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Liste des abréviations

4-HCCA Acidea-cyano-4-hydroxycinnamique

ABC Bicarbonate d’ammonium

Abf2 Autonomously replicating sequence (ARS)-birgdfactor 2
ACTH Acétylcholine

ADN Acide DésoxyriboNucléique

AMP Adénosine MonoPhosphate

AMPc AMP cyclique

AP site apurinique/apyrimidique

ARN Acide RiboNucléigue

ATP Adenosine TriPhosphate

CAD Collision Activated Dissociation

CE Cap Exit

CID Collision Induced Dissociation

Da Dalton

DDA Data Dependent Acquisition

DIA Data Independent Acquisition

DMSO DiMéthylSulfOxyde

DTT DiThioThreitol

ECD Electron Capture Dissociation

ESI ElectroSpray lonisation

ETD Electron Transfer Dissociation

Fpg Formamidopyrimidine-DNA glycosylase
FMN Flavine MonoNucléotide

FWHM Full Width at Half Maximum

FWI Formic acid/Water/Isopropanol (3/1/2)
GSH Glutathion libre

GTP Guanosine TriPhosphate

HEPES 2-(4-(2-HydroxyEthyl)-1-Piperazinyl)Ethanefulc Acid
HMGB High Mobility Group Box

HPLC High Performance Liquid Chromatography
HRMS High Resolution Mass Spectrometry

IMAC Immobilized Metal Affinity Chromatography
isCID In source CID

IT lon Trap

Koff constante de vitesse de dissociation

Kon constante de vitesse d’association

Kb constante de dissociation a I'équilibre
MALDI Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
MAP Mitogen-activated protein

MS Mass Spectrometry

m/z rapport masse sur charge

MRM Multiple Reaction Monitoring

NF-xB Nuclear Factor kappa B

PEBP PhosphatidylEthanolamine Binding Protein
p/p poids/poids

PTM Post-Translational Modification



RKIP
RMN
ROS
SRM
TCEP
TFA
TRIS
TOF
TWA
WAFA

Quadrupole

Raf Kinase Inhibitory Protein

Résonance Magnétique Nucléaire

Reactive Oxygen Species

Selected Reaction Monitoriing
Tris(2-CarboxyEthyl)Phosphine
TriFluoroaceticAcid
Tris(hydroxyméthyl)aminométhane

Time Of Flight

TFA 0.1%, Water 66.6%, Acetonitrile 33.3% (v/v)
Water 50%, Acetonitrile 49.8%, Formic Acid 9a2(v/v)
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Section 1. Les maodifications de protéines en
medecine

Les protéines sont des composants essentiels deldswrganismes vivants. Impliqguées dans la
plupart des processus biologiques, elles peuveatd&s cibles thérapeutiques ou des médicaments

potentiels si leur fonction est connue.

1. Les relations structure-fonction des protéines

Au sein de la cellule, les protéines agissent emdnt des complexes (permanents ou transitoires)
avec différents partenaires (protéines, acidesémuets, lipides, glycanes, ou petites molécules).
Dans leur état natif, la plupart des protéines gmtsnt un repliement spatial trés organisé. Cette
structure tridimensionnelle donne I'agencement sless actifs, des domaines d’interaction et des
lieux de fixation des ligands et donc renseignelesur mode de fonctionnement. L’établissement de
la relation structure/fonction des protéines perlaetompréhension de leur réle dans les processus
biologiques. C’est pourquoi toute information sturale (au niveau tertiaire ou quaternaire) peut
apporter des précisions sur la fonction des pretegu sein de la cellule. Notons également que
certaines protéines, appelées protéines intrinsaenie désordonnées, adoptent des conformations
aléatoires et n'ont pas de structure tridimensitiaretable dans des conditions physiologigires
vitro. Dans la cellule, cette plasticité accrue leureme¢ notamment d’interagir avec un grand
nombre de protéines et d’étre impliquées dans destibns biologiques essentielles telles que la
reconnaissance et l'assemblage moléculaire (Uveetkyal.,, 2008). De nombreuses protéines
possédent a la fois des domaines repliés maisrédgatedes régions intrinsequement désordonnées
qui sont modifiables et importantes pour leur fanct

2. Les modifications de proteines

2.1 Définition

Une modification de protéine correspond a un chanagé de sa structure chimique, y compris de sa
structure primaire, par addition, soustraction emplacement d’au moins une liaison covalente. Le
produit de la modification doit encore pouvoir ét@nsidéré comme une protéine ou au minimum

comme un peptide bioactif.
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La protéine est généralement modifiée apres syattheda chaine peptidique, ce qui donne le terme
de modification post-traductionnelle. Ce termeéggtlement couramment employé pour décrire des

modifications qui ont lieu en cours de syntheseguésont donc, au sens strict, co-traductionnelles

2.2 Roles et conségquences des modifications de prstéine

Les modifications de protéines changent les prtasi@hysico-chimiques des protéines par le biais
de réactions chimigues et biochimiques qui modulientfonction des protéines. Ainsi, les
modifications peuvent activer ou inhiber les pnogsd, les stabiliser, entrainer leur dégradation,
changer leurs partenaires d’interactions ou entmnelocalisation dans la cellule. Le plus souvent,
une modification provoque un changement de la streae la protéine en modifiant la charge et/ou
I'hydrophobie du résidu cible. Dans le cas d’adaitd'un groupement ionisé sur un résidu apolaire,
les résidus d'acides aminés chargés négativemembsitivement, voisins du résidu modifié, seront
repousseés ou attirés pour aboutir a la formatiome’région hydrophile et polaire. Des changements
conformationnels peuvent ainsi étre induits et riedi’agencement de sites actifs, de domaines
d’interaction ou de sites de fixation des ligands.

2.3 Les types de modifications de protéines

Il existe deux grands types de modifications detgimes selon qu’elles proviennent d'un
fonctionnement endogéne de la cellule ou qu'ellest da conséquence d'une exposition a des
rayonnements ou a des agents chimiques ou xérmmasti d'origine accidentelle ou due a une
intervention humaine. Ainsi, on distinguera les fiodtions post-traductionnelles et les

modifications induites.

Les modifications post-traductionnelles (PTMs) diati dans un contexte biologique. Elles sont
nécessaires au fonctionnement méme de la celldeyme par exemple pour les voies de
signalisation, ou pour son métabolisme. Les PTMt dmmement régulées et font intervenir des

molécules naturelles.

Les modifications induites sont en général la cqueéce d’une intervention humaine, intentionnelle
ou non, ou d'une exposition & des agents enviroenemx externes tels que les rayonnements, les
agents infectieux, la pollution environnementale, rhode de vie (tabac, alcool), le stress,
lalimentation et les médicaments. Les modificasiadnduites peuvent étre généréesvivo ou in
vitro. In vivo, elles ne sont pas nécessaires au fonctionnemean¢ aellule.In vitro, elles sont
utilisées dans le cadre de projets de recherche m@mux comprendre la fonction des protéines

Vivo.
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2.4 Les modifications post-traductionnelles

Depuis le séquencage du génome humain en 200@pdrait que 'Homme posseéde un nombre de
genes assez modeste (20687 d’aprés Pennisi, 2048 que le nombre total de protéines est estimé
a plus d’'un million (Ngrregaard Jensen, 2004). €différence montre qu’'un géne code pour de
multiples protéines. Récemment, le terme « protéwdo» a été propose pour définir les différentes
formes moléculaires d’'une protéine codée par uh gene. L'’ensemble de ces formes résulte de
variations génétiqgues (variations alléliques, reoioaison génomique), transcriptionnelles
(utilisation de promoteurs alternatifs, épissageratif de 'ARN transcrit), de sites d'initiatiole la
traduction alternatifs ou de modifications posttretionnelles des protéines (Smitthal, 2013).

2.4.1 Généralités

Les modifications post-traductionnelles (PTMs) salais mécanismes essentiels utilisés par les
cellules eucaryotes afin de diversifier les fonusiale leurs protéines, de leur donner leur forme
mature active et de coordonner dynamiquement l&seaux de signalisation. Des défauts de PTM
sont liés a de nombreux troubles du développemernd €es maladies humaines, soulignant
I'importance des PTMs dans le maintien d’un étéleére normal.

Les PTMs modifient la structure et les propriétés grotéines par le biais de réactions biochimiques
Ces modifications peuvent étre divisées en tro&ssds principales: la premiere est I'addition
covalente d'une ou plusieurs molécules sur unéiptla seconde est le clivage protéolytique d'une
ou plusieurs liaisons peptidiques (Mann and Jer2g03) et la troisieme est la formation de liaisons
intra- ou inter-moléculaires. Dans la premiére gat&, des groupements tels que les phosphoryles
(-POs%), acétyles ou glycosyles sont attachés covalemmaentchaines latérales des acides aminés
via l'activité catalytique d’enzymes spécifiqgues. @esupements sont de complexité variable ; on
distinguera ainsi les petits groupements chimiqpas exemple la phosphorylation et I'acétylation),
les molécules complexes (par exemple la glycosyiatet les protéines entieres (par exemple
'ubiquitination) (Figure 1). Dans la deuxiéme aqaiée, des enzymes appelées protéases catalysent
la coupure des liaisons peptidiques.
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Figure 1. Représentation des PTMs les plus étudié@&/ang et al., 2013)
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Enfin, la formation de liaisons covalente intrancol@ire la plus fréquente est l'oxydation de
cystéines en cystines avec formation de pontsfdigjimais il est également possible de ponter des
chaines latérales avec I'extrémité N- ou C-terraiméine protéine ou d'un peptide pour former des
structures en lasso (Bayed al, 2003). Des liaisons intermoléculaires comme latage de fibrilles

de collagéneia des hydroxyprolines existent également (Baglegl, 1974).

Plus de 300 modifications de protéines, généréesgidition d'un groupement sur un ou plusieurs
types d'acides aminés, par clivage protéolytique,par liaison intra- ou inter-moléculaire, sont
décrites a ce jour (Ngrregaard Jensen, 2004). @é#ioations sont répertoriées dans des bases de
données telles que Unimod [a]. La base de donr#@EM [b] recense des données statistiques sur le
nombre de sites experimentaux et putatifs des ipafes PTMs (Luet al, 2013). Parmi, les PTMs
les plus communes, on peut citer I'éliminationaenkthionine en position N-terminale des protéines
par une méthionine aminopeptidase, la formation gdests disulfures, la glycosylation, la
phosphorylation, l'ubiquitination ou la lipidatigitableau 1).
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Tableau 1. Modifications post-traductionnelles leplus communes et les plus importantés

Type de modification post-
traductionnelle

Formule chimique

A Masse

ajoutée et perdue monoisotopique Stabilité® Fonction et commentaires

sur protéine (Da)
Phosphorylation
pTyr +HPO-H,0 +79.9663 +++  Transduction du signal, activation/inactivationl'detivité des
pSer, pThr +BP0Oy-H,0 +79.9663 +/++ enzymes, modulation des interactions protéine-pretét
protéine-ligand.
Acétylation +CH;CO-H +42.0106 +++ Stabilité protéique, protecti@l'éxtrémité N-terminale.
(résidu N-terminal, Lys) Régulation des interactions protéine-ADN (histones)
Méthylation +CHsz-H +14.0157 +++ Régulation de I'expression des gedes interactions protéine-
(Lys, Arg) protéine et protéine-acide nucléique.
Acylation, modification par des Localisation cellulaire, signalisation, ancragembranaire,
acides gras interactions protéine-protéine.
Farnésyl (Cys) +GH24 +204.1878 +++
Myristoyl (Cys, Lys, Gly) +@H260 +210.1984 +++
Palmitoyl (Cys, Lys, Ser, +C16H300 +238.2297 +++
Thr, N-ter)
etc.
Glycosylation Sécrétion des protéines, reconnaissance etlisiginan
N-glycosylation (Asn) >800 +/++ cellulaire, stabilité des protéines.
O-glycosylation (Ser, Thr) $H81505N +203.0793, +H++
>800 +/++
Ancre GPI (glycosylated >1000 ++ Ancrage membranaire pour dagymes et récepteurs extérie
phosphatidylinositol) a la cellule.
Hydroxyproline (Pro) +OH-H +15.9949 +++ Stabilité des protéines et et&ons protéine-protéine.
Sulfonation (Tyr) +SQO; +79.9568 + Modulation des interactions protéinet§ine et récepteur-
ligand.
Pont disulfure (Cys) -H: -2.0157 ++ Réticulation intra et intermoléculasggbilité des protéines.
Déamidation -NH>+OH +0.9909 +++ Régulation des interactions pradigand et protéine-protéine.
(Asn, GIn) Associée au vieillissement.
Acide pyroglutamique -NH3 -17.0265 +++ Stabilité des protéines, blocagead@rémité N-terminale.
Oxydation Signalisation. Activité des protéines.
(Met) +0 +15.9949 +++
(Trp) +0-C, +3.9949, +++
+0, +15.9949, +++
+0, +31.9898 +++
Ubiquitination (Lys) >1000 +++ Signal de destruction. Apres digestigpsique, le site
d’'ubiquitination est observé avec un incrément desse de
+114 Da (Gly-Gly).
Nitration des tyrosines +NO,-H +44.9851 +/++ Dommages oxydatifs au cours ddlimmation.

"d’aprés Mann et Jensen (2003)
Stabilité : + labile en spectrométrie de massemnedérément stable, +++ stable.

Une modification post-traductionnelle peut se pimda n'importe quelle étape du «cycle de vie»

d'une protéine. Par exemple, de nombreuses pretéord modifiées peu apres la traduction afin de

leur permettre d'étre correctement repliées ouedtfitigées vers d’autres compartiments cellulaires

tels que le noyau ou la membrane plasmique. Dwui@difications se produisent une fois que le

repliement et la localisation sont terminés, podativar ou inactiver l'activité catalytique de la

protéine.
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Les PTMs peuvent étre réversibles ou irréversibdiEs modifications permanentes, telles que le
clivage protéolytique, la formation de pont disuéflou la glycosylation, sont essentielles pour une
maturation structurelle et fonctionnelle appropuies protéines nouvellement synthétisées. D’autres
modifications covalentes sont transitoires et joudes rbles importants dans les voies de
signalisation et la régulation des protéines (Y2a§5).

Une méme protéine peut étre modifiée sur plusisites et par différentes PTMs. Cela permet
d'obtenir un grand nombre de combinaisons et @#cera diversité du protéome.

Le niveau d'abondance des PTMs est finement gpastdes enzymes qui ajoutent ou suppriment les
modifications. En agissant de maniere coordonm&ePTMs jouent un rdle clé dans la fonction des
protéines, car elles régulent l'activité enzymatiques interactions avec d’autres molécules
(protéines, acides nucléigues, lipides, cofacteatslp localisation dans la cellule (Beltrab al,

2013). Pour moduler la fonction des protéines, HdVs peuvent agir de plusieurs maniéres.

L’addition d’'une molécule sur une protéine peut :

- provoquer un changement de la structure tridinoenelle de la protéine et ainsi modifier
'agencement de son site actif, de domaines daat#yn et de sites de fixation des ligands.

- créer un site de liaison pour le recrutementfd&@éurs contenant des domaines d’interaction qui
reconnaissent le résidu modifié (Sesttal, 2006; Deribeet al, 2010). Plusieurs mécanismes
d’interaction dépendants des PTMs sont décritsuei@).

Les développements récents en spectrométrie deenessn préparation d’échantillon, tels que
I'enrichissement, permettent d’identifier les PTB$aut débit (Choudhary and Mann, 2010). Les
PTMs les plus étudiées sont la phosphorylatiomébgation, la méthylation, l'ubiquitination et la
glycosylation. Par souci de brieveté, seule unéepde ces PTMs sera détaillée ici.

17



Figure 2. Exemples de mécanismes de régulation parteraction de PTMs avec des domaines de reconnaasge

(d’aprés (Seetet al., 2006)).
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2.4.2 La phosphorylation

La phosphorylation des protéines est l'une des finatdons post-traductionnelles les plus
importantes et les plus étudiées. Elle joue un e8kentiel dans la régulation de nombreux processus
cellulaires, tels que le cycle cellulaire, la csaisce, I'apoptose et les voies de transductioigdals

2.4.2.1 Formation, destruction et effets moléculaires dtilzares

Chez les eucaryotes, la phosphorylation cible &rehlatérale des acides aminés sérine, thréonine e
tyrosine. C’est une modification réversible médigar des kinases et des phosphatases, qui
phosphorylent et déphosphorylent les résidus gilskspectivement (Figure 3). Ces deux familles
d'enzymes contrdlent précisément I'état de phospétaon des protéines. On estime qu’environ
1000 kinases et 500 phosphatases sont codées gandene humain, soit environ 2% du génome
(Venteret al, 2001), et que presque un tiers de toutes legipest dans la cellule est phosphorylé a
un moment donné (Cohen, 2000).

Figure 3. Réaction de phosphorylation des protéines

|
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\_J )

Protein kinase

Phosphatase
N — N
Ho L ( \ Ho L
Tyrosine Pi H,0 Phosphotyrosine

Dans la plupart des cas, l'addition d'un groupemphbsphoryle provoque des changements
conformationnels dans la protéine phosphorylée. Crsngements peuvent affecter I'activité

enzymatique et/ou les interactions protéine-pretélohnson and Lewis, 2001). Ainsi, une protéine
peut étre activée (Leonaet al, 2013) ou inactivée (Burket al, 2010) par phosphorylation, ou

méme passer d'une voie de signalisation a une. dutrelus de modifier les propriétés intrinseques
des protéines par régulation allostérique, un ndleortant de la phosphorylation est de créer des
sites pour l'interaction avec d'autres protéinggufle 2). Ces dernieres contiennent des domainies qu
reconnaissent les phospho-motifs et s'y lient. Geaines présentent une spécificité pour les
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différents acides aminés phosphorylés. Par exengdedomaines SH2 (Src Homology 2) et PTB
(PhosphoTyrosine Binding) montrent une spécifigtéur la phosphotyrosine (pY) (Yaffe, 2002)
tandis que la phosphothréonine (pT) est reconnuéepalomaines FHA (ForkHead-Associated) (Li
et al, 2000). La capacité des phosphoprotéines a recdaatres protéines est capitale pour la

transduction du signal.

Le caractére réversible de la phosphorylation degmes rend ce type de modification idéal pour la
transduction de signal. En effet, elle permet aalutes de répondre rapidement a des stimuli
extracellulaires ou intracellulaires. Les cascatkes¢ransduction de signal sont caractérisées par un
ou plusieurs protéine(s) senseur(s) qui détectpfidiqguement le signal soit par liaison a un ldyan

un clivage ou une autre réponse, et qui le relgigfrdes seconds messagers et des enzymes de
signalisation. Dans le cas de la phosphorylati@s, i@cepteurs activent des kinases en aval, qui
ensuite phosphorylent et activent leurs substyatempris d’autres kinases, jusqu'a ce que la Egpon
spécifique soit atteinte.

2.4.2.2 Les méthodes de détection

A cause du réle central de la phosphorylation danggulation des processus cellulaires chez les
eucaryotes, les efforts de développement de méhpaler étudier les phosphorylations des protéines
ont été nombreux. Les approches actuelles pourctégiser les phosphorylations comprennent
limmunodétection, le test d'activité kinase etldaalisation des phosphorylations par analyse de
phosphoprotéines ou phosphopeptides en spectremédé&i masse. L'objectif a terme vise a

caractériser entierement le réseau de régulatioreheent sophistiqué dans lequel est impliquée la
phosphorylation. Cela implique l'identification tieutes les phosphoprotéines ainsi que leur(sks$ite(

modifié(s) et la quantification de cette modificati L'’ensemble de ces travaux constitue la
phosphoprotéomique et devrait accroitre notre desaace de la régulation de différents processus
biologiques.

2.4.3 La N-acétylation

La N-acétylation consiste a transférer un groupe¢raeétyle sur I'azote N-terminal (acétylation N-
terminale) ou sur I'azote d’'une lysine (acétylatamnlysine).

L'acétylation N-terminale nécessite le clivage [abke de la méthionine N-terminale par la
méthionine aminopeptidase (MAP). Ensuite, I'enzymeacétyltransférase (NAT) ajoute un
groupement acétyle en utilisant l'acétyl-CoA. Cpetyl'acétylation est irréversible et se produit au
cours de la synthése de la protéine. Bien que 80 % de protéines eucaryotes soient acétylées de
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cette maniere, la signification biologique exactesn pas encore claire. Des données récentes
suggeérent un réle dans la stabilité des protéinEsevoies de sécrétions (Arnesen, 2011).

L'acétylation de la fonctiom - NH2 de la lysine (appelée acétylation de langsisur les extrémités
N-terminales des histones est une voie courantegédalation de la transcription des génes.
L'acétylation des histones est un événement rdlergui réduit la condensation chromosomique
pour promouvoir la transcription. L'acétylation des lysines est régulée par des facteurs de
transcription qui contiennent une activité histoaeétyle transférase (HAT) et des histones
déacétylases (HDAC) (Figure 4). En combinaison alecmeéthylations, ces acétylations constituent
le code histone a la base des phénomeénes épigégtiGertains auteurs ont proposé la mesure
systématique des modifications d'histones par spmétrie de masse dans l'optique du "déchiffrage”
du code histone (Youngt al, 2009).

