFEGQPVDFVDPNk
A8MW49 oP FABP1 Fatty acid-binding protein, liver alGLPEELIQk
A8MQC5 oP H2AFV Histone H2A aGLQFPVGR

P69905 oP HBA1 Hemoglobin subunit alpha VGAHAGEYGAEALER
F8W6P5 oP HBB LVV-hemorphin-7 (Fragment) VNVDEVGGEALGR
F5GZQ4 oP LDHA L-lactate dehydrogenase A chain (Fragment) dLADELALVDVIEDk
P05387 oP RPLP2 60S acidic ribosomal protein P2 iLDSVGIEADDDR
HOYL80 oP TPM1 Tropomyosin alpha-1 chain (Fragment) iQLVEEELDR

F8WCJ4 1P ACSS2 Acetyl-coenzyme A synthetase, cytoplasmic sWsPPPEVSR
F5GXU9 1P BCKDHA 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha, mitochondrial (Fragment) sVDEVNYWDk
H3BTK3 1P CARHSP1  Calcium-regulated heat stable protein 1 (Fragment) gNVVPsPLPTR
HOYEV2 1P CTTN Src substrate cortactin (Fragment) IPSsPVYEDAASFk
B4DS13 1P EIF4B Eukaryotic translation initiation factor 4B tGSESSQTGTSTTSSR
Q5JwW85 1P GSTA3 Glutathione S-transferase fLQPGsPR

Q13576 1P IQGAP2 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP2 yGsIVDDER

caJsul 1P LRRFIP2 Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 2 (Fragment) rGsGDTSSLIDPDTSLSELR
HOYJS7 1P NDRG2 Protein NDRG2 (Fragment) tASLTSAASVDGNR
B1APG2 1P PRKACB Protein kinase, cAMP-dependent, catalytic, beta (Fragment) tWtLcGTPEYLAPEIILSk
E9PPJ4 1P SLCO2B1 Solute carrier organic anion transporter family member 2B1 VLAVTDsPAR
B3KMK8 1P STBD1 Starch-binding domain-containing protein 1 hsSWGDVGVGGSLk
B4DN25 1P UGDH UDP-glucose 6-dehydrogenase iPYAPsGEIPk

095218 1P ZRANB2 Zinc finger Ran-binding domain-containing protein 2 eEsDGEYDEFGR
Q9coc2 2P TNKS1BP1 182 kDa tankyrase-1-binding protein vPssDEEVVEEPQSR
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Analyse phosphoprotéomique pour la recherche de biomarqueurs: développements et applications

L’analyse protéomique est une méthode de choix pour la recherche de biomarqueurs. Sans a priori,
elle permet d’établir un catalogue de protéines qui sont exprimées dans une cellule, un tissu ou un
organisme entier. Cette approche a été mise en ceuvre pour une analyse protéomique de cellules coliques
cancéreuses et une analyse phosphoprotéomique de biopsies hépatiques.

L'étude de cellules coliques cancéreuses transformées par le géne cytosine désaminase et traitées
par la prodrogue 5-fluorocytosine a été réalisée par électrophorese bidimensionnelle des extraits protéiques.
L'analyse d’image a permis la quantification de 353 protéines et isoformes dont 14 sont surexprimées et 4
sous exprimées lors d’un traitement par la prodrogue. Parmi les protéines dont I'expression est affectée par
le traitement, I’'HSP90 présente un niveau d’expression constant mais est identifiée sous deux formes qui
différent par leur pl. L'analyse par spectrométrie de masse a identifier une phosphorylation de ser 254 qui
pourrait contribuer a la régression tumorale.

Apres avoir développé une méthode HPLC-TiO, pour la purification de phosphopeptides, une analyse
protéomique de 24 biopsies humaines provenant de carcinomes hépatocellulaires sur foie non fibreux (nf-
CHC) et de tissus sains a été réalisée avec la technologie iTRAQ. Les peptides surexprimés dans les tumeurs
correspondent a des protéines de choc thermiques, des protéines liées a ’ADN/ARN (histones, protéines du
splicéosome), des protéines de la phase 1 de la détoxification (carboxyestérase, époxide hydrolase), les
protéines du cytosquelette (actinine, tubuline), des protéines ou enzymes anti-oxydantes (superoxide
dismutase, thiorédoxine). Les peptides sous-exprimés correspondent a des protéines du cycle de 'urée, de la
détoxification (alcool déhydrogénase) du métabolisme des sucres, des lipides et des acides aminés. Dans la
fraction TiO,, 19 phosphopeptides sont significativement surexprimés et 15 phosphopeptides sont
significativement sous exprimés, mettant en en évidence une surreprésentation du motif —(S/T)P- parmi les
phosphopeptides surexprimés dans les tumeurs. Une activation des proline directed kinases ou une inhibition
des phosphatases correspondantes est donc probablement un événement caractéristique des nf-CHC. Ces
peptides/protéines dérégulées sont autant de biomarqueurs potentiels pour le carcinome hépatocellulaire.
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Phosphoproteomics in cancer biomarkers discovery : chromatographic development and applications

Proteomic is a method of choice for biomarker research, without a priori, it establishes a directory of
proteins that are expressed in a cell, tissue or an entire organism. This approach has been implemented for
proteomic analysis of colon cancer cells and phosphoproteomic analysis of liver biopsies.

The study of colon cancer cells transformed by the cytosine deaminase and treated with the prodrug
5-fluorocytosine was performed by two-dimensional electrophoresis. Image analysis allowed the
quantification of 353 proteins, 14 isoforms are overexpressed and 4 under expressed during treatment with
the prodrug. Among the proteins whose expression is affected by the treatment, HSP90 has a constant level
of expression, but is identified in two isoforms that differ in their pl. Mass spectrometry identified
phosphorylation of ser 254 which could contribute to tumour regression.

After developed an HPLC- TiO, method for the purification of phosphopeptides, a proteomic analysis
of 24 biopsies from human hepatocellular carcinoma on non-fibrous liver (nfCHC) and normal tissue was
performed with the iTRAQ technology. Peptides overexpressed in tumours correspond to HSPs, DNA / RNA
binding proteins (histones, spliceosome), proteins form Phase 1 detoxification (carboxyesterase, epoxide
hydrolase), the cytoskeletal proteins (actinin, tubulin), antioxidant proteins or enzymes (superoxide
dismutase, thioredoxin). The under-expressed peptides belong to proteins of the urea cycle, the
detoxification (alcohol dehydrogenase) metabolism of sugars, lipids and amino acids. In the TiO, fraction, 19
phosphopeptides are significantly overexpressed and 15 phosphopeptides were significantly under-
expressed. This phosphoproteome has demonstrated an overrepresentation of the (S/T)P pattern among
overexpressed phosphopeptides, indicating activation of proline-directed kinases in nfCHC or inhibition of
the corresponding phosphatases. These deregulated peptides/proteins are as potential biomarkers for
hepatocellular carcinoma.
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