Figure 4. Réaction d’'acétylation des protéines
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L'acétylation de protéines peut étre détectée panunoprécipitation en utilisant des anticorps
spécifigues des lysines acétylées ou par spectrizmég masse en recherchant des incréments de
masse de +42 Da par acétylation. Avec 3600 sitasétylation identifiés sur 1750 protéines,
Choudharyet al. ont ainsi montré que l'acétylation des lysines @sé modification répandue
impliguée dans la régulation de plusieurs processlisilaires tels que le cycle cellulaire ou le
transport nucléaire (Choudhaey al, 2009). L'acétylation des lysines semble égalenaatr un

réle dans la régulation des voies métaboliquesd£hal, 2010).
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2.4.4 La protéolyse

Les protéinases (appelées couramment protéasesjesoanzymes qui catalysent I'hydrolyse des
liaisons peptidiques de protéines cibles et peuwdmti modifier leur activité. La protéolyse est
essentielle pour éliminer les sous-unités de pregenon assemblées, les protéines mal repliées et
pour maintenir les concentrations en protéine aadesentrations homéostatiques. Les protéases
jouent également un réle biosynthétique tel queclieage du peptide signal de protéines et
l'activation des zymogénes, ou sont associées grasessus de dégradation (protéasome). Notons
gue daprés la définition d’'une modification de f@ioe décrite au paragraphe 2.1, les clivages
enzymatiques impligués dans la dégradation destipest ne sont pas considérés comme des
modifications post-traductionnelles de protéinessda mesure ou le produit de la modification n'est
plus une protéine. La protéolyse joue de nombrélesrdans les processus cellulaires, tels que la
formation d’antigénes, la mort cellulaire progranemi@ sécrétion de protéines a la surface cellylair
les voies de signalisation ou encore les procassa®veloppement comme l'action protéolytique des
enzymes de spermatozoides pour pénétrer dans eyteyd hornberry and Lazebnik, 1998; Ye and
Fortini, 2000). Au niveau extracellulaire, une e de protéinases est responsable des phénoménes
de coagulation.

La protéolyse est une réaction thermodynamiqueriaaotrable et irréversible. Par conséquent, afin
d’éviter une protéolyse non contrdlée, l'activitésdprotéases est strictement régulée par des
mécanismes de contrble temporel et/ou spatial &BdiPfaff, 2011), incluant la compartimentation
(par exemple, les granules de sécrétion, les lysesp(Ciechanover, 2005). Un défaut de régulation
de l'activité protéolytique par les inhibiteurs madls de protéinases conduit a la mort cellulaae p

apoptose au niveau intracellulaire et a une ddgtrudes tissus au niveau extracellulaire.

Certaines protéases montrent une grande séleciet® une spécificité leur permettant de cibler une
protéine unique, alors que d’autres sont de spééiflarge et peuvent dégrader plusieurs substrats.
Les protéases peuvent étre classées en fonctiteudsite d'action avec un clivage de I'extrémité
amino ou carboxy-terminale du substrat pour lespmt@ases, ou un clivage a lintérieur de la
séquence pour les endoprotéases. On les classenggdlpar leur mécanisme catalytique en fonction
de l'identité du résidu catalytique (par exempietginase a sérine). Il existe a ce jour neuf aaiég
catalytiques répertoriées dans la base de donnE&ORS [c] (Rawlinget al, 2011). Cette base de
données propose notamment des matrices de spécifidicorrespondent aux résidus P4 a P4’ de la
poche de liaison du substrat (Figure 5) et qui patiétre analysées en détail lorsque I'on s'inséres
a la spécificité des protéases.
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Figure 5. Nomenclature des résidus de la poche daison du substrat (peptide, protéine) de part et dutre du site
de coupure par une protéinase. D’aprés Schechter diBerger (1967).
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A ce jour, plus de 90% des protéases connues peétrenclassées dans une des quatre catégories
catalytiques suivante (Puergeal, 2003):

- Les protéases a sérines

- Les protéases a cystéines

- Les protéases a acide aspartique
- Les métalloprotéases a zinc

2.5 Les modifications induites

Les propriétés physico-chimiques des protéines gr@uggalement étre modulées non pas lors de
processus physiologiques, mais par des réactiansqies induites par une exposition a des agents
environnementaux externes ou a l'action de 'Hom@es modifications peuvent avoir ligu vivo

ouin vitro.

In vivo, elles sont la conséquence de ce que nous mangdenkair que nous respirons, des
médicaments que nous utilisons ou encore de no deovie, comme le tabagisme et I'exercice
physigue. Ces modifications induites vivo se traduisent souvent par la fixation covalentend’

molécule sur les protéines.

In vitro, les modifications induites peuvent étre intentielfes ou accidentelles. Dans le cadre de
projets de recherche, le scientifique peut étrengnge modifier les protéindga vitro afin de les
étudier et mieux comprendre leur fonctionvivo. Ces modifications peuvent étre des protéolyses
volontaires, des PTMs telles que la phosphorylatan la glycosylation, l'action d'agents de
réticulation chimiques dans le cadre d’études #irates ou encore des ligands dans le cadre
d’études de complexes protéine-ligand. Toutefaisc@urs de ces expériences ou méme pendant le
stockage d'un échantillon, des modifications aaatidiies telles que I'oxydation, la protéolyse
involontaire ou la déamidation peuvent égalememtraieu. Ces artéfacts, selon leur ampleur et
'objectif de I'expérience, peuvent devenir un vyabbleme et doivent étre évités.
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2.5.1 Modification induitein vivo, exemple de la fixation covalente d'un
ligand

Par définition, en biochimie, un ligand est une éoale capable de se lier a une protéine. Pourrévite
toute confusion, nous ne parlerons pas ici de igansens d'un métal capable de former des liaisons
de coordination avec un groupement prosthétiqguassitjuement, le terme de ligand se référe a une
petite molécule capable de se placer au niveau gitenspécifique d’'une protéine cible afin de
moduler son activité et/ou sa conformation tridisiennelle. Ce site peut étre tres structuré etéorm
une poche (modele clé-serrure) ou étre plutdt ptacorrespondre a une zone d’interaction protéine-

protéine.

La grande majorité des ligands endogénes inteexgiss/ec les protéines de maniere non-covalente
et réversible, mettant en jeu des liaisons telles Igs liaisons hydrogénes, les forces de van der
Waals et les liaisons ioniques. La liaison covadatitin ligand sur une protéine est plus rare dess |
conditions physiologiques et concerne plutét lgmrids exogénes. Ces derniers, tels que les
médicaments et d'autres xénobiotiques, peuvent ddtmagine naturelle (Gersckt al, 2012),

synthétiques ou semi-synthétiques.

Une liaison covalente est une liaison chimiquerggulte de la mise en commun d'une ou plusieurs
paires d'électrons entre deux atomes. La fixatmralente d’'un ligand sur une protéine implique le
plus souvent une réaction entre un ligand électi®pth un résidu nucléophile de la protéine (Rubino
et al, 2009). Les résidus les plus nucléophiles somyfdé€ine, la sérine, la thréonine et la lysine
(Figure 6) mais d'autres résidus sont égalementtilap de réagir avec un électrophile, comme la
tyrosine, I'histidine, l'asparagine, l'arginine lets acides aspartiques et glutamiques (Rubinal,
2009; Gersclet al, 2012).

Figure 6. Distribution des résidus modifiés de magre covalente par des médicaments
(Potashman and Duggan, 2009).
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Pour former une liaison covalente entre deux mddécen milieu biologique, plusieurs mécanismes
réactionnels sont possibles, notamment l'additien Michael. L'addition de Michael implique
'addition d’'un nucléophile (composé riche en &ens), également appelé donneur de Michael, sur
un électrophile (composé déficitaire en électrofigccepteur de Michael. Le plus souvent, le
groupement électrophile est un systéme conjugugpgecarbonyb.,B-insaturé (cétone, aldéhyde) ou
estera,pB-insaturé. Cette réaction permet la création dsdigs carbone-carbone, carbone-soufre,
carbone-oxygéne, carbone-azote ou encore carbaspipbre (Matheet al, 2006). Le mécanisme
de réaction est le suivant : dans le cas d'unenegt@-insaturée, la délocalisation des électrariait
apparaitre une charge partielle négative sur I'atofoxygéne du carbonyle et une charge partielle
positive sur le carbong (Figure 7). Ce carbonp est électrophile et peut subir I'attaque d’'un
nucléophile (Figure 8).

Figure 7. Formation d’un carbonep électrophile d’'une cétoneu,p-insaturée.

[ carbon is electrophilic
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Figure 8. Addition de Michael sur une cétones,g-insaturée.
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L'addition de Michael peut étre réversible (Figl8e c'est ce que I'on appelle la réaction rétro-
Michael ou encore la béta-élimination. Cela conearotamment les cystéines. La réversibilité de la
liaison dépend de la nature électronique du donekede I'accepteur, du pH, de la température et de
'environnement local du résidu dans la protéinglgtvi et al, 2013).
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Figure 9. Réaction de rétro-Michael

& Nu:
Nu (O tNU (»O @)
v G |
RTFNT R RMR RNAR

La réactivité du groupement électrophile peut vaselon son environnement. De méme, d’'une
protéine a l'autre ou bien a l'intérieur d’'une mépmetéine, la réactivité d’un résidu nucléophileipe
varier. La réactivité d'un résidu nucléophile esewcomposante de quatre paramétres (Figure 10) qui
sont le potentiel nucléophile intrinséque du résldypKa du résidu dans la protéine, I'exposition a
solvant (résidu exposé ou enfouit), et le pH local.

Figure 10. Les paramétres influencant la réactivité'un résidu nucléophile

Cette Figure 10 illustre bien que le potentiel aoghile d’'un résidu ne pourra s’exprimer que si les
conditions de pKa, d'accessibilité au solvant gbldesont réunies. En d’autres termes, selon ldtat
protonation d’un résidu nucléophile, ce dernieagdus ou moins réactif. En effet, d’aprés la refat
d’Henderson-Hasselbalch, on voit que des variatidaspKa et/ou de pH vont influencer la

proportion d’especes protonées.

pH = pKa + log(ﬁ (1) relation d’'Henderson-Hasselbalch

avec [A] et [AH], les concentrations respectives en basguguée de l'acide et en acide.
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Ainsi, une diminution de pKa et/ou une augmentatierpH vont accroitre la proportion des especes
déprotonées qui sont plus réactives que les espeotmées du point de vue de la nucléophilicité.
Dans le cas des cystéines par exemple, le pKandiéersi le résidu est plus susceptible d'exister
sous forme d'un thiol (SH) ou un anion thiolat ¢fui est plus réactif. Par conséquent, les résidus
cystéines avec un faible pKa ont tendance a éure nglactifs que ceux qui ont une valeur de pKa
supérieure au pH environnant et qui restent prat@iéextrément moins réactifs. Les variations de
valeurs de pKa sont liées a I'environnement strattiocal du résidu. Dans le cas de la cystéine, la
présence au voisinage de résidus aromatiques ogéshpositivement induit une diminution du pKa
en stabilisant lI'anion thiolatda des interactions polaires ou électrostatiquesréFSuetaet al,
2011). Cette stabilisation du thiolate permet aiteiigmenter la proportion de I'espéce réactiviade
cystéine.

2.5.2 Modification induitein vitro, exemple de I'oxydation des protéines

L’oxydation est une modification particuliere cdleeest a la fois une PTM, impliquée dans le stress
oxydatif et sa détection par les mécanismes célhslade réparation, et une modification induite
générédn vitro. L'oxydation de protéinems vitro peut étre intentionnelle ou accidentelle. Dans le
cadre de projets de recherchig des expériences d’empreinte protéique (footpmntitioxydation

des protéines est utilisée pour étudier la strectlegs protéines (les zones exposées au solvant ou
enfouies) (Wang and Chance, 2011) ou les surfa@eterdctions avec un partenaire ou dans un
dimere (Charvatovat al, 2008). Toutefois, I'oxydation de protéingsvitro peut également étre
accidentelle et étre générée par le protocole @npétal utilisé. Bien trop souvent néglige, cet
artéfact expérimental augmente I'hétérogénéitéaantillon, contribue a la diminution du signal
d’intérét et peut méme diminuer la stabilité ettigité biologique des protéines, comme dans le cas
des anticorps thérapeutiques par exemple éPah 2009).

2.5.2.1 Les espéces réactives de I'oxygene (ROS)

Bien que l'oxygene et I'eau soient essentiels &ida ils peuvent devenir hautement réactifs et
potentiellement néfastes lorsqu’ils sont convegtisradicaux libres, généralement connus sous le
nom d' «espéces réactives de l'oxygene » (RO®)vitro, les ROS peuvent étre générés par
radiolyse de I'eau, photoactivation (lumiére UV wsible) ouvia des métaux (réaction de Fenton,
voir ci-apres). Les ROS sont composés d’espéecésatailes, telles que I'anion superoxyde (Pou

le radical hydroxyle (OH et d’espéces non radicalaires, telles que lexyded’hydrogéne (FD-).

Le ROS le plus réactif est OHSon caractere tres électrophile conduit a desnuiges non
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spécifiques immédiats au niveau des molécules @mvamtes riches en électrons. De plus, le
peroxyde d'hydrogene,B,, bien que moins réactif, peut facilement étre itéda des réactions de
Fenton ou Haber-Weiss et constituer ainsi une sodecOH (Hohnet al, 2013). La réaction de
Fenton peut également étre catalysée par des matares que Fé tels que Ctf, Mn**, Ni* ou
Zn**, bien que la réactivité de Znsoit si faible qu’il est généralement considérémoee
biologiguement inerte.

Fe + H0, > FE* OH + OH (2) (réaction de Fenton)

0, "+ H,0,> O, + OH + OH (3) (réaction de Haber-Weiss)

2.5.2.2 L'oxydation des acides aminés

L'oxydation des protéines concerne des acides antien déterminés. Les acides aminés soufrés
sont les plus facilement oxydés mais les aromasiguesi que I'histidine peuvent I'étre également
(Tableau 2). L'ordre de réactivité des acides amist le suivant : Cys, Trp, Tyr, Met > Phe > His,
Arg, cystine, lle, Leu, Val, Pro. Les autres acidesnés sont nettement moins réactifs.

Tableau 2. Delta masse des produits d'oxydation lgdus courants générés par les radicaux hydroxyle®’aprées
(Wang and Chance, 2011).

. . Changement dans Changement de la mas
Acides aminés f : . Type de dommage
ormule brute monoisotopique (Da)
Arg + 0O,-C,-3N,-5H —43.053 déguanidinatio
Décarboxylation oxydati\ :
Glu, Asp -C,-0,-2H —30.0106 —CH-COO > —C=0
Met +0,-S,-C,-4H —32.008!
His +0,-2C,—-N,-H — 23.016(
His + 20,- 2C,- 2N,-2H - 22.032(
Cys +0,-S —15.977.
His + 20,-C,-2N,-2H -10.032(
Trp +0O,-C + 3.994¢ Formation dekynurénin
Lys, Arg,
Leu, lle, Val, Ala + 0O, -2H + 13.9793 « carbonylation » : -Gl —-C=0
Pro, Glu, GIn,
Cys, Met,
Trp, Tyr, Phe,
His, Ser, Thr, Addition d’oxygéne sous forme
Leu, lle, Val, *0 +15.9949 hydroxy (-OH>)/gou oxo (=0)
Asp, Asn, Glu, GIn,
Arg, Lys
Met, Formation de méthionine sulfol
Cys, Formation d’acide sulfinique,
Trp, +20 +31.9898 Formation dd\l-formylkyn?xrénine
Tyr, Phe
Cys +3C + 47.984

La chaine latérale de la cystéine subit une oxgdatonduisant a la formation réversible d'un acide
sulfénique intermédiaire (SOH), qui peut former pont disulfure (S-S) avec une autre cystéine
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physiquement proche. Dans des conditions d’oxydatextrémes, 'oxydation se poursuit et conduit

a la formation irréversible d’acide sulfinique (${) et d’acide sulfonique (S#l) (Figure 11).

Figure 11. Produits d’oxydation des cystéines (Cooran and Cotter, 2013)
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L'oxydation de la méthionine (Figure 12) conduilaaméthionine sulfoxyde (+ 16 Da). Cette
oxydation est réversiblen vivo via I'action de la méthionine sulfoxyde réductase (Msr de la

thiorédoxine (Lee and Gladyshev, 2011) maisipastro. Dans les conditions d’oxydation extrémes,
les ROS peuvent convertir la méthionine sulfoxydeume forme hyper-oxydée : la méthionine

Figure 12. Produits d’oxydation des méthionines (Gooran and Cotter, 2013)
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Les résidus aromatiques peuvent également étreéexydoxydation de la tyrosine génére, entre
autres composeés, la di-tyrosine qui est considéofame un marqueur de l'oxydation dans les
cellules (Heineckeet al, 1993). L'oxydation du tryptophane conduit sucoessent a I'hydroxy-
tryptophane (+ 16 Da), a M-formylkynurénine (+ 32 Da) qui est un produit dmublle oxydation et

a la kynurénine (+ 4 Da) (Figure 13).

Figure 13. Produits d’oxydation du tryptophane (Tayor et al., 2003).
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Dans le cadre d’étude sur 'oxydation des protéegmesant que PTM, il est primordial de maitriser
toutes les étapes du protocole expérimental afimedgas introduire d’oxydation artificielle.

2.5.2.3 Recommandations pour éviter 'oxydation accideaté##s protéines

Les solutions pour éviter 'oxydation accidentedles protéines consistent 1) a éliminer I'oxygene
dissout par bullage des tampons a l'aide d'unmgtel de solubilité supérieure a celle de lI'oxygéne
tel que I'Argon; 2) a ajouter un antioxydant damsdlution de conservation de la protéine et/os dan
le milieu réactionnel; 3) a privilégier les tempmuds de stockage et de réaction et 4) a vérifier g
chaque étape du protocole expérimental n'induisedi@xydation, comme par exemple le gel SDS-
PAGE qui peut provoquer 'oxydation du tryptoph4Rerdivaraet al, 2010).

2.5.2.4 Les autres modifications induites accidentelles

a) Addition def-mercaptoéthanol

Le B-mercaptoéthanol est un agent réducteur treséitis biochimie pour éviter la formation de
ponts disulfures intra- ou inter-protéines. Bemercaptoéthanol est efficace mais présente le
désavantage, lorsqu’il est en exces, de former amt gisulfure persistant avec les thiols de la
protéine et ainsi de former des adduits de +76uUbdagrotéine (Figure 14).
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Figure 14. Mécanismes de réduction des ponts disuifs et d'adduction des cystéines libres par g
mercaptoéthanol

Pont disulfure beta-mercaptoéthanol
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adduit covalent de 76 Da

Ces adduits peuvent perturber les interactionsépretprotéine ou protéine-ligand. Il faudra
privilégier dautres antioxydants comme le dithigtol (DTT) ou encore la tris(2-
carboxyethyl)phosphine (TCEP). Ce dernier préséatantage d'étre stable dans le temps, a des
températures élevées, de fonctionner dans une dangene de pH et d’étre non odorant.

b) Déamidation

La déamidation est une PTM impliguée dans la régulades interactions protéine-ligand et
protéine-protéine. Elle correspond a la conversies asparagines (Asn) et glutamines (GIn) en
acides aspartiques (Asp) et acides glutamiques),(@spectivement et entraine un incrément de
masse de +1 Da par déamidation. La vitesse de détian d’'une glutamine est beaucoup plus lente
gue celle d'une asparagine, exceptée lorsqgu'unéamine est située en N-terminal. Dans ces
conditions, la glutamine subit une déamidation plside que l'asparagine pour former un acide
pyroglutamique (Liet al., 2010).In vitro, la déamidation peut se produire accidentellereéselon

le pH, deux voies réactionnelles sont décritesHlapide (pH < 3), la déamidation de I'asparagine et
de la glutamine se produit par hydrolyse directeladéonction amide et conduit a la formation
d’acide aspartique et d’acide glutamique, respeatent. A pH physiologique et alcalin, I'azote de la
liaison peptidique de l'acide aminé N + 1 attaquedrbone du carbonyle de la chaine latérale de
'asparagine ou de la glutamine pour former unrmédiaire cyclique succinimide ou glutarimide,
respectivement. Cet intermédiaire est ensuite hyskaet génére deux espéces : I'acide aspartique et
lacide isoaspartique, pour la déamidation de Baapgine; l'acide glutamique et [acide
isoglutamique pour la déamidation de la glutamiRgure 15) (Peters and Trout, 2006;dti al,
2010).
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Figure 15. Les voies de la déamidation de I'asparaxe et de la glutamine selon le pH. D’aprés (Ldt al., 2010 ;

Peters and Trout, 2006)
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La déamidation introduit une charge négative daaptotéines, ce qui peut perturber leur structure

tridimensionnelle et/ou modifier leurs sites d'ratetion et donc leur activité.

c) Carbamoylation

La carbamoylation ou carbamylation est une PTM &éevieillissement et concerne les amines
primaires (extrémité N-terminale des protéineshetime latérale des lysinesi. vitro elle peut étre

générée en présence d'urée, molécule classiquartiks#e pour dénaturer les protéines. Sous l'effet
de la chaleur et/ou du temps, l'urée se dégradem@nonium et isocyanate. L'isocyanate est réactif
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et peut réagir covalemment avec les amines prisjanaetrainant un incrément de masse de +43 Da

par carbamoylation (Figure 16).

Figure 16. Carbamoylation de peptides ou de protéas par I'urée [d]
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La réaction est favorisée en augmentant la temmpérgKollipara and Zahedi, 2013) et inhibée par

ajout d'ammonium dans le tampon (Setral, 2014).

d) Alkylation a l'iodoacétamide

L’iodoacétamide (IAM) est utilisé dans les appracipeotéomiques « bottum-up » pour alkyler les
cystéines afin de les bloquer et qu’elles ne paisptis former de ponts disulfures. Les cystéines
ainsi modifiées sont carbamidométhylées et entnhinm incrément de masse de +57 Da par
carbamidométhyle. Cette modification induite pertec des artéfacts de plusieurs maniéeres. D’'une
part, elle peut réagir sur d’autres nucléophiles ¢ cystéine tels que I'extrémité N-terminale,
I'histidine, la lysine (Boja and Fales, 2001) owcare la méthionine (Lapket al, 2000). D’autre
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part, elle peut étre confondue avec 1) une mutg@nnsertion d’'une glycine ou 2) la cicatricerdu
PTM d'ubiquitination (incrément de masse de +114 dpaes protéolyse trypsique) lorsque les
peptides sont deux fois carbamidométhylés (Niedtexi, 2008).

Ainsi, d’'une maniére générale, il est importantiater voire d’éviter 'apparition de ces artéfact)
lors de la production et de la conservation dedimes afin qu’elles conservent leur structure @t le
activité, et 2) lors de protocoles expérimentaum dobtenir des résultats fiables et cohérents.

3. Intérét des médicaments covalents en utilisation

thérapeutique

Bien que prés de 30% des médicaments disponibledesmarché agissentia un mécanisme
d’action covalent, la majorité d’entre eux ont éé&ouvert lors de criblages par des tests biolagiqu
et le mécanisme covalent n'a été découvert quetphds En outre, dans les années 1970, des études
ont démontré l'effet hépatotoxique de moléculelegedue le bromobenzene et 'acétaminophéene
(DCI: paracétamolyia une liaison covalente (Singt al, 2011). Ces observations ont été le point de
départ d'une perte de confiance vis-a-vis des raéthats covalents et ont conduit a leur désaffection
au profit des médicaments non-covalents, réputéasmdangereux. Par conséquent, en dépit de
nombreux exemples de médicaments efficaces qutifement grace a un mécanisme covalent (par
exemple, l'acide acétylsalicylique (aspirine), l&ngilline, I'ésoméprazole et le clopidogrel),
l'industrie pharmaceutique a été réticente a eatildes molécules au mode d’action covalent dans les
programmes de recherche de médicaments (®ihgh 2011).

Depuis quelques années, beaucoup d’efforts sobysppour cibler les kinases qui, lorsqu'elles
sont dérégulées, surexprimées ou mutées, peuveetrsaver constitutivement activées et entrainer
des maladies immunologiques, cardiovasculairesotegique (Pandyat al, 2005; Bennett, 2006;
Huanget al, 2008) mais également I'apparition de cancerst¢Bms et al, 2010). Les premieres
stratégies visaient a inhiber ces kinases enanilisne molécule non-covalente et réversible désstin
a prendre la place de I'ATP dans le site actif dekihase cible, et ainsi empécher l'activité
catalytique. C’est ce que I'on appelle l'inhibitigrar compétition de I'ATP. Le premier succes a été
imatinib, mis sur le marché en 2001 aux EtatsdJmjui est trés efficace contre la leucémie
myéloide chronique (CML) et les tumeurs du tubeeslifj (GIST, pour gastro intestinal stromal
tumors) et posséde peu d’effets secondaires. @G@swcstimulé I'industrie pharmaceutique qui s’est
alors intéressée de plus prés a la thérapeutigbigecvia I'inhibition de protéines kinases
anormalement activées dans les maladies. AinsR0dd, il y avait 11 médicaments ciblant les
kinases présents sur le marché. Cet essor esteétasit lié a l'augmentation des structures
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tridimensionnelles de kinases disponibles dansbkeses de données. En effet, ces informations
structurales, combinées a la modélisation moléaylaint permis une meilleure compréhension du
site actif et ont guidés les chercheurs pour desgihconcevoir des molécules nouvelles, ce que I'o
appelle le drug design.

Toutefois, ces molécules de premiére génératiocordgrent deux difficultés majeures. D’'une part,
elles ont un probleme de sélectivité du fait qusitie actif des kinases est trés conservé au dmurs
'évolution. Ainsi, un inhibiteur développé pour airkinase en particulier peut inhiber d’autres
kinases non ciblées initialement (Karanmetnal, 2008). D’autre part, ces molécules peuvent étre
confrontées a des phénoménes de résistance dé¥slq@y leur cible kinase, entrainant une
inefficacité du médicament (Azaet al, 2008). Ces phénomeénes de résistance correspognakas
mutations qui peuvent apparaitre dans le gene kiedae et entrainer divers effets selon I'endvait
elle se trouve. Une mutation peut concerner urduégdu site actif et augmenter l'affinité de 'ATP
(Yun et al, 2008) ou un résidu en dehors du site actif etsdes cas modifier la structure
tridimensionnelle de la protéine ou bien empéclamcés de l'inhibiteur au site actif (Miaat al,
20009).

Face a ces difficultés, une nouvelle générationhibiteurs de kinases plus sélectifs et capables de
rester efficaces face aux mutations est actuellendéveloppée. Ces nouveaux médicaments
combinent a la fois les modes d’action non-covaktntovalent et ont été reconnus comme tres
prometteurs. Le mode d’action est un mécanisme eux ctapes : tout d’abord, la molécule
médicament (ligand) interagit spécifiguement avecible protéique pour former un complexe non-
covalent. Cette interaction permet d’agencer lation électrophile du ligand a proximité du résidu
nucléophile cible dans la protéine, ce qui entrdanrmation d’'un complexe covalent (Figure 17).
Comme nous le verrons plus en détail ci-apréeantagcules covalentes de deuxieme génération sont
plus sélectives, ce qui représente un atout majeuns les aspects de sécurité sanitaire d’'un
médicament.

Figure 17. Schéma réactionnel en deux étapes deftamation d'une liaison covalente entre une protéia P et un
ligand L. Le ligand forme tout d’abord un complexe non-d¢emtavec la protéine cible, selon la constantguiiére de
dissociation K. Cette interaction permet de placer le groupenéettrophile & proximité du résidu nucléophile

spécifiqgue dans la protéine, résultant ensuite forlmation du complexe covalent, selon la constalgevitesse de
réaction k. Dans le cas des liaisons irréversiblesekt égale a zéro.

Ky K,
P+ L PL* ————= P-L
K
Complexe Complexe
non covalent covalent
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3.1 Sécurité sanitaire

Une des raisons de la faveur accordée aux méditcamen-covalents est qu'ils peuvent étre éliminés
par dialyse dans certains cas de surdosage, almsleg médicaments covalents nécessitent la
conception d'un antidote, tel que la N-acétylcysdiour les réactifs des thiols.

La mauvaise réputation historique des médicamentslents provient en grande partie des réactions
non spécifiques sur des protéines non cibles. digolh aléatoire d’'un médicament covalent peut
aboutir a une Iésion tissulaire aiglie ou a l'atibradu systeme immunitaire par hapténisation de
protéines. L’hapténisation peut conduire a la gétigm d'anticorps qui reconnaissent des épitopes
des protéines modifiées par le médicament et gui dés lors considérées comme étrangéeres a
lorganisme. Ces réactions indésirables sont émmnt liées a la réactivité chimique et a la
sélectivité de la molécule. Afin de limiter cesatians, des groupements électrophiles moins r&actif
ont été incorporés aux nouveaux médicaments casagdrieur sélectivité a été améliorée en ciblant
des résidus peu conservés dans la famille de peotdleci tend a réduire les réactions non
spécifiques et a favoriser la réaction covalent@igeau du site actif de la protéine-cible. Le that
gagner en sélectivité permet de réduire les dosandtlicaments administrées, ce qui représente un

atout pour la sécurité sanitaire.

Les agents thérapeutiques covalents peuvent &sséd en deux catégories : les médicaments qui
contiennent un groupement réactif électrophile danwsolécule initiale (par exemple la pénicilline)
et ceux qui subissent une biotransformation vivo générant des métabolites électrophiles
chimiquement réactifs (par exemple le paracétamBfs activations métaboliques concernent
principalement les oxydations catalysées par lescbyomes P450 et les glucuronidations catalysées
par les UDP-glucuronosyl transférases, mais de neusbs autres réactions sont possibles (Figure
18). Aujourd’hui, afin d’évaluer les réactions nepécifiques sur les protéines non cibles et ainsi
mieux anticiper d’éventuels problemes de toxicités efforts considérables sont investis dans la
prédictionin silico de la biotransformation et de la toxicité d’'unainelle molécule (Gleesoet al,
2012). En parallele, sa réactivité peut étre testigales thiols non spécifiques tels que le glidath
(Ganet al, 2005) ou encore sur un plasma déplété en albumipees incubation, une analyse
protéomique permet de déterminer si la molécul&ees modifié de maniere covalente les protéines
non cibles du plasma (Madt al, 2014).
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Figure 18. Répartition des métabolites selon lesygger) familles ou catégories d’enzymes modifiées @svure
qualitative) (Testaet al., 2012).Les pourcentages indiqués se réferent a 6967 erszymi00 % et ont été arrondi a deux
chiffres significatifs. Le code de couleur est comsuit : les réactions d'oxydoréduction sont em;Hies hydrolyses en
jaune; les conjugaisons en rouge. L'alternanceckiasips sombres et clairs est utilisée pour pludaiéé graphique. A
partir du quadrant supérieur droit, les boites meoit(i) les réactions catalysées par les cytockso450, (i) les
réactions catalysées par les déshydrogénasesediiifactions catalysées par les monooxygénanéznemt flavine, (iv)
les réactions catalysées par la xanthine oxydotédect I'aldéhyde oxydase (non indiquée), (v)ydastions catalysées
par les peroxydases, (vi ) les réactions catalypéesd'autres réductases, (vii) les réactions ys#aek par d'autres
oxydoréductases ou des réactions d'auto-oxydation iadiquée), (viii) les réactions catalysées ¢ies hydrolases, (ix)
les hydrolyses non-enzymatiques, (x) les réactaaalysées par les UDP glucuronosyl transféragésle6 réactions
catalysées par les sulphotransférases, (xii) lastiohs catalysées par des glutathion-S- transféras des enzymes
associées, (xiii) les réactions catalysées parNesacétyltransférases, (xiv) les réactions catalyspar des acyl-
coenzyme A ligases 1 et enzymes associées, (xvi#etions catalysées par les méthyltransférases$,|l€s réactions
catalysées par d'autres transférases ou des réaatim enzymatiques de conjugaison. Alatéons: CYP, cytochrome
P450 ; FMO, monooxygénase a flavine ; GST, glutat®-transférase ; NATS, N -acétyltransférase ; BUL
sulphotransférase ; UGT, UDP —glucuronosyl trarsies
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Malgré toutes ces précautions, des drames humginerda encore aujourd’hui. C’est le cas de la
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méthyl-bardoxolone qui en activant la voie Nrf2pliguée dans la réponse au stress oxydatif, a un
effet anti-inflammatoire et anti-oxydant. En agigssur cette voie, elle a un effet inhibiteur su#-N

kB. Les résultats cliniques étaient trés encourageaais les essais ont été interrompus en 2013, en
phase Ill de l'étude, & cause de graves effetssirat#les allant jusqu’a la létalité (Wilsat al,
2013). Ces événements nous montrent qu’il fautubklgo d’efforts pour encore mieux comprendre

et appréhender les réactions secondaires d’'un aouwédicament.
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3.2 Sélectivité

Pour gagner en sélectivité, un médicament ne dadt ngagir avec n’'importe quel nucléophile.
Contrairement aux médicaments covalents de prengiéné&ration qui étaient trés réactifs et qui
ciblaient un résidu nucléophile catalytigue d’ute sactif d’'une enzyme (inhibiteur suicide), les
nouveaux médicaments covalents, appelés inhibitmwalents ciblés (TCI pour Targeted Covalent
Inhibitor), sont moins réactifs et ciblent un résiicléophile non catalytique et faiblement conserv
au sein de la famille de protéines (Sirgtal, 2011). Ces composés sont ainsi plus sélectifdapie

inhibiteurs réversibles ou les substrats suicide®esont pas cantonnés a cibler des enzymes.

Pour gagner en sélectivité, les médicaments cotg@feasentent un avantage car il est possiblerd’agi
& deux niveaux : la formation du complexe non cemaintermédiaire, K, et I'étape de réaction
chimique pour former la liaison covalente, (Kigure 17). Ainsi, I'affinité du médicament dditre
suffisamment élevée, et donc la valeur de dGffisamment basse, pour 1) assurer une interactio
sélective avec la cible désirée et 2) avoir un teme résidence suffisant pour que la réaction
covalente (K ait lieu. Aujourd’hui, étant donné que les éleptiiles hautement réactifs sont
proscrits, la réaction covalente est rendu possiblpositionnant de maniere favorable et optinale |
groupement électrophile par rapport au résidu yptide de la protéine. De plus, si le résidu ciblé

est rare au sein de la famille de la protéine cialsélectivité en est encore améliorée.

3.3 Efficacité

Les inhibiteurs covalents présentent plusieurs tages :

- ils restent efficaces face aux mutations du at#f. En effet, bien que ces mutations puissent
affecter le K de linteraction protéine-inhibiteur, méme les amis les plus lents, sous réserve d’une
exposition suffisante entre I'électrophile et leckéophile, seront pleinement inhibés. Ainsi, c'lest
vitesse a laquelle les complexes covalents somhéferqui va étre altérée par ces mutations.
Toutefois, si la mutation concerne le résidu ciptéur la réaction covalente, il n'y aura pas de
complexe covalent et 'efficacité du médicamentasendifiée. De méme, une équipe de I'entreprise
Pfizer a montré tres récemment qu’'une modificatbimique, telle qu’'une oxydation de la cystéine
797 de 'EGFR, diminuait de 11 a 1100 fois l'effiité de certains inhibiteurs (Schwasgt al,
2014).

- si le mécanisme est irréversible, un inhibiteampétitif reste efficace méme si la molécule avec
laquelle il est en compétition est présente a fodecentration dans la cellule, ce qui serait par
exemple le cas de I'ATP (Yuet al, 2008). Dans ce cas, la concentration en compétigit comme
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un "facteur de freinage" qui modifie le Kapparent selon I'équation;*lgpp): K (1+S/Km), ou S est

la concentration en substrat.

- le temps de résidence dans le site actif estiaréépar rapport au mécanisme non-covalent
réversible, ce qui assure une bonne efficacité’idribiteur covalent. Dans le cas d'une liaison
covalente irréversible, le temps de résidence estimum car la protéine cible restera inactivée
jusqu’a ce qu’'elle soit dégradée (Spicer and Rudm@@i0). Le seul risque de régénérer de la
protéine active provient alors d'une éventuelle-sytihése par la cellule. Par ailleurs, ces tenaps d
résidence élevés contribuent a améliorer la seglgeten limitant les temps d’interaction possible

avec d'autres cibles (Copelaatal, 2006).

3.4 Conception et optimisation de nouveaux inhibiteamgalents

La conception de médicaments covalents nécessite fais une optimisation de laffinité du
complexe non-covalent initial et de la réactivitd droupement électrophile. Au début d'un
programme de conception d’un inhibiteur covaleblégil'analyse bioinformatique est utilisée afin
d’identifier un résidu nucléophile approprié, c@stire non catalytique, faiblement conservé,
accessible et convenablement orienté, a proximité&ite de liaison de la protéine-cible. Ensuite,
guelques inhibiteurs sont testés pour leur capacit@difier la protéine cible. Les composés les plu
actifs sont ensuite caractérisés pour détermineetie (Figure 17), permettant ainsi d’optimiser leur
activité de maniere raisonnée et selon les donmiéesrvées. A cette étape du processus, le caractére
irréversible ou réversible de la liaison doit &wmnsidéré. Dans les deux cas, les ligands ont des
temps de résidence élevés mais la liaison covaténtgsible présente I'avantage de ne pas former
d’adduits persistants sur les protéines non cibtedonc de potentiellement réduire les risques de
toxicité indésirable tels que les réactions immagijues ou idiosyncrasiques

Idéalement, la fonction électrophile doit peu réagvec les thiols non spécifiques et réagir
efficacement avec le nucléophile cible (souvent eystéine) lorsqu’ils sont maintenus a proximité.
Si une liaison irréversible est souhaitée, 'aamjlze est I'électrophile de choix (Gareti al., 2011)
alors que le cyanoacrylamide sera utilisé pourrauoe liaison réversible (Milleet al, 2013)
(Figure 19).

! Une réaction idiosyncrasique a un médicament mstréaction immunologique rare et difficile & priévélle est
généralement initiée par la fixation covalente delétules, médicaments ou métabolites associés,saparéines
endogenes. Ces protéines endogénes modifiées aésriord considérées comme étrangére a I'organidautenchant
ainsi une réaction auto-immune trés problématioque e patient.
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Figure 19 Addition de Michael irréversible ou révesible (Miller et al., 2013).L’addition d’'un thiol sur un acrylamide
conduit & une liaison irréversible alors que l'aiddi sur un cyanoacrylamide forme une liaison réibe
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Comme évoqué précédemment, au cours de la concegtimn inhibiteur, sa réactivité peut étre
évaluéin silico et testéin vitro sur des thiols non spécifiques. Aprés ces testnpnaires, la
sélectivité d’'un inhibiteur est évaluée par desrapipes de protéomique fonctionnelle qui visent a
profiler les protéines en utilisant des sondesaiflent le site actif des protéines (technique ABPP
pour activity-based protein profiling). Dans lestgymes vivants, cette stratégie peut étre comlinée
la « click chemistry », qui utilise la cycloaddiientre un azoture et un alcyne, pour identifier le
protéines cibles d’un inhibiteur covalent (Spees @ravatt, 2004) (Figure 20).
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Figure 20. Evaluation de la sélectivité globale demhibiteurs covalents par I'approche ABPP (activiy-based
protein profiling) (Johnson et al., 2010).(A) Structure représentative de la sonde ciblarsite actif de protéines. Cette
sonde contient un groupement réactif, un domainkéad®n et une étiquette comportant un groupermegoporteur. (B)
Approche ABPP par compétition afin de déterminesdkectivité d'un inhibiteur. Les protéines ciblé¢es la sonde sont
analysées par SDS-PAGE (révélation par fluoresgesiceabsence et en présence d’inhibiteur. Les ipestédont la
fluorescence diminue en présence d'inhibiteur apoadent a des protéines ciblées par l'inhibit@@y.Pour caractériser
la sélectivité d’un inhibiteuin vivo, I'approche ABPP peut étre combinée a la cycldamdentre un azoture et un alcyne
catalysée par le cuivre (I) (CUAAC) ou « click chistry». L'inhibiteur covalent est converti en sorgh incorporation
d’'un alcyne. Cette sonde est ensuite administreesgsiémes vivants (cellules ou animaux). Les pretéciblées par la
sonde sont ensuite conjuguées a l'azoture-rhodaamingtilisant la « click chemistry » puis analyspas SDS-PAGE
(révélation par fluorescence).
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Dans cette approche, la sonde contient une fonetzoture qui pourra ensuite réagir sélectivement
avec un fluorophore contenant la fonction alcynes protéines modifiées par la sonde sont ensuite
détectées sur gel SDS-PAGE et identifiées par gpeétrie de masse. Bien qu’une quantification
puisse étre réalisée sur gel SDS-PAGE, par flueresc le plus souvent, cette derniéere est peu
précise et peu résolutive. En effet, plusieurséinets de masses voisines peuvent étre contenugs dan
une méme bande de gel. Pour pallier aux limitatidascette méthode, une caractérisation des

protéines modifiées incluant leur identification e&cessaire.

De plus, la quantification des sites de réactios nedicaments covalents a I'échelle des acides
aminés des protéines est nécessaire pour ces éfiudpact de médicaments covalents. Enfin, il est
important de pouvoir intégrer trés tét dans le dy@ement du médicament la présence potentielle
de ces adduits aux protéines endogénes, et defrargs adduits. Les pré-requis pour une méthode

quantitative fiable seront détaillés dans la padigectifs de thése".
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Section 2. Les bases de la caractérisation de
modification de  protéines  par
spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (MS) est une technicarealyse qui permet de mesurer précisément le
rapport masse sur charge/) de molécules ionisées en phase gazeuse, et @enrel la masse M
des molécules analysées. L'analyse MS comprensl étapes. La premiére étape consiste a convertir
les molécules en ions en phase gazeuse, ce qasegpe un défi considérable pour les molécules qui
sont en phase solide ou liquide. Ensuite, les smmt séparés selon leur rappaortz via des champs
magnétiques ou électriques, dans un analyseum,Hes ions séparés sont détectés. Depuis la §in de
années 1980 et 'invention des méthodes d’ionisadiouces MALDI (Karas and Hillenkamp, 1988)
et ESI (Fenret al, 1989), 'analyse de macromolécules biologiquas\i@ est possible. En 25 ans,
grace a une sensibilité, une sélectivité et unessé d'analyse plus élevées que la plupart des
techniques biochimiques, la MS est devenue incontdidle pour I'étude des protéines et de leurs
modifications. Ainsi tout incrément ou défaut dess® généré suite a une modification peut en
principe étre détecté par MS. La caractérisatiomddifications de protéines par MS comprend deux
volets : 1) lidentification de modifications et lacalisation de sites modifiés et 2) la quantiima

de ces modifications.
Des enjeux et défis analytiques demeurent cepenldanstce domaine, notamment au niveau de :
- la détection et localisation exhaustive des nicaliions d'une protéine,

- la caractérisation des protéoformes dues aux tw@isions de modifications sur des sites multiples,

en particulier a partir de milieux ou ces protéafes sont en mélange,

- la quantification en parallele des modificati@mstermes de degré de modification site par sfteiet
la quantification de chaque protéoforme relativie autres protéoformes.
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1. ldentification de modifications et localisation dgtes

modifiés

1.1 Détermination du type et du nombre de modificatiens protéine
entiere

Pour étudier les modifications de protéines pactspmétrie de masse, il est pertinent, lorsque cela
est possible, d’analyser la protéine entiére, dfistimer le type et le nombre global de modificas

et ainsi recenser les différentes protéoformesaljpnotéine. De telles mesures, utilisées en pérallé
avec le calcul de la masse moléculaire théoriquelad@rotéine non modifiée, permettent la
détermination du nombre moyen de modificationspgratéine pour un type de modification donné.
En supposant que la résolution MS soit suffisamnédenée et dans les cas ou il y a plusieurs
modifications sur la protéine, il est égalementsjide de déterminer la distribution du nombre de
modifications. Bien que ces informations soientcpéses, elles ne permettent pas d’identifier le ou
les résidu(s) ciblé(s) par une modification. Poméborer la résolution spatiale et localiser ldgssi
modifiés, il existe deux stratégies qui seront tifyeées dans les paragraphes 1.2 et 1.3 suivants :

- 'approche « bottom-up » qui consiste a analytles peptides issus d’une protéolyse enzymatique
de la protéine en MS et MS/MS

- 'approche « top-down » qui consiste a fragmetaerotéine modifiée entiére directement dans le

spectrométre de masse.

La détermination du type et du nombre de modiftoeti sur protéine entiere va dépendre de la
complexité de I'échantillon a analyser. Ce typentesure s’adresse plutbét a des échantillons peu
complexes tels qu'une protéine purifiée et estipdifrement utile dans des expériences de cinétiqu
d’association d'un ligand sur une protéine ou laestion souhaite comparer la réactivité de pluseur

ligands sur une méme protéine.

Dans le cadre d’analyses d'échantillons plus corgdetels qu'un protéome entier ou un fluide
biologique, la mesure de la masse des protéinégyesmtest trés difficile et nécessite plusieurpeta
de fractionnement avant I'analyse MS. Aujourd’reeuls les laboratoires experts en approche top-
down se sont lancés dans ce type de séparatiommi@fraphe 1.3 ci-apres). Dans la trés grande
majorité des études protéomiques bottom-up, larehitation du type et du nombre de modifications
sur protéine entiére n'est pas réalisée car biartitgy cette information n’est pas indispensahbeip
l'identification et la localisation de modificatien
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1.2 Identification et localisation de modifications @gproche bottom-
up

1.2.1 La protéolyse : génération de peptides

Dans leur conformation native, les protéines septigées. Elles possédent des structures secondaires
et tertiaires qui sont maintenues par des liaisus covalentes (liaisons hydrogéne, interactions
ionigues, forces de van der Waals, effet hydroph@beparfois covalentes (ponts disulfures). Le
processus de clivage par une protéase nécessites)sites de clivages se situent dans des régions

accessibles et, pour certaines protéases, flexibles

On peut distinguer cing types de protéolyse seloii geste ou non de la protéine intacte et des
peptides contenant des sites clivables non cliwési§sed cleavage) : la protéolyse totale, compléte

incomplete, ménagée ou la protéolyse pour la détetion de domaines (Tableau 3).

Tableau 3. Les différents types de protéolyses.

Protéolyse pour |

T, Tnewe  Poteye o Pt deemnaonce
P Y P P 9 domaines
Couverture i l i l l
de séquence —_— j— —
théorique —__ — — —_—
P_roteme absence absence présence présence absence
intacte
présenc présenc
MC sur . . (1 site de coupure (1 site de coupure
peptided absence presence presence différent par identigue par
chaine) chaine)
Dénaturatior
préalable de oui oui oui non non

la protéine

#MC : Missed Cleavage

- Historiqguement, la définition de la protéolyséate correspond a une coupure a chaque acide aminé
produisant uniguement des acides aminés (poulysmguantitative d'acides aminés par exemple).
Cette définition est abandonnée pour la suite deglossaire. Dans la définition actuelle, elle
correspond a une coupure a chaque résidu clivalene protéase spécifique. En fin de réaction, la
protéine intacte n'est pas observée et il n'y ag@m$IC. Sous réserve de I'absence de problemes de
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solubilité ou d’adsorption, la concentration de quea peptide est égale a la concentration de la
protéine intacte de départ. La protéolyse totatelaeprotéolyse idéale pour la caractérisation de
modifications de protéine. Pour certaines appliceti une protéase non-spécifique peut étre utilisée
A l'extréme, une protéase qui génére une coupwtgague acide aminé produirait uniguement des
acides aminés (aucun peptide), donc aucune infiomde séquence.

Pour atteindre la protéolyse totale d’'une protéirmnvient de la déplier et de rendre accesgils

ses sites de clivage. Ce dépliement est réalisarmétape de dénaturation qui consiste a rompre le
liaisons non covalentes et éventuellement par tapeéle réduction de liaisons disulfure covalentes.
Les liaisons non covalentes peuvent étre rompueamEadénaturation thermique et/ou chimique par
ajout d'agents chaotropiques (urée ou chlorure whniginium), de détergents ioniques (dodécyle
sulfate de sodium (SDS) et/ou de solvants orgasigaeétonitrile). Les ponts disulfures sont
classiguement rompus par une étape de réductiddTauou au TCEP, puis les fonctions thiols
libérées sont bloquées par alkylation avec un agéatiant tel que liodoacétamide (IAM) afin
d’éviter la formation de nouveaux ponts disulfules.protéase est ensuite ajoutée dans des rapports
enzyme:substrat (E:S) variant de [1:5] a [1:10@p)Yjavec des temps d’incubation variant de 2 a 18 h

selon le rapport utilisé.

Cependant, en pratigue, a cause de conditions al&glyse non optimisées, de conformations
tridimensionnelles de protéine modifiée ou intaésstantes a la dénaturation, ou de la présence de
MCs liés a la séquence ou a la modification, lagmiyse totale est difficilement obtenue et c’est
plutét la protéolyse compléte voire incompléte egti atteinte (Tableau 3).

- La protéolyse compléte définit un clivage a lapalrt des résidus clivables mais pas tous.
Classiquement, en fin de réaction, chaque chainpradi&ine est coupée au moins une fois et par
conségquent la protéine intacte n'est pas obsemiées il subsiste des MCs au niveau des peptides.
Ces MCs sont essentiellement dus a la présencertdéns résidus a proximité du site de coupure qui
perturbent l'activité de la protéase. C'est le pas exemple des résidus P, K, R, E ou D en P1’ du
site de coupure (Figure 5) qui perturbent I'acévite la trypsine et génere des MCs (Siegteal.,
2007).

Dans des conditions de protéolyse compléte, seslpdptides sans MC ont une concentration égale
a celle de la protéine intacte de départ, sougve&sde I'absence de problemes de solubilité ou

d’adsorption.

- La protéolyse incomplete correspond a l'obseovaetde protéine intacte. Cette protéolyse
incompléete peut-étre due a des conditions de mractinsuffisamment poussées (temps trop court,
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rapport E:S trop bas) ou a la présence de confrnsatésistantes a la protéolyse, éventuellement
due a une résistance a la dénaturation si celieté appliquée.

Cas patrticuliers :

- La protéolyse ménagée est utilisée en biologigcsirale pour explorer la structure 3D (probing de
structure, sites accessibles, footprinting, varai entre homologues). Elle implique qu'il y ait
toujours 1) de la protéine intacte afin d'éviterddpasser le "single-hit statistics" et 2) un sitel de
coupure par chaine. C'est un cas particulier gedgéolyse incompléte.

- La protéolyse pour la détermination de domairst€galement utilisée en biologie structurale. Elle
échappe au pré-requis du "single-hit statisticsisque l'on cherche a déterminer les domaines
résistants a la protéolyse indépendamment dedtiaelde stabilisation entre domaines. On compte
ici sur la stabilité intrinséque du domaine cli@est un cas particulier de la protéolyse compiéte
l'on tire partie de la présence de zones confoomagilles résistantes a la protéolyse, et ou l'on
s'abstient donc d'appliquer une dénaturation.

Pour la caractérisation de modification de protéiinaut se placer dans des conditions de progéoly
totale ou compléte afin de s’assurer 1) que lesdésrmodifiée et non modifiée de la protéine sont
entierement protéolysées et ainsi qu’il n'y a pagldférence de protéolyse entre les deux formes et
2) que les peptides modifiés et non modifiés sontectement générés.

Pour cela, il faut
1) vérifier gqu’il ne reste plus de protéine intaafes protéolyse,

2) analyser la cartographie peptidiqgue en termesodeerture de séquence qui indique si chaque

résidu de la séquence est recouvert par au moipsptide en identifiant les zones non observées,

3) analyser la cartographie peptidique en termededeé de protéolyse en détectant la présence et le
nombre de MC dans chaque peptide de clivage.
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1.2.2 Détection des peptides modifiés
1.2.2.1 Empreinte peptidigue massique

La méthode classique d’identification d'une pratéirpose sur la génération en spectrométrie de
masse d'un signal corrélé a sa structure prim&iems cette méthode, les peptides issus d’'une
protéolyse enzymatique spécifique (par exemple gratéolyse a la trypsine) sont analysés en
spectrométrie de masse. On obtient ainsi unedstmasses M issues da&zspectraux des peptides,
gue l'on appelle I'empreinte peptidigue massiquéadeotéine. En anglais, cette méthode s'appelle
PMF pour Peptide Mass Fingerprinting. L'empreirgptjalique obtenue est ensuite comparée a celle
prédite pour toutes les protéines connues et @EEs au sein d’'une banque de données génomique
(avec traductionin silico) ou de protéines (SwissProt par exemple). Or,nasses de peptides
peuvent correspondre a plusieurs produits de medéiles masses de peptide unique a une protéine
représentant une trés faible minorité, méme poarndasses mesurées a haute résolution. De plus,
des formes isomeéres de protéines peuvent avoirsélggences en commun, ce qui implique de
détecter des peptides en-dehors de ces séquenaedeper les ambiguités d'identification. Par
conséquent, plus le nombre de peptides identifida eouverture de séquence de la protéine sont
élevés, plus la probabilité d’identifier la protgisera élevée. Une méthode plus récente et phis fia

a des fins d'identification consiste a analysepkgstides en MS/MS et non plus seulement en MS.

Sous réserve de connaitre l'incrément de masser@ga une modification, la méthode PMF
originellement destinée a lidentification peuteéttétournée pour identifier des peptides modifiés.
Cette approche est relativement simple a mettreegure, mais elle ne permet pas de détecter ou
d’annoter tous les peptides modifiés. En effettades peptides modifiés ne seront pas détectés car
trop faibles en intensité (voir le paragraphe 112@3-aprés) et d’autres ne seront pas annotédesar
difféerences de masses inattendues, générées pamutaion ou une spécificité de clivage non
suspectée (par exemple une contamination de Iasitkypar la chymotrypsine), n'auront pas été
considérées pour la recherche dans les bases déetorDans le cas des modifications labiles en
spectrométrie de masse, il est possible de s’affiianle ces probléemes d’annotation en recherchant
des ions diagnostics de la modification. Cette agipe est présentée dans le paragraphe suivant.
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1.2.2.2 Détection en MS/MS : Modes d’analyse en spectraedir masse avec
fragmentation

Les peptides modifiés par un groupement labile peunétre détectés spécifiquement dans un
mélange de peptides en utilisant la perte de laifroation (ou d’'une partie seulement) lors de la
dissociation activée ou induite par collision (CALxollisionally-activated dissociation, CID :
collision-induced dissociation).

a) Balayage d’ions précurseurs (PIS)

Le balayage d’ions précurseurs (PIS : precursos@m), également appelé balayage d’ions parents,
utilise la détection de fragments spécifigues dentadification générés par CID ou CAD afin de
signaler la présence de peptide modifié. Ce typaalyse implique typiguement les spectrometres de
masses a triple quadripble qui sont des analysebedayage. Classiquement, le premier quadripble
(Q1) balaye constamment toute la gamme de masdénskeument, la fragmentation CID étant
induite dans le second quadripble (Q2). Le troisieqnadripdle (Q3) est réglé pour laisser passer
sélectivement les ions d’un certairiz(ions marqueurs ou ions diagnostics). Ainsi, sdgeptides
modifiés qui se fragmentent pour générer les ioasqmeurs choisis sont présents dans le spectre
final. Cette approche a été utilisée avec succdssaprotéines phosphorylées (Huddlestoral,
1993) ou glycosylées (Ritchat al., 2002).

Dans le cas des phosphorylations, les ions diagsasicherchés sont le¥z97 (PO, ), 79 (PQ)

et 63 (PQ) pour le mode négatif et 216.043 (ion immoniumlag@hosphotyrosine) pour le mode
positif. Dans le cas des glycosylations, I'ion diagtic recherché est ta/z 204 correspondant au
[M+H] " d’'un hexose N-acétylé (HexNAc).

b) Balayage en perte de neutre (NLS)

Le balayage en perte de neutre (NLS : neutraldoag) utilise également la spectrométrie de masse
en tandem (avec deux analyseurs quadripblaires)diacter, en mode positif, la perte de neutre de
la modification aprés CID. Cette approche n’est @daptée aux modifications de masse variable
telle que la glycosylation car la perte de neutestrpas constante. Dans le cas des phosphoryation
la fragmentation CID des peptides contenant despdtasérines et phosphothréonines conduisent
souvent a une perte de neutrgPBy via unep-€limination en phase gazeuse. Les pics correspbnda
a cette perte (-98, -49 et -32.67 Da a partir dcymseurs monochargés, dichargés et trichargés,
respectivement) sont souvent les ions les plusadiia dans les spectres CID. Les trappes ioniques
peuvent méme détecter ces pertes de neutre etndBefeautomatiquement une fragmentation
MS/MS/MS (MS) pour localiser le site phosphorylé (&inal, 2005) (voir paragraphe 1.2.4.3).
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1.2.3 Fractionnement et enrichissement des peptides m@sdif
1.2.3.1 Difficultés associées a la détection des peptidedifiéds en mélange

Idéalement, tous les peptides modifiés d’'une pmetélevraient étre détectés. Malheureusement,
'analyse MS de peptides issus d’'une protéolysenibuarement 100% de couverture de la séquence
protéigue (méme pour des protéines non modifides)effet, dans un mélange peptidique, il y a
compétition pour lionisation, ce qui entraine lappression du signal des peptides faiblement
ionisés. L'ionisation d'un peptide va dépendre de squence, du type d'ionisation utilisé
(électrospray ou MALDI), de la polarité utilisée ysolanalyse (positive ou négative), de la
complexité du mélange et de la présence de moitlerférentes telles que des sels, tampons ou
détergents. Ce phénomeéne de suppression est aepentules peptides modifiés car, la modification
étant généralement présente en proportions sowsistoetriques, ils sont sous-représentés par
rapport aux peptides non modifiés. De plus, suivist propriétés physico-chimiques de la
modification, 'efficacité d’ionisation du peptideodifié peut étre séverement affectée. C'est le cas
par exemple de la phosphorylation qui apporte um&rge négative additionnelle qui perturbe
'observation des phosphopeptides en mode posido(et al, 1994). Cette charge négative peut
également géner la protéolyse par la trypsine sfusgécifique des résidus basiques lysine et aigini
qui sont chargés positivement dans les conditienprdtéolyse standard par la trypsine (McLachlin
and Chait, 2001).

Pour I'étude des modifications de protéines etedrsl peptides, la préparation des échantillons est
une étape cruciale dont dépendent fortement lebadés de détection telles que la spectrométrie de
masse. En effet, les échantillons biologiques st complexes pour étre analysés dans leur forme
brute et des étapes de fractionnement, d’enrialmiesg de concentration ou de dessalage sont
absolument nécessaires avant de réaliser une ggelecanalyse en spectrométrie de masse. Ces
technigques sont essentiellement développées psyrdptides mais elles peuvent étre transposées
aux protéines la plupart du temps. La méthode igasspour réduire la complexité d’'un mélange
peptidique est de le fractionner par HPLC.

1.2.3.2 Fractionnement par HPLC

De facon courante, le fractionnement par HPLC ctasa séparer les peptides sur phase inverse
(phase stationnaire apolaire composée de chaiipbsitadues de dix-huit carbones : C18) en fonction
de leur hydrophobie. L'HPLC présente égalementalidaige de concentrer les échantillons dilués et
d’éliminer les sels qui interferent avec le proassd’ionisation. C’est une technique reproductible,
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sensible et automatisable. La séparation HPLCrestutilisée pour sa facilité de connexion en ligne
avec 'ESI-MS. Pour traiter les faibles quantitéspbptides généralement disponibles, il est souvent
nécessaire de travailler en nanodébits (de 50 ankd@in). On parle alors de nano-HPLC ou
nanolLC.

Depuis une dizaine d’'année, les développements gddse stationnaire (réduction de la taille des
particules a moins de 2 um, meilleure fonctionadilis1) et de I'instrumentation (augmentation des
débits et des pressions jusqu'a 1000 bars) ont ipdiessor de chromatographies liquides ultra
performantes appelées UHPLC. Ces derniéres pemheediminuer le temps d’analyses a quelques
minutes (au lieu de plus d’une heure) et d’augmidateésolution pour atteindre des largeurs deapic
mi-hauteur de trois a quatre seconde. La nanoL@atedment bénéficié de ces avancées: on peut
parler alors de nano-UHPLC. En aval des chainesWHM faut des spectrometres de masse qui
travaillent a haute fréquence (~10 Hz) pour assdesrcycles MS - MS/MS suffisamment courts
pendant I'élution des peptides. Les spectrométeesndsse modernes tels que les QTOF et les
orbitrap sont capables d’effectuer 10 MS/MS en semnde, ce qui permet a la fois d’identifier plus
de protéines et d’améliorer leur couverture de sgce!

L'HPLC permet notamment de séparer des peptidaggieences différentes mais qui aurait la méme
masse (isobares), en tirant partie de la différeleceonformation résiduelle entre ces peptides.

Pour l'analyse de mélange tres complexe, des d@paa.C bi-dimensionnelles sont également
utilisées. En utilisant une propriété de séparatiifférente de I'hnydrophobie (charge, hydrophilie),

cette deuxieme dimension orthogonale permet i)éeatler plus de peptides et donc d’'identifier plus
de protéines et i) de diminuer les interférend@ssl a la matrice et ainsi d'améliorer la précisies

mesures en quantificatiobes couplages LC-LC décrits sont les suivant :

- Echange de cations — phase inverse (SCX-RP : S€atign eXchange — Reversed Phase) (Wolters
et al, 2001)

- Echange d'anions — phase inverse (SAX-RP : StramgmeXchange — Reversed Phase) (Zéioall,
2011)

- Phase inverse pH basique — phase inverse pH atigle fH-RP) (Delmottet al, 2007)

- Interactions hydrophiles — phase inverse (HILIC:RPHydrophilic Interaction Llquid
Chromatography-Reversed Phase) (Di Pagtral, 2011)
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1.2.3.3 Enrichissement d’espéces modifiées

L’enrichissement de peptides modifiés devient reaies lorsque le pourcentage de modification est
faible ou que les mélanges sont complexes, c'dgealors de protéolyses effectuées sur des
protéines de taille élevée ou des mélange de pestéiLes approches les plus sélectives sont
limmunoprécipitation et la chromatographie d’aiffén

a) Enrichissement par immunoprécipitation

L’'immunoprécipitation (IP) utilise un anticorps, rggalement attaché de facon covalente a une
résine, pour fixer spécifiquement les protéinesielés peptides a partir de mélanges complexes tels
gue des lysats cellulaire®lusieurs lavages sont nécessaires pour élimewrinteractions non

spécifiques. Les peptides et/ou les protéinesétr@éitsont ensuite €lués pour analyse.

Dans le cas de la phosphorylation, les anticorgeigues des résidus phosphotyrosines sont les
plus utilisés car ils présentent une spécificivée et une affinité assez forte pour permettre une
immunoprécipitation efficace. Les anticorps antdgbhosérines et anti-phosphothréonines ne sont
pas trés spécifiques et dépendent souvent de s#&Egieansensus. Bien que I'immunoprécipitation
soit le plus souvent employée pour enrichir desgimes phosphorylées a partir de lysats cellulaires
(Salomonet al, 2003), elle a également été utilisée avec sugoas enrichir des phosphopeptides
(De Corteet al, 1999).

Dans le cas de l'acétylation, les protéines acésyfgeuvent étre enrichies en utilisant des anticorp
spécifiques des lysines acétylées.

b) Enrichissement par chromatographie d’affinité sugtat immobilisé

La chromatographie d’affinité sur métal immobiliS@MAC : immobilized metal affinity
chromatography) a été décrite pour la premieregdarsPorattet al. (1975). Une des applications les
plus connues est la purification de protéines rdipamtes porteuses d’'une séquence de six
histidines. L'IMAC est tres utilisée aujourd’hui wol'enrichissement des phosphopeptides. Dans
cette technique, un groupement chimique tridentatéde iminodiacétique : IDA) ou tétradentate
(acide nitrilotriacétique : NTA; carboxyméthy! astzde: CM-Asp ou TALON™) capable de chélater
un métal multi-valent est tout d’abord lié de mamieovalente sur un support chromatographique
(agarose, silice, sépharose, polystyrene-divingbaa). Un ion métallique chargé positivement
(Fe*, Ga*, AI**, zr*") est ensuite lié & ce support et permet une ictieraélectrostatique avec le

groupement phosphate chargé négativement. Parrdiffésents ions métalliques testés, il apparait

51



que le plus efficace pour retenir puis pour élesrghosphopeptides est I'ion ferriqué’Fd&Reinders
and Sickmann, 2005).

Classiquement, les phosphopeptides sont fixésascolbnne dans des conditions acides puis élués a
pH alcalin. Toutefois, 'IMAC présente plusieurmliations : la perte possible de phosphopeptides a
cause de leur incapacité a se fixer sur la coloiearichissement préférentiel des peptides
multiphosphorylés (Manmt al, 2002), I'élution difficile de certains peptidesultiphosphorylés
(Posewitz and Tempst, 1999) et le bruit de fondégé&par les peptides non phosphorylés contenant
des résidus acides (acides aspartique et glutamiowedonneurs d’électrons (histidine) qui ont
également une affinité pour les ions métalliques sélectivité des colonnes IMAC et I'élution des
especes phosphorylées apparaissent ainsi étrenkanjelépendantes du type d’ion métallique, du
matériel de la colonne, des conditions de chargemen’échantillon et des conditions d’élution
utilisés (Mannet al, 2002). Par ailleurs, les colonnes sont souveniatirisées pour récupérer de
faibles volumes d’élution (Posewitz and Tempst,<2®ensballet al., 2001).

Le pH de I'échantillon peut affecter la sélectivités colonnes IMAC. En diminuant le pH, Posewitz
et Tempst (1999) ont observé une amélioration de&liectivité (moins de peptides non phosphorylés
acides enrichis). Le pH a une influence sur I'éatdissociation du phosphate et des groupements
carboxyles des résidus Asp et Glu. Le phosphate fais fixé sur un résidu Ser, Thr ou Tyr, est un
diacide capable de céder deux protons et dispose di® deux constantes d'acidité pKal (2.15) et
pKa2 (7.20). Le pKal du phosphate (2.15) est philsld que celui du groupe carboxyle de Asp
(3.65) et de Glu (4.25) (Kokubet al, 2005). La meilleure sélectivité a été obtenuermtms pH de
2.0-2.5. Des valeurs plus élevées de pH entraiaemr@tention de peptides acides non phosphorylés
tandis que des valeurs de pH inférieures a 2.0ndiemt la rétention des phosphopeptides. De plus,
les interactions hydrophobes (fixation non spéa#igsur les billes) peuvent étre diminuées en
utilisant un solvant organique tel que I'acétol@t{Kokubuet al,, 2005).

L'élution des phosphopeptides est réalisée classigut par compétition a pH basique avec
'hydroxyde d’ammonium mais I'élution a pH acideeavl'acide phosphorique a également été
décrite (Stensballe and Jensen, 2004). Ces comsliticides et non salines permettent de s’affranchir
de I'étape de dessalage nécessaire dans le cadutierh a pH basique.

Le probleme de fixation non spécifiqgue des peptitas phosphorylés contenant des résidus acides a
été résolu par Ficarret al. (2002) en convertissant les groupes d'acides gglipoes en esters de
méthyle. Cette approche leur a permis d’identifilis de 300 phosphoprotéines et plus de 200 sites
de phosphorylation che8accharomyces cerevisiadoutefois, les conditions de cette réaction

d’estérification doivent étre bien établies afigwdter une estérification incompléte et une réactio
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secondaire avec les asparagines et les glutanueeg)i augmenterait la complexité de I'échantillon
et interférerait avec I'analyse en spectrométriendsse (Het al, 2004).

Malgré ces limitations, 'IMAC est trés employédleEpeut étre couplée en ligne avec I'HPLC ou
I'électrophorese capillaire (Watt®t al, 1994; Wu et al, 2000). Des chromatographies
bidimensionnelles d’échange d'anions-IMAC (Nuhsteal, 2003) et IMAC-échange de cations
(Gruhleret al, 2005) ont été également utilisées avec succéarrbiet al. (2005) ont mis au point
une méthode automatisée par IMAC/nanoLC-ESI-MS pbemrichissement et l'analyse des
phosphopeptides.

c) Enrichissement par chromatographie d’affinité d'dgyde métal

Une autre possibilité pour enrichir les espéecessphorylées est la chromatographie d’affinité
d’'oxyde de métal (MOAC) utilisant des colonnes dxyde de titane (Tig) (Pinkseet al, 2004) ou

de dioxyde de zirconium (Z#) (Kweon and Hakansson, 2006). Ces colonnes sargtiteées de
microsphéres qui présentent une stabilité mécanchimique et thermique élevée, ce qui en fait un
support alternatif a la silice. En 2004, Pinkseses collaborateurs ont utilisés des pré-colonnes de
TiO, dans un systeme nanoLC-ESI-MS/MS pour I'enrichissat sélectif de phosphopeptides.

d) Enrichissement par extraction sur support solidecamarquage chimique de site modifié

Le marquage chimique des résidus modifiés peutuéitigé si la chimie de la modification le permet.
Cette approche consiste a introduire, au niveathdque site de modification, une étiquette stable e
utilisable pour un enrichissement. Dans le caspd@sphorylations, l'introduction d’'une étiquette
stable peut étre réalisée par une réactionf-@dimination suivi d’'une addition de Michael de
I'éthanedithiol (EDT) ou du dithiothréitol (DTT) suda déhydro-alanine et d’'une fixation & un
support solide réactif des thiols (McLachlin andath2003). Comme c’est généralement le cas avec
les approches de dérivation, il faut des quaniitgmrtantes d’échantillon et les réactions chimgjue
doivent étre bien contrélées afin qu’elles soiargsacomplétes que possible et qu'il n'y ait pas de
réactions secondaires. Des réactions partiellesoaulésirées engendrent une complexité accrue des

échantillons.

1.2.4 Localisation de résidus modifiés

Une fois qu’un peptide a été détecté comme étanifids, par PMF ou détection d’ions diagnostics
(cf paragraphe 1.2.1), il est analysé par spectmende masse en tandem (MS/MS) afin d’obtenir
des informations de séquence et/ou localiser péwst le ou les résidu(s) modifié(s). La
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fragmentation d’'un peptide (ou d’'une protéine) @ne les trois types de liaisons du squelette
peptidique, a savoir la liaison peptidique (amide)les liaisons C-C et N-C adjacentes. Néanmoins,
la dissociation de la liaison peptidique entredebone du carbonyle et 'azote de 'amide est Ues pl
fréquemment rencontrée et géneére des ions b effaairynomenclature Figure 21). L'écart de masse
entre deux ions successifs d'une méme série (b caryespond a la masse d’'un résidu +/- la masse

de la modification suivant que le résidu est médifu non.

8571 Py €7 857 by € Figure 21. Nomenclature des ions fragments (d'apres

Ry R Rs Roepstorff and Fohlman, 1984 ; complétée par Biemau 1988).
H,N-CH+CO+NH+CH+~CO+NH-CH-COOH Le type d'ions fragments observés dans un spec88v8 dépend
de plusieurs facteurs incluant la séquence primdurgoeptide, la
guantité d’énergie interne, la maniére dont cettrgie est apportée
ou encore |'état de charge.

Xy, =Y, —Z,=X; =Y, —Z;
D’une maniére générale, la localisation d'un sitedifi¢ est plus difficile que la détection et
l'identification d’'un peptide modifié. Cela est @lla nécessité d’avoir des séries d’ions fragments
diagnostiques encadrant l'acide aminé modifié afm lidentifier sans ambiguité. La faible
abondance et l'efficacité d’ionisation parfois défeable des peptides modifiés contribuent a des
faibles rapports signal/bruit ce qui nuit a leuleson pour la fragmentation MS/MS et conduit des
ions fragments de faible intensité.

Lors d’'une expérience de fragmentation, I'énergierne des ions est a considérer. En effet, les ion
formés lors du processus d’ionisation, électrospayMALDI, sont classés en fonction de leur
stabilité au cours de I'analyse. Ainsi, on distiadas ions stables, instables et métastables.olnss i
stables (durée de vie >"18) restent intacts et ne se fragmentent pas diééme car ils ont recu une
guantité d’énergie interne insuffisante lors derisation pour conduire a une quelconque réacton d
fragmentation. A l'inverse, les ions instables @Ride vie < 18 s) ont un excés d'énergie interne et
se fragmentent dans la source pour générer dedragraents plus stables qui seront observés dans
le spectre de masse. Les ions métastables (durégedentre 18 et 10* s) ont une quantité
intermédiaire d’énergie interne et se fragmentemtlal source jusqu’au détecteur (Kinter and
Sherman, 2000).

Les caractéristiques importantes pour induire $aatiiation sont la fenétre de temps dans laquesle |

réactions de dissociation se produisent, la digtiobh de I'énergie interne des ions activés, et le
mécanisme par lequel I'énergie est transféréeansx Ainsi, plusieurs techniques de fragmentation
sont disponibles suivant les spectrometres de magses et le caractére labile de la modification
étudiée.
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1.2.4.1 Décomposition dans la source (ISD)

Le modeln-Source Decayu ISD consiste a analyser les fragments formés tasource, pendant
ou apres lionisation, par dissociation spontanés wns instables (prompt fragmentation) et
dissociation spontanée ou induite des ions métastalbans les sources ESI, l'efficacité de
fragmentation peut étre modulée en faisant vanida fension d'accélérationc\yui est la différence
entre la tension de sortie du capillaire de trahdfee et la tension du skimmergy ou 2) la tension
au niveau des funnels. Dans le cas des sources NMAiparle également de décomposition induite
par laser (LID) (Kattaet al, 1998).

1.2.4.2 Décomposition apres la source (PSD)

Le mode PSD permet I'analyse d’ions fragments tastilde la décomposition d'ions métastables.
Dans les spectrometres de masse MALDI-TOF, la dgosition métastable des peptides est un
phénoméne courant et spontané. Les premiéres ammssen MALDI-TOF-PSD étaient longues et
consommatrice en échantillon car elles consistaiediminuer par étape les tensions au niveau du
réflectron afin de refocaliser les différents idregments générés. Depuis 2003, la technologie LIFT
permet de gagner en sensibilité, résolution et sedgcquisition en redonnant de I'énergie cinétique
aux ions métastables (Suckeual, 2003). Pour ce type d’analyse, c’est la matri€gCA qui est
classiquement utilisée car sa faible affinité pn@oe permet de transférer plus d’énergie aux
peptides, ce qui favorise les fragmentations meiéess.

1.2.4.3 Dissociation induite par collision (CID)

La dissociation induite par collision (CID) est d@thode de fragmentation la plus courante pour
identifier les sites modifiés. Une fois sélectionleépeptide a fragmenter arrive dans une cellele d
collision et entre en collision avec des moléculesm gaz inerte tel que I'hélium, 'azote ou encore
'argon. L’énergie cinétique de ces collisions estvertie en énergie vibrationnelle dans le peptide
ce qui entraine des réactions de fragmentatiogésis par le site de protonation dans la séquence.
Ainsi, la migration du proton, provenant de l'amiNeerminale, le long des différentes liaisons
amides du peptide est capitale pour générer différécagments et obtenir une information de
séquence. Selon la théorie du proton mobile, lagmé&e d’un résidu fortement basique a I'intérieur
de la séquence peptidigue peut, suivant sa lotialisaaffecter sensiblement le déplacement du
proton mobile N-terminal et donc l'efficacité dad@mentation (Kinter and Sherman, 2000). L'ordre
de basicité en phase gazeuse est Lysindistidine < Arginine. La présence de résidus haesq

supplémentaires dans la séquence du peptide ptrtietlement augmenter I'état de charge de l'ion
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en électrospray et générer des ions trois voirerguais chargés. Comme ces résidus basiques ont
tendance a repousser électrostatiguement le protdnile, 'augmentation de I'état de charge tend a
diminuer l'efficacité de fragmentation en CID.

L’efficacité de fragmentation CID va dépendre dmérgie de collision, de la nature du gaz et de la
pression de gaz dans la cellule de collision. Emés d'énergie de collision, on distinguera les CID
de haute énergie (keV/charge) disponibles sur @B/TOF et les CID de faible énergie (moins de
100-200 eV/charge) disponibles sur les trappes,triptes quadripdles ou les Q-TOF. Dans la
catégorie des CID de faible énergie, on peut ensobeliviser les spectrométres de masse selon le
temps d’activation. Ainsi, on aura des vitesseslidsociation rapide de I'ordre 48" pour les triples
quadripdles et les Q-TOF et des vitesses plus Eai®rdre de 1 & 100 'our les trappes ioniques
(Xia et al, 2006).

Bien que trés populaire, le mode CID présente giesldimitations :

- le mode CID est peu efficace pour localiser lesdifications labiles. Comme évoqué
précédemment, dans le cas des phosphorylationgeri@ d'un groupement phospho -HPQu
-H3PQO, est un évenement de fragmentation favorisé. @ettie de neutre domine souvent le spectre
au détriment des clivages du squelette peptidiguisant pourtant nécessaires a la détermination de
la séquence. Afin d’avoir des informations surdgugence du phosphopeptide dans le but de localiser
le site de phosphorylation, une expérience de M3M&Sou MS peut étre réalisée pour l'analyse
des phosphorylations sur les sérines et les thnésniCette expérience consiste a fragmenter I'ion
produit généré par la perte dgR, en mode MS/MS. Dans le spectre y1Bdentification d’une
déhydroalanine (M =69 Da) ou d’'un acide déhydroaiityrique (M =83 Da), issus de fa
élimination en phase gazeuse de la phosphoséride auphosphothréonine, respectivement, permet
de localiser un site phosphorylé (Gruhd¢ml, 2005).

- le mode CID est sensible a la séquence, ce quadait par des abondances relatives trés vasgable

des ions fragments selon la séquence.

- les informations de séquences sont faibles daragd 1) de peptides non trypsiques tels que ceux
issus d’une protéolyse AspN ou GIuC, 2) de peptidekichargés (z > 2).
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1.2.4.4 Dissociation par transfert d’électrons (ETD)

La dissociation par transfert d’électrons (ETD) est mode de fragmentation analogue a la
dissociation par capture d’électrons (ECD : elattcapture dissociation) introduite par Zubaetv
al. en 1998. L’'ECD est mise en ceuvre sur les spectreméle masse FTICR. Cette technique

favorise la fragmentation des peptides le long qliektte peptidique tout en préservant les chaines

latérales des acides aminés. Ainsi, les

ESI source nCl source lon Trap

modifications labiles telles que la O-

/‘j'_-__ ! _

/ % GIcNAc ou la phosphorylation sont
A |l o conservées sur les résidus, ce qui
(:;-ﬁt:br— =1 IL:§ < - . 7 . .
¢ P%"‘“ 2] - facilite le séquencage et la localisation

~. \ S \ des sites de modifiés (Stensbaiteal,

P . ST, 2000). L'ETD a été initialement
immer

Figure 22. Principe de la dissociation par transfert d'éleatons développé sur les trappes ioniques, qui

(ETD). Un excés d'anions générés dans la source nCl (umeggt
chemical ionization) est mis en présence de peptigotonés

multichargés, isolés au préalable dans le pieégena. iCet apport moins onéreux que les FT-ICR, par
d’anions géneére la dissociation des peptides pasfert d'électrons.
Syka et al. 2004. L'ETD et 'ECD

reposent sur un mécanisme « non ergodique », @dse qui n'implique pas une redistribution de

sont des instruments plus répandus et

'énergie vibrationnelle interne du peptide. En ETdes anions radicalaires de fluoranthene ou
d'azulene sont formés au niveau de la source dabion chimique, un processus appelé nCl :
negative chemical ionization. Ces "réactants" agioes sont utilisés pour transférer un électron sur
des peptides multiprotonés préalablement isolés tatrappe ionique (Figure 22). Cette réaction,
tres exothermique, réduit la charge des peptidasedinité et entraine la dissociation de la lialden

Ca pour générer des ions fragments de type c et puldihui, des instruments commerciaux
équipés d’'un module ETD existent et sont de typppe ionique, Orbitrap et Q-TOF. Contrairement
au mode CID, 'ETD est particulierement bien adeppéur fragmenter les especes multiprotonées
telles que les peptides longs ou méme les prot@ntéres. L’'ETD est ainsi complémentaire a la
CID.

1.2.4.5 Photodissociation

Lors de la photodissociation, les ions accumulent’énergievia I'absorption d’'un ou plusieurs
photons, conduisant ainsi a leur fragmentation.xgpes de photodissociation sont principalement
décrits. Il s’agit de la dissociation multiphotomé infrarouge (IRMPD : InfraRed MultiPhoton
Dissociation) et de la photodissociation par raysnent ultra-violet (UVPD : UltraViolet
PhotoDissociation). Les photons sont émis par werlalont la longueur d'onde se situe entre
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linfrarouge (10.6 pum) et l'ultra-violet (157 nnPlus la longueur d’onde est faible et plus le photo
contient de I'énergie, on parle de photon de failede haute énergie. L'énergie apportée par photon
est de l'ordre de 0.1 eV a 10.6 um (IR) et de &4Ael93 nm (UV). Ainsi, pour étre fragmenté, un
ion devra absorber des dizaines de photons IR al@en général un seul photon UV suffit pour
dissocier un ion (Figure 23).

Figure 23. Diagramme d’'énergie illustrant le dépbtd’énergie par activation collisionnelle ou par absption de

photons IR ou UV. M" représente un ion précurseur sélectionné,etdprésente les ions fragments avec différentes
énergies d’activation. D'aprés (Brodbelt, 2014).
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C’est en 1979 que la photodissociation a été ceup@ur la premiere fois a un spectrometre de
masse (Woodinet al 1979). Depuis, elle a été implémentée sur de nemb prototypes

instrumentaux incluant les pieéges a ions (trappe tB&ppe linéaire), l'orbitrap, les FTICR et les
temps de vol, mais aujourd’hui seuls des FTICR g&gide laser IR pour 'TRMPD sont disponibles

commercialement (Brodbelt, 2014)

1.3 Identification et localisation de modifications papproche top-
down

Une alternative a la protéolyse enzymatique sudvieséquencage MS/MS est I'approche top-down
(Kelleheret al, 1999), qui consiste a fragmenter la protéineceatilirectement dans le spectrometre
de masse. L'avantage essentiel de I'approche tap-dst la préservation du lien entre la masse de la
protéine entiére, issue du spectre MS, qui rensesgn I'état de la protéine (intacte, tronquée,émut
portant une PTM) et l'information structurale proaat du spectre MS/MS qui permet d’identifier la
protéine et de localiser une modification éveneudlin outre, 'approche top-down permet d'éviter
d’éventuelles pertes de modifications qui pourraiétre instables pendant la longue étape de
protéolyse enzymatique. L’essor de cette approelpeiid ces derniéres années a été rendu possible
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grace a l'intégration des modes de fragmentatioD4ETD dans les instruments haute résolution —
haute précision de masse de type FT-ICR, OrbittapiR-Q-TOF. La haute résolution (R = 50000)

permet d’observer la distribution isotopique dequleion fragment et ainsi d'attribuer les états de
charges nécessaires pour I'annotation. La précmasse élevée (< 5 ppm) permet de limiter les

ambiguités dans les annotations de séquence.

Cependant, bien que le séquencage top-down seiptognetteur, cette approche souffre de plusieurs

limitations.

1.3.1 Les difficultés des approches top-down

Les approches top-down en protéomique se heurtpliséeurs difficultés inhérentes a la séparation
en chromatographie liquide d’'une part et a 'analgs spectrométrie de masse d’autre part.

1.3.1.1 Séparation LC

En ce qui concerne la LC, l'efficacité de séparatioeste encore insuffisante pour pouvoir séparer
différentes protéoformes et encore moins des isesnérest-a-dire des protéines portant le méme
type et le méme nombre de modification mais sursites différents. De plus, les protéines peuvent
interagir de maniéere irréversible avec la phaseostaaire, ce qui provoque de faibles performances
chromatographique en termes de résolution et depétation de matériel. Ce phénoméne est
notamment observeé pour les protéines de plus &bpadLi et al,, 2014).

1.3.1.2 Sensibilité

La difficulté d'obtenir un bon rapport signal suuibpour les protéines entiéres, notamment celdes
masse élevée, est l'un des principaux défis deségies top-down. En effet, les différentes
protéoformes d’'une protéine associées aux nombééats de charge pour chaque espéece et a de
multiples isotopes conduisent a disséminer le $iginainsi diminuer le rapport signal sur bruit.

1.3.1.3 Fragmentation

Le grand nombre d'ions fragments qui résultent aledissociation de la protéine complique

I'interprétation spectrale. En effet, d’'une manigémérale, les spectres obtenus sont tres founnis e
pics et le phénomene s’accentue lorsque la tadléagprotéine augmente. Ainsi, il est trés fréequent
d’observer des chevauchements de distributionspsmpies entre les ions fragments. D’'une maniéere
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générale, cela a peu d’incidence sur l'identifizatde la protéine mais peut étre une source derreu
lors de la localisation de modification.

Par ailleurs, les ions fragments observés en CIEEGD/ETD correspondent majoritairement aux
extrémités terminales laissant ainsi le coeur deélguence vide d’informations. Le phénomene

augmente avec la taille de la protéine.

1.3.1.4 Complexité du mélange de protéines

D'autres problemes sont liés a la complexité duéorae, a la fois en termes de nombre de protéines
et de gamme dynamique (par exemple 10 a 12 ordrgsathdeur pour les protéines sériques).

L'’ensemble de ces difficultés fait que la taillesg@otéines séquencées par top-down n’excede pas
30-40 kDa ce qui ne correspond qu’a une partierdtépme.

L'équipe de Kelleher a employé un systéme de s@parade protéines en 4 étapes:
1) isoélectrofocalisation, 2) gel d’électrophor&@S-PAGE avec récupération de fractions liquides
(systéme GELFREE : Gel-Eluted Liquid FRaction Eptnant Electrophoresis), 3) nanoHPLC et 4)
spectrométrie de masse. Grace a ce systeme, ildeniifié 645 phosphorylations, 538 acétylations
de lysines et 158 méthylations a partir d’un protéale cellules humaine HelLa (Trahal, 2011).
Comparé aux approches bottom-up, qui sont capabiesird’hui d’identifier et méme de quantifier
plus de 20000 phosphorylations, 15000 ubiquitimestiet 3000 acétylations (Merties al, 2013), le
nombre de modification identifiée par top-down edsés faible.

1.3.2 Les pistes de résolution de problemes
1.3.2.1 Les nouveaux supports chromatographiques

Les développements récents des colonnes HPLCustpgairticulierement UHPLC, permettent une
augmentation spectaculaire de l'efficacité et deékolution ainsi qu'une diminution du temps
d’analyse. Trois types de support sont disponildesnmercialement. Il s’agit de particules
totalement poreuses (support traditionnel), deiqdes superficiellement poreuses (SPPs, cores-
shell, porous shell, fused-core) et de silice mibmgLie (Figure 24).
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Figure 24. Les différents types de supports chromagraphiques

a) Silice totalement poreuse b) Silice monolithique c¢) Particules superficiellement poreuses
(SPP, core-shell, porous shell, fused-core)

1 Shell

2 Core

Aujourd'hui, certains fournisseurs proposent deger@ix entierement poreux, de diamétre inférieur
a2 um et a larges pores (300 A) pour la sépardeoprotéines en phase inverse. Ces colonnes sont
disponibles avec des greffages C3, C4, C8, C1libédyle, offrant une large gamme de sélectivité.

Les particules SPPs sont constituées d’'un noyasilde solide, non poreux, entouré d’'une fine
enveloppe de silice poreuse dans laquelle peuviiuser les analytes. Cette enveloppe a des
propriétés similaires a celles des particules ¢ntaht poreuses, utilisées classiquement en HPLC.
Les particules SPPs permettent de réduire le chdmidiffusion et permettent un remplissage des
colonnes plus uniforme et régulier, ce qui permemnéliorer 'efficacité par rapport aux particules
totalement poreuses traditionnelles ainsi que k®ps d'analyses. Aujourd’hui, les colonnes
contenant la derniere génération de particules SleRBametre inférieur a 3 um rivalisent avec des
colonnes contenant des particules totalement peseds diamétre inférieur a 2 pm mais avec une
pression de fonctionnement deux fois plus faibleurPaméliorer l'efficacité de la séparation, des
colonnes SPPs de diamétre inférieur a 2 um (1.373ufin) ont récemment été commercialisées
(Fekete and Guillarme, 2014).

Les colonnes monolithiques contiennent des macesper des mésopores qui générent une contre-
pression tres faible. Ces colonnes sont bien adgg@ur l'injection directe d'échantillons compkexe
tels que les extraits de plasma.

En plus des développements pour la chromatograghighase inverse, des colonnes contenant des
particules de diamétre inférieur a 2 um peuvente@égent étre utilisées avec d'autres modes de
chromatographie, comme la chromatographie liquidgetaction hydrophile (HILIC : Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography), la chromatodpiapd’exclusion stérique (SEC : Size-Exclusion
Chromatography) ou la chromatographie d’échangend’i(IEX : lon-EXchange chromatography)
(Fekete and Guillarme, 2014).
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1.3.2.2 La photodissociation

Comparé a la CID, 'ETD ou I'HCD, la photodisso@at par rayonnement ultra-violet permet
d’obtenir un plus grand nombre d’ions fragmentsueé meilleure couverture de séquence sur
l'ensemble de la protéine (Figure 25). Ce moderdgnientation semble trés prometteur pour la
fragmentation de protéines entieres mais resteonaéf a ce jour, a des instruments non
commerciaux.
Figure 25. Comparaison de la couverture de séguenobtenue pour cing états de charge de la myoglobine
fragmentés par ETD, CID, HCD et UVPD dans un Orbitrap Elite (Brodbelt, 2014).
WmETD ECID HCD mUVPD
100
9
8

70
6

50 -
40 +
3 !
20 +
10
15+ 17+ 20+ 22+ 24+

Charge State

% Sequence Coverage
o o o O

o

L'objectif annoncé par le groupe de Kelleher d'idien toutes les protéoformes de protéines par top
down n'a pas été atteint pour l'instant. En eftetfractionnement préalable a la spectrométrie de
masse est encore insuffisant pour pouvoir sépasrpdotéoformes et encore moins des isomeres.
Des isoméres ne peuvent pas non plus étre sépeogs lsur rapporim/z puisqu’il est identique.
L'implémentation de la mobilité ionique dans leedpometres de masse, qui permet de distinguer
des isoméres de petites molécules, pourrait étrieayée mais n'est pas encore assez résolutive pour
séparer des isomeres protéiques. Lors de la disotices isoméres, confondus dans le méiae
génerent des spectres de fragmentation encorecphapliqués et les logiciels de retraitement de
données ont parfois des difficultés a fournir wisutiéat fiable et cohérent.

1.4 Traitement et Interprétation des spectres de masses
(Bioinformatique)

Les logiciels sont omniprésents en spectrométriandsse. lls permettent d’abord d’acquérir un

spectre de masse mais surtout de le retraiter;irderpréter et d’extraire I'information d’intérét.
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Avec les approches a haut-débit qui généerent déenmnide spectres, il est devenu impossible de
vérifier les spectres manuellement. Par conséqeendgpit de I'utilisation d’algorithmes de plus en
plus performants, des erreurs d’annotations peusenproduire (Figure 26) (Engholm-Keller and
Larsen, 2013).

Figure 26. Exemple d’erreur d’annotation automatique de spectre MS/MS d’un peptide phosphorylé (Enghal-
Keller and Larsen, 2013).Le spectre a été annoté par le logiciel a la storI@SSVLQVpPSVLQpSPTK de la 2',5'-
phosphodiestérase 12 (IP|00174390.3) avec seuleqoatre ions b et deux ions y (en rouge). L'anmanamanuelle du
spectre permet d’annoter correctement la séquedddcxFAQVEpPSDDEEAK avec 10 ions b et 11 ions y (@su).

Les lysines sont 13C6-Lys car le peptide sélecéopour la fragmentation est issu d’'un marquage SIKA3C6-Lys)
d’'un lysat de cellule HelLa.
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L’identification des peptides modifiés est pludfidife que celle des peptides non modifiés parce qu
le moteur de recherche, au lieu de simplement cenpan ensemble expérimental de fragments de
peptide avec un ensemble de fragments praasitico, doit introduire un jeu d'incréments de masse
possibles correspondant a différentes modificatjpotentielles. Lorsque plusieurs types et/ou sites
de modifications concomitantes sont autorisés, cataluit a une explosion combinatoire de I'espace
de recherche qui peut amener a diminuer la cordiatatistique dans les résultats de recherche. En
outre, localiser le résidu qui porte la modificatinécessite d’observer dans le spectre MS/MS des
ions fragments diagnostics qui encadrent le résimhdifié. Dans le cas des isoméres (peptides
portant la méme modification mais sur des sitefémihts) qui sont souvent co-élués et donc co-
fragmentés, les logiciels ont encore plus de diffés. Bien que plusieurs algorithmes dédiés a la
localisation de sites modifiés, tels que Ascorea(B®leilet al, 2006) ou PTM score (Olsest al,
2006) pour la phosphorylation, aient été déveloggs fournir une probabilité pour chaque site
modifiable, la vérification manuelle des spectres peptides importants est tres conseillé. La
vérification ultime est de synthétiser le peptidedifié au niveau de la ou les position(s) identifs

et de comparer le profil de fragmentation.
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2. De la quantification de protéines a la quantifizatde leurs

modifications

Cataloguer les différentes modifications post-tcidmnelles en termes d’identification et de
localisation est une premiere étape indispensabler @tudier un processus biologique. Les
informations obtenues permettent notamment de €aiee mutation ponctuelle en lieu et place de la
modification découverte et de confirmer ou non pontance du résidu cible pour l'activité de la
protéine étudiée. Toutefois, savoir qu’'une modifara est responsable d’'une fonction biologique,
normale ou aberrante, ne suffit pas a déchiffranéeanisme d’'un processus biologique car dans un
systéme vivant, 'abondance des protéines et ds lmwdifications post-traductionnelles subit des
changements dynamiques au cours du cycle celluligréa différenciation cellulaire et en réponse a
des stimuli intra- et extracellulaires. Ainsi, laamptification de protéines et de leurs modificagion
présente un grand intérét dans i) la compréhemasprocessus biologiques mais également dans ii)
la recherche de biomarqueurs pour identifier etntffier une protéine dans un biofluide (urine,
plasma/sérum) et iii) la découverte et la mise @ntple médicaments pour identifier et quantifes |
cibles secondaires ainsi que les résidus modifléss cette optique, depuis une dizaine d’année, de
nombreux efforts en été engagés dans le développedee stratégies pour la quantification de
protéine et de leurs modifications. Les technigeistantes comprennent le dosage immunologique
ELISA, [I'électrophorese bidimensionnelle avec caltus spécifigues, le Western blot et la
spectrométrie de masse. La quantification par speétric de masse est de plus en plus utilisée en
raison de sa grande sensibilité et spécificitéi gine pour sa capacité a quantifier plusieurs pregé

simultanément (dosage multiplexé).

2.1 Bottom-upvstop-down

Comme pour leur identification, les protéines etikwrs modifications peuvent étre quantifiees par
bottom-up ou top-down. La quantification bottom-cgmsiste a quantifier un ou plusieurs peptides
issu(s) d'une étape de protéolyse enzymatique. bLantifé des peptides mesurée est ensuite
directement reliée a la quantité de protéine. Lantjfication top-down consiste a quantifier
directement la protéine entiére. Du fait de la clxipé accrue des échantillons biologiques (tant en
termes du nombre de protéines que de la gamme dynarme I'expression des protéines), la quasi-
totalité des méthodes de quantification développgiisent le couplage LC-MS. Malgré quelques
exemples récents de quantification top-down (Humd) Bholey, 2012; Ntaét al, 2014), depuis une
dizaine d’années, la grande majorité des développtarméthodologiques ont été réalisés pour la

guantification bottom-up parce que les peptides ptus faciles a séparer et a analyser par LC-MS
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gue les protéines et que la MS est beaucoup phsibdée pour les ions de basse masse. Ainsi, les
stratégies de quantifications présentées ci-apmgésecnent essentiellement la quantification bottom-

up.

2.2 Quantification de protéine

Les stratégies de quantification bottom-up sonttiples et varient selon la question biologique
posée, le nombre d’échantillons a quantifier, |getgde quantification désirée (absolue ou relative),
I'utilisation ou non d’'un marquage isotopique séabl encore le mode d’acquisition du spectrométre
de masse (Figure 27).

Aujourd’hui les deux principales approches pouguantification a partir de données LC-MS sont 1)
'extraction des intensités LC-MS des ions précursdors de I'acquisition classique en mode DDA
au cours de laguelle les ions précurseurs lesiptasses sont fragmentés lorsqu’ils sont éluésade |
colonne chromatographique et 2) I'extraction deernisités LC-MS/MS des ions fragments lors
d’acquisitions en mode SRM dans laquelle une piséeléfinie d’ions précurseurs et d'ions fragments
sont spécifiqguement analysés. Ces modes DDA et S&bht détaillés au paragraphe 2.2.3.
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Figure 27. Stratégie globale pour la quantificationde protéine par spectrométrie de massesSont représentées les
approches les plus répandues avec classiguemerdanaese globale pour les protéines non choisiagietapproche
ciblée pour les protéines choisies mais ces demigeuvent également étre analysées en approdbedegldoutes les
possibilités ne sont pas illustrées, notammenbhahinaison « approche globale-MS/MS-Intensité dunai» utilisée
dans les méthodes de quantification avec marqsatgpique chimique de type iTRAQ ou TMT.
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2.2.1 La question biologique

La question biologique est centrale en quantificatiar c’est elle qui va orienter I'analyse vellete

ou telle stratégie de quantification. Selon quepeséines a quantifier sont choisies ou non, deux
stratégies sont possibles. Il s’agit de I'approglobale et de I'approche ciblée. Le choix entre ces
deux approches va dépendre de I'état de connaessainde processus biologique, le biomarqueur ou

le médicament étudié.

2.2.1.1 Approche globale

L'approche globale a été la méthode la plus utilis€ a généré la grande majorité des données
protéomiques disponibles actuellement. Elle perfaetquantification de toutes les protéines
détectables sans sélection préalable. La quaniifitaglobale est principalement utilisée pour
identifier les protéines dont les quantités varientre deux ou trois conditions expérimentales. Le
plus souvent, elle correspond aux approches deegmofue « shotgun » qui présentent lintérét
d’identifier et de quantifier un trés grand nomlae protéines simultanément et avec peu de
développement méthodologique. La quantificationbgle permet d’avoir un premier apercu des
variations relatives des protéines ou de leurs fizatibns mais c’est une technique de quantificatio
peu reproductible, notamment dans les échantikmmsplexes, du fait du mode d’acquisition semi-
aléatoire des spectres MS/MS (DDA : data-depenaeoisition).

2.2.1.2 Approche ciblée

L’'approche ciblée est trés a la mode aujourd’htesCla méthode de choix pour une quantification
sensible en milieu complexe de protéines choiaigsiori (souvent a partir de données issues de
'approche globale). Dans la quantification cibléss protéines a quantifier sont connues, on né peu
donc pas détecter de nouvelles protéines avec apftwche. C’est une approche appropriée pour
tester des hypothéses de mécanisme biologique géoéirer de maniere reproductible des ensembles
complets de données quantitatives pour la biolagie systéemes ou valider des biomargueurs en
mesurant des changements d’abondance dans lestibzharclinigues. Le nombre d’échantillon
peut étre élevé mais le nombre de protéines ouodifications quantifiées est limité.

2.2.2 Les différentes méthodes de quantification partspeetrie de masse

La quantification de protéines par spectrométrie dasse peut étre relative ou absolue. La
guantification relative permet de comparer I'abarwad’une protéine entre plusieurs échantillons et
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d’en déduire des variations du niveau d’expressibou de dégradation. La quantification absolue
permet, grace a l'utilisation d’un standard de emiation connue, de déterminer la quantité et la
concentration d’'une protéine dans un échantilloes Iméthodes associées a ces deux types de
guantification sont présentées ci-apres.

2.2.2.1 Les méthodes pour une quantification relative

La quantification relative d’'une protéine consistanesurer sa variation entre deux ou plusieurs
conditions ; sa concentration exacte n'est pas wenha variation est exprimée sous forme de
rapport, par exemple 1:2:4 pour trois conditionB:&, indiquant que la protéine est deux fois plus
concentrée dans la condition B que dans la comdAiet qu’elle est quatre fois plus concentrée dans
la condition C. La quantification relative est ldug utilisée car tout en répondant a la question
biologique initiale elle est moins contraignanteseuvent moins couteuse que la quantification

absolue.

Il y a deux approches principales pour effectuee gnantification relative en spectrométrie de
masse : les méthodes basées sur le marquage igacable et les méthodes sans marquage (label-
free) (Figure 28).
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Figure 28. Les différentes méthodes de quantificain relative par spectrométrie de masse. (Adapté dgantscheff
et al.,, 2012). Les rectangles violet et orange représentent deunditions expérimentales. Les lignes horizontales
indiquent le mélange des échantillons. Les ligmepaintillées indiquent les étapes au cours delgpilpeut y avoir des
variations expérimentales et donc des erreurs @mtifigation. Dans le marquage métabolique commeAS| les
cellules sont cultivées en présence d'isotopedestabe qui permet de mélanger les échantillons stade trés précoce
dans le protocole et donc de réduire les biais dugsvariations liées aux manipulations des éctamii Le marquage
chimique tel que I''TRAQ est généralement effectué des peptides aprés protéolyse enzymatiquerdrament aux
autres méthodes quantitatives, la quantificatidRAQ est effectuée au niveau MS/MS par des ionsard@grs de faibles
masses. Les stratégies sans marquage utilisentrlpacaison des abondances peptidiques entre analgsmS. Cette
abondance est traduite soit sous forme d'intemsitéignal avec la génération d’'un chromatogramros éxtrait (XIC)
soit sous forme de décompte de spectres MS/MSegtrsih counting »).

Avec marquage isotopique

Métabolique Chimique Protéolytique

I 0N NE

Cellules <5 MW"
outissu <7 gNT

e g - 13, 15N ! ! !
yse aes -SILAC ! ! !
cellules i i \ ;
1 1 1
.. o |
Protéines 1o [ |
(| [ 11
L1 LI LI
Protéolyse i : i
1 1
1 1 1
; ! |
w, 5 Crr
Peptides 59O oLl
LVAY sg\ b [N 1o
Lt Lt
' i
1 1
1 1
1 1
: L

LC-MS

|
L |

-

1 1
Quantification au niveau MS,
Quantification au Quantificationau  Quantification au Quantification au comparaison entre analyses

niveau MS niveau MS niveau MS/MS niveau MS LC-MS (XIC ou SC)

iz
|| hl‘
e

-

L

Intensité

Quantification

Intensité
Intensité
Intensité
Intensité
Intensité

CLEL 1L

m/Z m/Z

NN

Le marquage isotopique consiste a incorporer agspes stables dans les protéines ou les peptides
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des
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avant I'analyse en spectrométrie de masse. Clamsigunt, deux échantillons sont marqués avec des
isotopes différents (isotopes léger$C, **N ou isotopes lourd§’C, °N), puis ils sont mélangés et
analysés simultanément. Chaque peptide est aleerabsous forme de deux pics sur le spectre et
les abondances relatives des pics refletent latg@ates peptides dans chaque échantillon (Figure
28).
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Le marquage métabolique

Les isotopes stables peuvent étre incorpior&s/o par marquage métabolique des protéines dans une
culture cellulaire en utilisant des isotogé6/*°C, **N/**N (Odaet al, 1999) ou des acides aminés
isotopiques tels que la lysinECs, 1°N) et I'arginine *Cs, *N.) (SILAC : stable isotope labeling by
amino acids in cell culture) (Orgg al, 2002).

Le marquage™N/**C permet un marquage uniforme de chaque acide anuné&airement au
marquage SILAC ou seules les lysines, argininesine et proline peuvent étre marquées. Il confére
ainsi une liberté dans le choix de la stratégiepagéolyse et assure que chaque peptide ait une
différence de masse suffisante par rapport a somlugue non marqué. Il est préférable que cette
différence de masse entre le marqué et le non réasoil supérieure a la largeur de la distribution
isotopique afin d’éviter la superposition des daiigtributions et faciliter linterprétation des

résultats.

D’une maniére générale, le marquage métaboliqula @séthode de quantification la plus précise car
les échantillons marqués et non marqués sont médangs tot dans le protocole de quantification, ce
qui permet de corriger la majorité des pertes st\dgiations au cours du protocole expérimental.
Cependant, cette méthode est réservée aux organértiesus dont la culture cellulaire est possible
Pour les échantillons cliniques (par exemple la&léls biologiques), des méthodes de marqumage
vitro sont disponibles.

Le marquage chimigue

Les isotopes stables peuvent étre incorporé#tro par dérivation chimique de groupes fonctionnels
tels que les cystéines (ICAT : isotope-coded difitags) (Gygiet al, 1999), les amines primaires
(ITRAQ : isobaric tags for relative and absoluteapitation) (Rosst al, 2004), (TMT : tandem
mass tag) (Thompsoet al., 2003), (ICPL : Isotope-coded protein label) (Schret al, 2005) ou
l'extrémité C-terminale (Heet al, 2004). Le marquage chimique peut étre réaliséiaeau des
protéines (ICPL, ICAT) ou des peptides (iTRAQ, TMT)ajout d'une étape de réaction chimique,
outre le surco(t associé, conduit a un allongemanemps de préparation des échantillons, introduit
un facteur de variabilité du résultat et peut careda des réactions secondaires imprévues.

Le marquage protéolytigue

Les isotopes stables peuvent également étre inc&sja vitro en utilisant de I'eau lourde,HO lors
de la protéolyse par la trypsine (Mirgorodskaga al, 2000). Cette approche conduit a
lincorporation de deux atome80 par peptide (excepté le peptide C-terminal) spiincrément de
masse de 4 Da. Cette différence de masse de 4 tDaowsgent insuffisante pour séparer les
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distributions isotopiques des peptides marqué®)(et non marqués’®D). Ces distributions
partiellement chevauchantes nécessitent I'utitisati’équation et de logiciel adaptés pour attrideer
signal respectif au peptid€O et au peptid&®O avant la quantification (Yaet al, 2001).

b) La quantification sans marquage (« label free »)

Les approches sans marquage sont souvent utiliggesl le marquage isotopique est impossible
(par exemple dans les études sur les animaux) eulegqeolt de I'expérience est prohibitif (par
exemple dans les études sur les biomarqueurs esauselles un grand nombre d’échantillons doivent
étre analyses).

Dans l'approche sans marquage, les différents éithas sont analysés séparément. Il est donc
essentiel que chaque étape du protocole soit Bggement optimisée pour étre reproductible. Afin
de diminuer les effets de ces variations, des geptiéférences sont souvent utilisés pour corléger
variations du volume d’injection en LC et de seifiséhde I'instrument.

La quantification sans marquage repose sur le mgsteC-MS et peut étre réalisée de deux
manieres : le calcul du nombre d’événements derfeagation par peptide (spectral counting) ou la
mesure de l'intensité MS des peptides.

Le « spectral counting »

La quantification par « spectral counting » est oréthode simple qui consiste & utiliser le nombre
d’évéenements de fragmentation d’'un peptide poumestla quantité d’une protéine. Ainsi pour un
peptide abondant dans la condition A, le nombresglectre MS/MS sera plus élevé que dans la
condition B ou le méme peptide sera en plus faijolantité. Le spectral-counting est typiquement
utilisé pour la quantification relative et sur umetite gamme dynamique (Schillireg al, 2012). Il
n'est pas adapté aux variations d’abondance faib&. spectral-counting nécessite quelques
paramétrages lors de l'acquisition, notamment dpageutiliser de liste d’'inclusion (liste prédédini
de m/z qui seront fragmentés) ou d’exclusion dynamiquégie selon lequel un peptide, qui a été
fragmenté une fois par le spectrométre de massesere pas fragmenté de nouveau). Avec
lavenement de la HRMS, l'approche par mesure daehsité MS est devenue nettement plus
précise et est donc souvent préférée a I'approahe ppectral counting ».

La mesure de l'intensité MS

La quantification par mesure de lintensité MS asalogue a la quantification UV en HPLC basée
sur la mesure de l'aire d’'un pic. Lorsqu’un peptidt élué de la colonne, il va étre ionisé et détec
par le spectrométre de masse. Le profil d’élutierce peptide peut étre illustré par le courantoei
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mesuré en fonction du temps (Figure 29). L'airesslaucourbe correspond au chromatogramme de
l'ion extrait (XIC pour eXtracted lon Chromatograet) est proportionnelle a la quantité de peptide.
Plusieurs milliers de XICs correspondant a desigeptdifférents peuvent étre générés pour chaque
analyse. Ainsi, en comparant les XICs de deux édlwanrs on peut identifier les peptides et donc les
protéines dont la quantité varie. En utilisant woairbe étalon, une quantité absolue peut étre

calculée.

La mesure de lintensité MS nécessite une reprdullii irréprochable en LC et une procédure de
normalisation des variations entre les analysesajart d’'un standard interne (Steenal, 2005).
Classiquement il faut au minimum 10 points poussdes correctement un pic chromatographique.

. . Figure 29. Quantification sans marquagelLorsqu’un peptide A est élué de la
Chromatogramme d’ion extrait . p . - L .
(XIC) colpnne, son signal est mesuré plusieurs fois, ziommm la cpurbe noire.
A L’aire sous la courbe noire est le chromatogrameadidn extrait (XIC). La
courbe rouge correspond au méme peptide A d'uneaéthantillon. La
comparaison de I'aire des courbes noire et roudmue un rapport de 50%

entre les deux échantillons

Intensité

1 T )
10,0 10,2
Temps (min)
La quantification “label free” apparait comme lathwde de quantification la plus simple, permettant
la comparaison directe de signaux MS entre plusiéahantillons, applicable a plusieurs sources de

matériel biologigue et peu onéreuse.

2.2.2.2 Les méthodes pour une quantification absolue

La quantification absolue est capable de i) déteemie nombre de copies des protéines dans une
cellule, ce qui constitue une information préciepser la modélisation des processus biologiques
(Bennettet al,, 2010), ii) mesurer précisément la quantité d'iomtarqueur ou d’'une toxine dans un
fluide biologique, I'eau ou la nourriture (Dupugt al, 2008), ou encore de iii) déterminer la

stoechiométrie de complexes protéiques (Schetidt, 2010).

La quantité absolue d'une protéine dans un éclmampleut étre déterminée soit par des approches
basées sur le décompte de spectres telle que effdhilama, 2005) ou APEX (Let al, 2007), soit

par la comparaison de l'intensité de son signatélaiad'un standard externe ou interne. Nous ne
parlerons ici que des approches utilisant un staneleterne ou interne.
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a) Etalonnage externe

La quantification absolue par étalonnage externesiste a réaliser une courbe d’étalonnage
représentant le signal mesuré d’un standard enifonde sa concentration (Figure 30).

Figure 30. Gamme étalon pour quantification externgoar mesure de l'intensité MS
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L’échantillon inconnu est ensuite analysé et saentration est déterminée en utilisant I'équatien d

la courbe d’étalonnage. Dans cet exemple :

Aire mesuré

concentration de l'analyte = 0.0011

b) Etalonnage interne

La détermination de la quantité absolue d'une pr@téa I'étalonnage interne consiste a comparer
son signal a celui d'un standard interne ajoutg@uamtité connue dans I'échantillon. Afin de corrige
les sources de variation des différentes étapgsatacole, le standard interne doit a la fois adeis
propriétés physico-chimiques trés proches de Rdeak quantifier (méme temps de rétention
chromatographique, méme efficacité d’ionisation,nmaéprofil de fragmentation MS/MS) et étre
distinguable en spectrométrie de masse, c'esteadhoir une masse différente de l'analyte. Le
meilleur standard interne pour la quantificationspectrométrie de masse est I'analyte marqué avec
des isotopes stabléSC et/ou’N. Le marquage au deutérium a également été utitiaés des
décalages dans les temps de rétention LC ont égnas, ce qui n’est pas recherché (Zhetngl,

2001). L’équation générale pour déterminer la catre¢ion absolue de I'analyte est la suivante:

concentration de l'analyte

signal de l'analyte

= concentration du standard interne X — -
signal du standard interne

73



Trois méthodes de référence sont utilisées aujourduivant que le standard interne est introduit
avant une étape de fractionnement, avant la pys@alu apres la protéolyse : PSAQ, QconCAT et
AQUA, respectivement (Figure 31).

Figure 31. Stratégies utilisées pour la quantificadn absolue d’aprés (Domon and Aebersold, 2010)rois types de
standard interne peuvent étre utilisés. Les pregémarquées (PSAQ : Protein Standard for Absolusnfication) sont
ajoutées avant le fractionnement de I'échantillées; polypeptides artificiels marqués correspondala concaténation

de différents peptides marqués a quantifier (QcoR3nt introduits avant la protéolyse ; les peggicharqués (AQUA)
sont ajoutés apreés la protéolyse.

Fractionnement Protéolyse

Fraction —

Echantillon " Peptides
protéique
A
|
| | |
Q O Q Standards internes

AQUA

La stratégie de quantification absolue AQUA (AbselQuantitation) utilise des peptides synthétisés
chimiquement et marqués avec des isotopes staBlebdret al, 2003). Ces peptides AQUA,

également appelés peptides SIL (stable isotopdedhesont ajoutés en quantité connue dans les
échantillons aprés I'étape de protéolyse. Classigme, le marquage du peptide est réalisé par

l'incorporation d’un acide aminé marqué tel quéelacine, la lysine ou l'arginine.

Les peptides AQUA sont classiquement générés pathésse chimique, purifiés par HPLC et
guantifiés par une analyse des acides aminés. ¢égtidps AQUA sont généralement fournis sous
forme lyophilisée ce qui nécessite une étape debdshation avant utilisation. Il faut noter quettee

étape peut affecter les résultats expérimentauxl agest pas facile de déterminer si le peptide

contenu dans le flacon a été entierement solubilisé

Bien que cette méthode AQUA soit tres utilisée,anonent grace a la disponibilité de nombreux
peptides AQUA, le standard interne est ajouté asselvement dans le protocole de quantification.
Ceci peut entrainer des biais de quantificationlesi variations liées au fractionnement de

I'échantillon, souvent nécessaire lors de la mdatmn d’échantillon biologique, et a I'étape de
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protéolyse ne sont pas évaluées et prises en cogtailleurs, le colt des peptides AQUA n’est
pas négligeable (~160€ les 100 pmol), notammengqier I'on souhaite quantifier plusieurs

protéines.

QconCAT

Dans l'optique de quantifier plusieurs protéinesng&@me temps (quantification multiplexée) et de
minimiser les codts, 'approche QconCAT a été diweée (Beynoret al, 2005). Cette approche
consiste a produire un polypeptide artificiel marquontenant les différents peptides trypsiques
standards marqués de chaque protéine a quantiéigrolypeptide est introduit en quantité connue a
I'étape de protéolyse trypsique et les différergptules sont libérés au cours de la protéolysen Bie
gu’il soit présent dans le méme tube que l'analgte de la protéolyse, le standard QconCAT ne
permet pas de corriger de maniere fiable un renderde protéolyse inférieur a 100% car le
rendement de protéolyse dépend de la structuren&itsionnelle d’'une protéine et que le standard
interne QconCAT et les protéines a quantifier n’pas la méme conformation. L’utilisation d’'une
étape de dénaturation en amont de la protéolyseaagduire ses différences mais le probleme des

absences de coupure (MC : missed cleavage) lides sites de coupures trop proches subsiste.

PSAQ

Afin de surmonter les limitations des approches AQ&t QconCAT, I'équipe de Jérdme Garin a
développé la stratégie PSAQ (Protein Standard AbsdDuantification) (Bruret al, 2007). Cette
approche est basée sur l'utilisation d’'une proténgére marquée uniformément avec lisotdpé

ou avec des acides aminés isotopiques stablee Pw®tiine marquée est identique a la protéine a
guantifier en termes de séquence et de conform@taus réserve de la présence/absence de PTM sur
la protéine non marquée). Apres purification, lextd’'incorporation est contrélé, la concentratish e
déterminée précisément par analyse d’acides aminsprotéine est ajoutée en quantité connue a
'échantillon avant un fractionnement éventuel.fait que ce standard interne soit introduit tétsdan

le protocole de gquantification permet de corriger Variations liées aux différentes étapes en amont
de l'analyse MS : pertes, rendement d’enrichissérerendement de protéolyse.

Sous réserve de pouvoir produire une protéine Bolab suffisamment pure La stratégie PSAQ
constitue actuellement le meilleur standard intggaar une quantification absolue d’'une protéine.
Les limitations de cette approche sont qu’elle injess tres adaptée a la quantification multiplexée
gui nécessiterait la production de plusieurs pne®imarquées tres couteuses et a l'obtention de
protéine modifiée.
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Le Tableau 4 rassemble les avantages et limitatlesdrois standards internes AQUA, QconQAT et
PSAQ.

Tableau 4. Avantages et limitations des standardsternes utilisés en quantification absolue. (Adaptée Boja and
Rodriguez, 2012)

Avantage Limitations
AQUA - De nombreux peptides commercialem - Les peptides synthétiques sont cou

disponibles. - Selon la séquence, la synthése peut prendre du
- Correction des variations LC-MS. temps voire ne pas aboutir
- Capacité de multiplexage mais pour un nombre - La solubilisation du peptide lyophilisé n’est pas
limité de protéines toujours de 100%
- Permet 'introduction de certaine modification - Les peptides ne sont pas compatibles avec un
dans la séquence peptidique telle que la fractionnement de I'échantillon au niveau protéique
phophorylation, I'ubiquitination, la méthylation et - Pas de correction des rendements de protéolyses,
I'acétylation ce qui affecte la précision de la quantification

QconQAT - Permet de quantifier plusieurs protéil - Plusieurs constructions QconQAT peuvent
simultanément (quantification multiplexée) a nécessaires pour avoir une production d’'un
moindre co(t et de maniére plus simple que les polypeptide artificiel soluble
peptides AQUA. - Il est difficile de produire des polypeptides

- Correction des variations LC-MS voire méme decontenant plus que 30-40 peptides.
la protéolyse si les rendements de protéolyses sont_a génération d'un mélange équimolaire de
identiques entre les protéines a quantifier etle  peptides nécessite une protéolyse trypsique
standard QconQAT compléte, ce qui nécessite une optimisation des
conditions de protéolyse
- L'introduction de modification (phosphorylation
ou glycosylation) est possible mais nécessite une
étape enzymatique additionnelle

PSAC - Correction des variations lors des étape - Une protéine PSAQ est onére

fractionnement, protéolyse et LC-MS - Peu compatible avec une quantification

- Permet d'utiliser facilement et de maniére fiable multiplexée

plusieurs peptides pour quantifier une protéine. - Probléme de solubilité de certaine protéine

- Standard de référence pour les approches top- - Pureté élevée parfois difficile a atteindre

down - L'introduction de modification (phosphorylation
ou glycosylation) est possible mais nécessite une
étape enzymatique additionnelle

2.2.3 Modes d’acquisition
2.2.3.1 Modes d’acquisition DDA et DIA

L'acquisition dépendante des données (DDA : dapeua@ent acquisition) est le mode d’acquisition
conventionnel dans lequel chaque spectre MS (p&ntela quantification) est suivi de plusieurs
spectres MS/MS (permettant lidentification des tjmgs) déclenchés automatiquement par le
logiciel d’acquisition. Il en résulte que les péps les plus intenses sont fragmentés plus
fréquemment que les peptides de plus faible int&rfsiest d’ailleurs sur ce principe qu’est basé le
« spectral counting », voir paragraphe 2.2.2.1Hn).outre, certains peptides de faible abondance
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seront échantillonnés dans certaines analyses, paaislans d'autres, créant ainsi un probleme de
"données manquantes" qui complique les analyststifaes.

Récemment, de nouvelles stratégies d’acquisitidépendante des données (DIA : data independent
acquisition) ont été développées et tentent dedelt simultanément l'information de fragmentation
de plusieurs peptides, en élargissant la fenétseldtion. Ce mode DIA permet donc d’acquérir les
données sans que le logiciel ait a choisir les piragmenter, ce qui améliore la reproductibiies
mesures (Gilleet al, 2012). Il faut cependant noter que ce mode diad¢gun DIA annihile toute
tentative d’exploration manuelle du spectre MS/MZur l'annotation de ces spectres tres
complexes, les logiciels utilisent des librairipeatrales d’ions fragments.

2.2.3.2 Modes d’acquisition SRM-MRM

Les modes SRM (selected reaction monitoring) ou MRMiltiple reaction monitoring) mesurent
des peptides spécifiques d’'intéréts (Figure 32% fBedes consistent a sélectionner I'ion parent d’'un
peptide pour la MS/MS, puis a enregistrer spéodfigant un seul ion du spectre MS/MS.
L’enchainement 1) isolation, fragmentation d’'un jparent et 2) enregistrement sélectif d’un seul
évenement de fragmentation dans le spectre MS/ll$oslle une transition. Ce type d’expérience
permet de quantifier une transition par SRM ouiplus transitions correspondant a un ou plusieurs
peptides par MRM pendant I'analyse. Chaque tramsitioit étre optimisée en termes de choix du
peptide représentant la protéine a quantifier jdepirotéotypique), d’énergie de fragmentationeet d
choix d’ions fragments. Les criteres de choix d’paptide protéotypique seront discutés au
paragraphe 2.2.3.3.c.

La SRM-MRM, en utilisant des ions fragments pougigntification, fournit une sélectivité accrue
car en plus d'exiger que la masse de l'ion préouisat proche de sa masse prédite, les masses des
ions fragments doivent également étre correctega@een sélectivité fait de la quantification éibl

la stratégie la plus sensible, précise, reprodieciibla moins affectée par les effets d'interféeclors

de l'analyse des échantillons complexes. La SRMiséé depuis des décennies en industrie
pharmaceutique pour quantifier des petites moléctddles que les métabolites de médicaments
(Kostiainenet al, 2003) ou des hormones (Teti al, 2004), est aujourd’hui la technique de choix

pour quantifier des peptides dans un mélange comple
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Figure 32. Quantification ciblée d'une protéine parMRM. (A) Sélection des peptides spécifiques de la pretéible.
(B) Spectre de fragmentation avec les transitionsadrées en rouge. (C) Signal correspondant ansitins. L'aire
sous un pic permet des comparaisons quantitativiee &es peptides cibles et les peptides référemasjués par un

isotope lourd. D'aprés (Liebler and Zimmerman, 2013
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2.2.3.3 Considérations expérimentales

a) Une histoire de compromis

Il n'‘existe actuellement aucune méthode uniqueltamhidentifier et de quantifier systématiquement
tous les composants d'un protéome. Chague métrgiddoac un compromis qui maximise une
performance a certain niveau tout en altérant wies gerformance a un autre niveau. Par exemple,
dans une expérience SRM, le rapport signal sut bruegistré est lié au temps de séjour (« dwell
time ») de l'analyte dans le spectrométre de méssst-a-dire, le temps que prend le spectrométre
pour enregistrer le signal d'une transition donndéjsi, une limite de détection trés faible obtenu
par un « dwell time » plus longs affecte négativetme nombre de transitions et donc le nombre de
peptides pouvant étre mesurés durant un temps doenénéme, une augmentation de la résolution

d'un analyseur de masse quadripolaire réduit sslskte.

Concernant le mode DDA, la difficulté récurrenté ds trouver un équilibre entre le nombre de
spectres MS et MS/MS. D’une part, la précision derjification est atteinte en réalisant une dizaine
de MS au cours de [élution d'un pic chromatogrgpki pour la reconstruction d'un

chromatogramme d’ion extrait (XIC) et d’autre padet,nombre de protéine identifiée sera d’autant
plus élevé que le nombre de MS/MS sera grand. fPouver le bon compromis permettant d’obtenir

une quantification précise tout en maximisant fitifecation des protéines, il faut considérer la
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résolution du systéeme LC et la vitesse d’acquisitin spectrométre de masse. Par exemple, les
spectrométres de masse modernes tels que les QUQdthirap peuvent aisément générer 10
spectres par secondes (fréquence d’acquisition =HAP et les largeurs de pics UHPLC sont
classiguement de 10 sec a la base (soit 3-4 séhauteur). Ainsi, un nombre de 10 MS/MS par MS
devrait étre un bon réglage. Une alternative péssibnsiste a faire deux analyses séparées, ume pou
la MS et l'autre pour la MS/MS.

En outre, beaucoup de performances instrumenta&psndent de la source de I'échantillon et sa
complexité. Par exemple, les méthodes DDA, ou ljwécurseur doit étre détecté de maniere
explicite avant la sélection pour la fragmentatisont plus fortement affectées par le bruit de fond
gue les méthodes SRM ou l'ion précurseur n'a psairbd'étre détecté de maniere explicite pour étre

fragmenté.

b) Conception d’'une expérience SRM

La conception d’'une expérience SRM comprend lepestauivantes : 1) la sélection des peptides
protéotypiques, 2) lidentification des ions fragi®e les plus appropriés pour chaque peptide
proteotypique, 3) l'optimisation des paramétrefrimsentaux pour chaque transition, 4) la validation
de la spécificité du dosage dans la matrice étudige, plasma, eau, aliment...), 5) la détermination
de la limite de détection et de la limite de quardtion dans cette méme matrice, et 6) la
compilation de tous les parameétres d'analyséz:du précurseunn/zdu ou des ion(s) fragment(s),

temps de rétention, énergie de collision et tem@pséjour dans l'instrument (dwell time), pour tous

les peptides d'intérét.

c) Critere de choix d’'un peptide protéotypique

La base de la quantification bottom-up et ciblésde® dans le choix du ou des peptide(s) idéal(s)
utilisé(s) pour quantifier la protéine étudiée. Parle de peptide protéotypigue. Pour assurer une
guantification fiable et robuste, un peptide profpmue doit avoir les propriétés suivantes :

- étre soluble et facilement ionisable. Pour cetachoisira des peptides entre 5 et 25 acides aminé
Plus un peptide aura une efficacité d’'ionisaticavée et plus la limite de quantification (LOQ : itim

of quantitation) sera faible, garantissant ainsilasage sensible.

- ne pas contenir de ségquences susceptibles déttellement clivées par la protéase (missed

cleavage).

- ne pas contenir d’acides aminés fortement sudeptd’étre modifiés par une modification post-
traductionnelle ou par une modification induitengiiles peptides contenant Ser, Thr, Tyr (résidus
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phopshorylables), Cys, Met, Trp (sensible a I'oxiad, Asn, GIn (sensible a la déamidation) ou
encore GIn en N-terminal (sensible a la cyclisafjionr former un pyro-Glu) sont a éviter. On ignore
dans ce raisonnement les modifications potentiediess les autres types d’acides aminés, en
particulier ceux qui sont sensibles a la protéolyse

- ne pas contenir des séquences instables AsptRspeGly

Pour la quantification de modification, les pepsideontenant la ou les modification(s)
(phosphorylation, glycosylation, méthylation, addtipn...) peuvent étre utilisés mais le peptide
protéotypique idéal est parfois difficile & obtecdr on est contraint par le site modifié a quaantit
ses séquences adjacentes. Le seul élément surt ilesgigpossible de jouer est le choix de la pae&e
qui fera plus ou moins varier la longueur du peppdrtant la modification.

Aujourd’hui, plusieurs bases de données regroulesnpeptides déja utilisés pour la quantification
sont disponibles: PeptideAtlas, Global Proteomevfec(GPM), PRIDE ou SRMAtlas.

d) Les spectromeétres de masse utilisés pour la qicattdn

La plupart des configurations instrumentales dédigela quantification reposent sur lionisation
électrospray couplée a une chromatographie liqLi@eMS). Nous avons vu que les quantifications
globale et ciblée different dans le nombre de fmetguantifiée, la conception expérimentale et le
systéme analytique utilisé. Alors que les étudesbales traitent souvent un nombre limité
d'échantillons (généralement pas plus d'une doelkdes études ciblées peuvent inclure une centaine
d’échantillons. Ainsi, les approches ciblées nédtasisun systéme a haut débit robuste pour générer
des données reproductibles. Elles sont couramnféettwées sur des instruments de type triple
guadripbles ou Q-orbitrap. Concernant les approglwmles, elles peuvent étre en principe réalisées
sur n'importe quel spectrometre de masse (Q-TQ#trap, trappe ionique,).

D’autres méthodes, alternatives ou complémentaitdisant l'ionisation MALDI ont également été
proposées (Paet al, 2008). Les approches MALDI offre plusieurs cagaistiques uniques telles
gue 1) le découplage des opérations MS et MS/MSpguinet de sélectionner uniqguement les
MS/MS d’ions précurseurs dont I'abondance varida)ossibilité de réaliser des analyses répétées
du méme échantillon et 3) la génération d’ions nobaogés qui simplifie les spectres MS/MS.
Toutefois, ce couplage LC-MALDI est également agsoa des contraintes: 1) temps d’analyse plus
long car la séparation LC et I'analyse MS sontatigses, 2) nécessité d’investir dans un instrument
supplémentaire pour réaliser les dépbts en sagtimotbnne LC (« spotter »).
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e) Les paramétres LC et MS importants pour la quaratfon

Ces derniéres années, 'amélioration des perforesaada fois en LC et en MS ont permis I'essor de
la quantification par spectrométrie de masse.

Au niveau LC, l'arrivée de 'UHPLC avec des phastgtionnaires de quelques um de diamétre et
des colonnes de 25 cm de long ont permis d’'améliareapacité de pics et la sensibilité tout en
réduisant les temps d’analyse d’un facteur 5. Emntification, un des parameétres LC important est la
robustesse. Celle-ci se traduit par une stabikt® témps de rétention d’'une injection a l'autre (de
l'ordre de 1%) et permet de réduire les problemeasigchement d’'un pic chromatographique, de

limiter les erreurs d’annotation et d’avoir une giiication plus précise.

Au niveau MS, les performances en termes de séitéctsensibilité, vitesse d’acquisitions, préaisio

de masse et résolution sont en progression coastieilis ces derniéres années et sont des critéres
indispensables pour la protéomique quantitativemPaux, la sélectivité est trés certainement lespl
important. D’'une maniere générale, la sélectivitithdysteme analytique est sa capacité a distinguer
et quantifier un analyte particulier dans un mé&ggatrice), sans interférences d'autres composeés.
Concernant le spectrométre de masse, une sélédndrue est obtenue 1) avec des analyseurs haute
résolution (R > 20000) et haute précision de me@dReAM : High Resolution-Accurate Mass) tels
gue l'ICR, lorbitrap ou encore les TOF de dernigénération, qui séparent les especes ioniques
guasi-isobares et déterminent leur masse exagteatdge, ou 2) en utilisant un deuxiéme niveau de
sélection MS/MS, avec des analyseurs de type qufdds qui permettent d’isoler un ion précurseur
dans une fenétre d’isolation trés restreinte (agipre SRM). Dans le*Icas, le bruit de fond est filtré
lors du retraitement des données en utilisant aléeance tres stricte, inférieure ou égale a 5 ppm
(soit 0.003 Da aum/z 600), pour générer les chromatogrammes des iomaitex(XIC) d’intérét et
dans le 2™cas le bruit de fond est filtré directement adiaisition.
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2.3 Quantification de modification

Comme évoqué dans la section 1, il existe de nambee modifications post-traductionnelles de
protéine, plus de 300 connues. Ces modifications des régulateurs dynamiques de la fonction des
protéines, et jouent des réles importants dansniadies telles que le cancer. Ainsi, quantifiar le
PTMs, au cours du cycle cellulaire par exemple oueedifférents échantillons sains et malades,
permet d’obtenir des informations plus fines s meécanismes moléculaires qui sous-tendent les
processus biologiques physiologiques ou pathol@&gigUne protéine peut contenir une multitude de
PTM et chaque combinaison constitue une protéof@wee une fonction particuliére dans la cellule
(Figure 33). Différents objectifs peuvent étre égllorsqu’'on s’'intéresse a la quantification de
modification de protéine.

Figure 33. Du géne aux différentes protéoformes dhe protéine.
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2.3.1 Les objectifs

Quatre objectifs principaux peuvent étre considgréar la quantification de modifications de
protéine. lls visent soit a quantifier les modifioas a I'échelle de la protéine par quantificatam

protéoformes (approche top-down) soit a quantifes modifications au niveau des sites par
guantification de peptides modifiés (approche boite) (Figure 34).
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Figure 34. Quantification de protéoformes — quantitation de sites modifiéslllustration des différentes possibilités
de quantification d’'un échantillon contenant quatr@téoformes | (non modifiée), Il (modifiée en Bgrlll (modifiée en
Ser 20) et IV (modifiée en Ser 8 et Ser 20), d’alamtes 60%, 10%, 20% et 10%, respectivement. Latifjoation de
protéoformes nécessite une séparation efficacéhdgue protéoforme par LC-MS et/ou mobilité ioniquais cela est
encore difficilement réalisable avec les perfornesnactuelles de ces techniques. Lorsque ces desrpérmettront de
séparer les isoméres d’'une protéine, la quantificade chaque protéoform®j sera facilement accessible. Dans la
plupart des cas, les protéoformes d’'une protéingonepas séparées efficacement en LC et sontséealyyn mélange en
MS. Dans notre exemple, les protéoformes |l estiht confondues sous le méme pic. Ces analyseseViBatéines
entiéres permettent de déterminer la fraction déoba protéine modifiée®) et la staechiométrie de modification de la
protéine entiere®). Ensuite, ces protéoformes en mélange peuvenbétlysées par approche bottom-up ou top-down
afin d'identifier et quantifier les sites modifiék!approche bottom-up permet de déterminer la stosofirie de
modification des sites®) et I'approche top-down, en étant capable de tEtext de quantifier les isomeres dans le
spectre MS/MS, permet d’'accéder a la quantificatierchaque protéoform@®j. Le succés de cette derniére dépend de
la taille de la protéine (plus la protéine sergetite taille et plus simple et complet serontdpsctres de fragmentation)
et de la proximité des résidus modifiés dans laieéce (plus deux résidus seront proche et moigsailira d’ion
fragments discriminants pour les distinguer).
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2.3.1.1 Quantification de chaque protéoforme d’'une protéine

L’enjeu de demain pour la quantification de modifions de protéines est de quantifier, chaque
protéoforme de toutes les protéines afin de détemmia fonction de chaque protéoforme et de
comprendre finement et dans leur ensemble lesrdiffé6 mécanismes qui gouvernent un état
cellulaire normal ou aberrant. Le probleme fondamlermvec l'analyse quantitative de ces
protéoformes est qu'il est presque impossible deséparer, notamment les isomeres, alors que cela
est nécessaire pour estimer leur quantité resgeptiv rapport a la quantité totale de la protéine

considérée.

Sous réserve de pouvoir isolée une protéoforme @mndans les mélanges peu complexes par
exemple, la quantification de cette protéoformet g&xprimer en termes

hY

1) d'abondance relative (= pourcentage) de cetmépforme par rapport a I'ensemble des
protéoformes d’une protéine :
Y du signal d'une protéoforme

© Pourcentage d'une protéoforme = : — X 100
signal protéine totale

2) de variations d’abondance en comparant son Isgmtae plusieurs échantillons (quantification

relative)
3) d’abondance absolue en comparant son signalséandard (quantification absolue), sous réserve

de pouvoir le produire et le purifier.

2.3.1.2 Quantification de la fraction globale de protéinedifiée

A défaut de pouvoir séparer et quantifier chaquetémforme, on peut exprimer la quantité de
protéoformes en termes de fraction globale de pt@odifiée qui correspond a :

Y du signal des protéoformes modifiées

@® Fraction globale de protéine modifiée = : —
signal protéine totale

La différence majeure avec la quantification d'upeotéoforme est que l'on quantifie les

modifications dans leur ensemble. Cette mesurelgenue simplement en analysant le mélange de
protéoformes d’'une protéine entiere en MS. Uneeéthpséparation optionnelle peut étre réalisée en
amont si les échantillons sont complexes mais taeadre d’'études structurales, réalisées sur des

protéines purifiées, cette séparation n’est soupasinécessaire.
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2.3.1.3 Quantification de la stoechiométrie totale de maodifon de la protéine
entiere

La quantification de la stoechiométrie de modifmatd’une protéine correspond a la somme des
stoechiométries des sites modifiés individu@3.(Cette mesure se distingue de la fraction globale

ce sens que I'on fait intervenir le nombre de modifon :

X (nombre de modification drune proteoforme n X signal drune protéoforme n)

© Stcechio. Tot. Modif. Prot

signal protéine totale

Lorsque chaque site est modifié a 100% (= saturptim mesure tend vers le nombre total de

modifications fixées sur la protéine.

Dans ce type de quantification et d'une manieregga en quantification de protéine entiere, on fai
'approximation que les différentes protéoformes lanméme efficacité d’ionisation car en général
I'effet néfaste ou bénéfique d’'une modification sefficacité d’ionisation est largement dilué dar
guantité accrue de sites de protonation de la ipeté

2.3.1.4 Quantification de la stoechiométrie de modificatitum ou plusieurs site(s)

La quantification de la stcechiométrie de modifmatd’'un ou plusieurs site(s@() correspond a
'approche historique pour quantifier les modifioas de protéines. Elle est classiguement réalisée
par la stratégie bottom-up « shotgun ». Dans egipeoche, la modification peut affecter I'efficacit
d’ionisation d’'un peptide, car les sites de protmmasont bien moins nombreux que sur protéine
entiere. Ainsi, le calcul intuitif qui consiste sesurer le rapport entre le signal du peptide méadfi

la somme des signaux des peptides modifié et nadifiéoest souvent entaché d’erreur. Les astuces
pour contourner cette difficulté sont présentéeparagraphe 2.3.2.2.b ci-apres.

Par ailleurs, cette stcechiométrie de modificatiom @ite ne doit pas étre confondue avec la fractio
globale modifiée d’'une protéine qui représente dalification globale, et non locale, d’'une protéine.
Le seul cas ou la steechiométrie de modificatiom dite correspond a la fraction globale modifiée
c’est lorsqu’il n'y a qu'un seul et unique site nifa@ Par ailleurs, étant donné que plusieurs
protéoformes peuvent avoir un site modifie commlan,quantification de la staechiométrie de
modification d’'un site peut correspondre a la sontdme signaux de ce site modifié présent sur
plusieurs protéoformes. On voit ainsi que I'appmeatshotgun » entraine la perte de la filiatiorreent
une protéoforme donnée et les modifications quiskiuit associées. Cela constitue la limitation
majeure de cette approche.
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En parallele a la stoechiométrie de modification nd’'site, la quantification des variations
d’abondance d'un site modifié entre plusieurs como$ biologiques peut étre réalisée. Cette
quantification relative permet d’identifier et quifier des peptides modifiés et donc des protéines
modifiées impliquées dans le processus biologidudi€ Enfin, une quantification absolue de site
modifié est également possible en comparant leakign peptide modifi€é avec un standard de
concentration connue, sous réserve que ce demngsepétre synthétisé et purifié.

2.3.2 Méthodes disponibles pour la quantification de riicalions
2.3.2.1 Quantification de protéoformes

Des approches de quantification « label-free »doywn combinant des méthodes électrophorétiques
et chromatographiques avec la MS a haute résolgbommencent a voir le jour mais cela nécessite
beaucoup d’optimisations et ne concerne que leségimrmes les plus abondants et de taille
inférieure a 40 kDa (Ntagét al, 2014). Malgré quelques exemples fructueux, notaninsur la
guantification en MS/MS d’isomeres acétylés desthine H4 (Pesaventi al, 2006), la localisation

de sites modifiés et la quantification de protéofes restent difficiles par top-down. Dans la
pratique, la quantification de modification esfplas souvent réalisée a I'échelle du peptide par de
approches bottom-up avec pour objectif de quantiie sites modifiés.

2.3.2.2 Quantification de sites modifiés

Tout comme pour la localisation de sites modifiess méthodes utilisées pour quantifier les
modifications ont été dans l'ensemble développégsarir de méthodes bottom-up destinées
initialement a la quantification de protéines noodifices. Cependant, la quantification de
modification est plus difficile car, contrairementa quantification de protéine ou plusieurs pegstid
sont généralement disponibles pour quantifier cegmatéine, elle est basée sur des peptides uniques
et qui sont souvent présents en tres faible abaedan

a) Quantification relative d’un site modifié

Les approches SILAC (Kettenbaehal, 2011), iTRAQ (Bojeet al, 2009) ou encore les approches
sans marquage (Montoyat al, 2011) sont classiquement utilisées pour compemprofils de

modification (essentiellement la phosphorylatioahsl plusieurs états cellulaires. Toutefois, biem qu
ces études aient permis de mieux comprendre landgoa de la phosphorylation, les données
quantitatives doivent étre interprétées avec preglencar l'abondance différentielle des
phosphopeptides reflete non seulement les changerden'état de phosphorylation mais aussi les
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changements d'expression de protéines. La soludiomple consiste a quantifier simultanément
I'expression des protéines et I'abondance de noadiiin afin de normaliser les variations et ainsi
distinguer I'abondance différentielle réelle demadification et les changements d'expression de la
protéine correspondante (Figure 35) (@fwal, 2011b).

Figure 35. L'interprétation des variations de peptdes modifiés nécessite une normalisation par lesafigements de

I'expression des protéines(B) Exemples de I'effet de la normalisation duealy d’expression de protéines sur le rapport
observé de deux phosphopeptides issus d'une soedeeure sauvage et mutante (fNs3’apres Wu 2011b.
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Toutefois, plusieurs difficultés techniques foneqette approche est difficile & appliquer pour les
modifications minoritaires. Tout d’abord, les pdp8 modifiés requiérent souvent une étape
d’enrichissement en raison de leur faible abondagicele leurs propriétés chimiques parfois
défavorables pour l'ionisation en MS. Au cours dée étape, les peptides non modifiés sont perdus,
empéchant alors la normalisation des variationgmBgs. Ainsi, classiguement, deux analyses LC-
MS sont réalisées : une pour l'expression globaléagrotéine avant enrichissement et l'autre pour
la phosphorylation apres enrichissement. Un avantiegl'enrichissement de peptides modifiés est
gu'’il permet d’identifier des protéines tres failent exprimées qui seraient autrement indétectables
méme avec un fractionnement poussé. Toutefois,po&®ines ultra minoritaires, invisibles sans
enrichissement, ne sont donc pas observées lorankdyse destinée a quantifier I'expression
globale, empéchant alors toute normalisation desatiens de modifications mesurées. Enfin,
'assemblage de ces données protéomiques, asstatiardbondance de site modifié avec tel niveau
d’expression de protéine, représente un défi maj@mtamment dans le cas d’études a grande échelle.
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En plus de la quantification relative du site dedification d'intérét, il est trés utile de détersnirle

la stoechiométrie de modification d’'un site moddién d’évaluer son importance fonctionnelle. En
effet, prenons I'exemple d’une modification dordbdbndance relative augmente d’'un facteur deux
entre deux conditions biologique. Cette augmemagieut en fait résulter d’'un changement de la
stcechiométrie de modification de 1% a 2% ou de 30%)0%, ce qui représente des stratégies

cellulaires fondamentalement différentes.

b) Détermination de la stoechiométrie de modificatinmdite — Quantification relative

Pour déduire la stcechiométrie de modification dsita, plusieurs études ont utilisées les intensités
relatives des signaux des peptides modifiés etegige non modifié correspondant (Rueteal,
2002; Haydon, 2003). Toutefois, il a été démontré'ume modification, notamment la
phosphorylation qui apporte une charge négativeyaio perturber le processus d’ionisation et a
guantité de peptide égale, changer l'intensitéighatd'ions en spectrométrie de masse (S¢tah,
2006; Gropengiesseet al, 2009). Ces résultats indiguent que, d'une manigéeérale, la
stcechiométrie de modification ne peut étre déterepar une simple comparaison des signaux d’un
peptide modifiéversuspeptide non modifié.

Dans la plupart des études du phosphoprotéomea edtoechiométrie de phosphorylation est
déterminée en quantifiant les variations de sigiapeptide non modifié ; I'hypothése centrale étant
gu’'une diminution de signal associée a un peptide modifié est due a une augmentation de
phosphorylation etice versaDeux approches principales sont décrites et sdagedeux utilisent un
marquage isotopique stable.

Dans la premiére approche, la steechiométrie deppboglation est déterminée directement a partir
des données (Olseat al, 2010). Elle consiste a établir trois rapportgespondants aux variations
de protéine, phosphopeptide et peptide non modifeite approche utilise le marquage SILAC et
nécessite de faire deux analyses : avec (variaésnphosphopeptides) et sans (variation de protéine
et de peptides non modifiés) enrichissement de pgitopeptides. Les limitations de cette stratégie
sont 1) qu'il est nécessaire d’avoir des changesniemportants dans la quantité de phosphopeptides
pour qu'une stoechiométrie puisse étre déterminégudlle est sensible au caractere labile de
certaines modifications lorsqu’elles sont analysées MS et 3) qu'elle impligue beaucoup
d’'opérations mathématiques. Ainsi, méme une faflsleur de mesure peut conduire a une erreur

importante sur le calcul de la stoechiométrie deifisation d’'un site (Wuet al, 2011a).

La deuxiéme approche utilise une combinaison dequege chimique et d'un traitement a la

phosphatase alcaline (Hegensdral, 2004; Wuet al, 2011a). Dans cette approche, la stcechiométrie
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de phosphorylation est mesurée en divisant un édbaren deux, en réalisant un traitement a la
phosphatase sur une des deux fractions, en margoiamtjuement chaque fraction avec des isotopes
stables (une fraction marquée avec la forme légetautre avec la forme lourde de I'étiquette), en
mélangeant les deux fractions et analysant I'édl@mtpar MS (Figure 36). Le traitement a la
phosphatase entraine une augmentation du signpéptide non modifié (version « lourde » dans

notre exemple). La stcechiométrie de phosphoryladiorsite est obtenue par la relation suivante :

signal peptide non modifié version lourde — signal peptide non modifié version légere

signal peptide non modifié version lourde

Les limitations de cette approche sont 1) qu'ekeeassite a la fois une déphosphorylation par la
phosphatase et une dérivation chimique compléte2)etqu’elle n'est pas applicable aux
modifications irréversibles.

Figure 36. Détermination de la stoechiométrie de plsphorylation d’un site par une combinaison de margage
isotopique chimique et de traitement a la phosphate L'échantillon de départ est divisé en deux altggoL’une
d’entre elles subit un traitement a la phosphapass les deux aliquotes sont marquées chimiqueanad des isotopes
stables différents avant d'étre mélangées. La stmétrie de phosphorylation du site est obtenue daerelation

. signal peptide non modifié version lourde — signal peptide non modifié version légere . .
suivante £gnetpeptide non modific version lourde - signal peptide non modific version legre b - it de phosphorylation. (Ve

al., 2011a)
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c) Détermination de la stoechiométrie de modificatiomite — Quantification absolue

La quantification absolue de peptides modifiés etlelir peptide non modifié correspondant, en
s'affranchissant des differences d’ionisation éweliés entre peptides modifiés et peptides non
modifiés, permet de déterminer simplement la stoecdirie de modification d’'un site avec la

formule suivante :

Stoechiomeétrie de modification d’un site

signal peptide modifié
signal SI modifié

X [SI modifié]

signal peptide non modifié

signal peptide modifié
( signal SI non modifié

signal SI modifié

X [SI non modifié] + X [SI modifié])

En 2003 rléquipe de Gygi a rapporté la premieredéttAQUA pour la quantification de
phosphorylation (Gerbeet al, 2003). Dans ces travaux, deux peptides de ré&féréstandards
internes) ont été synthétisés : la forme non médifila forme monophosphorylée en Serl126, pour
déterminer quantitativement les changements dynassigle la phosphorylation en Serl126 de la
séparase humaine au cours du cycle cellulaire. Emenstratégie AQUA a été utilisée pour la
détermination de la staechiométrie d’autres PTMegeajue la méthylation (Hart-Smigt al, 2014)

et I'acétylation (Weineret al, 2014). Le principal défi de ces approches esgdssir a synthétiser

le résidu modifié a introduire dans la séquencesthndard interne. C’est le probleme de la

glycosylation par exemple.

La glycosylation est une PTM importante, notammaor les protéines excrétées et les protéines
membranaires. Cependant, du fait de I'hétérogérditde la complexité structurale des glycanes,
notamment des N-glycanes, la synthése de pepti@asArAglycosylés n'est jamais envisagée. Pour
contourner cette difficulté, une astuce consisteéaliser une étape de déglycosylation par la
PNGaseF et de quantifier le peptide déglycosyléaéiét. La déglycosylation entraine la conversion
de l'asparagine initialement glycosylée en acideaggjue, générant un delta-masse de +0.984 Da.
En synthétisant un peptide contenant un acide tigparen lieu et place d’'une asparagine glycosylée
in vivo, la quantification de plusieurs protéines glycésgl a été réalisée dans le sérum @aal,
2005) et le plasma (Stahl-Zeagal., 2007).

Enfin, deux exemples utilisant un standard de fAQ phosphorylé (Ciccimaret al, 2009) ou
PSAQ ubiquitinylé (Kaiseret al, 2011) ont également été décrits. Dans ces sieatédp
modification est introduite spécifiquement au nivelun site par voie enzymatiqire vitro.
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2.3.3 Ce gu’il mangque en approche bottom-up pour quantiéis
modifications de résidus de maniere robuste etiesthae

Aujourd’hui la méthode de quantification robust@plicable a 'ensemble des modifications, et
exhaustive, permettant de quantifier tous les sitedifiables, ne semble pas exister. Le cahier des
charges pour une telle méthode serait qu’ellesstatfois :

- universelle, en ce sens qu’'elle peut étre ap@écutoutes les modifications de protéines,
- insensible au caractere labile de certaine nmzatiin lors de 'analyse MS,

- insensible a I'éventuelle différence d’efficacitonisation entre une forme modifiée et non

modifiée d’'une protéine,

- globale a I'échelle de la protéine, c’est-a-diree méthode capable de quantifier les modifications
sans a priori et en parallele,

bY

- sélective a l'échelle du résidu modifié, c’estite une méthode capable de distinguer la
contribution de chaque site dans les peptides nantelusieurs PTM,

- exhaustive (= quantification de tous les siteslifirebles). En effet, dans une approche bottom-up,
méme dans les meilleures conditions possiblesites de modifiés peuvent étre manqués par MS en
raison de plusieurs facteurs propres a la puriicagt / ou la détection de peptide. Ainsi, il cami

de garder a l'esprit que la carte des sites madifiisservée peut ne pas étre compléete et que kefait

ne pas identifier un site modifié est souvent ifisaft pour écarter sa non-existence.
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Présentation du travail de these
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1. Contexte

Les modifications post-traductionnelles (PTMs) sesdgentielles au bon fonctionnement des cellules.
Par exemple, le cycle cellulaire, les voies de aigation ou encore le métabolisme s'appuient sur
des PTMs qui sont finement régulées et qui implijukes molécules endogeénes. Les modifications
induites sont généralement le résultat d'une ebipnsia des agents externes tels que les
médicaments, le stress, les agents infectieuxmialtation, le mode de vie (par exemple le tabac ou
'alcool) ou encore les polluants environnementatixles rayonnements. Un certain nombre de
pathologies humaines sont dues a un déséquilibr®Tdd ou de modifications induites. Il est
fondamental de caractériser ces modifications @dircomprendre leur role et leur dynamique, et de
pouvoir ainsi concevoir un jour un médicament cerlas pathologies qu'elles occasionnent. Par
ailleurs, les médicaments capables de se lier aotéipes de maniére covalente représentent une
classe ancienne dont l'intérét a été renouveléerseres années. La spectrométrie de masse (MS)
est une technique de choix pour détecter, locaseyuantifier les modifications de protéines. Les
modifications de quatre protéines d'intérét théwtipee en cancérologie, virologie ou dans les
maladies inflammatoires sont étudiées par MS.

La grégline est une protéine capable d'inhiber gffisacement 'élastase de neutrophile humaine
(HNE), protéase impliquée dans l'invasion tumordlelans les maladies pulmonaires telles que la
maladie pulmonaire obstructive chronique et la mismidose. Les propriétés physico-chimiques de
la grégline suggerent qu'elle peut étre utiliséetam que modele pour concevoir une nouvelle
génération d'inhibiteurs de HNE trés résistants dégradation. Pour ce faire, une caractérisation d
la structure primaire et des modifications de l&gline est nécessaire pour comprendre leur

importance sur son activité inhibitrice de prot&ase

La protéine MOS1 est une transposase de I'élémeanner-Mosl qui présente des caractéristiques
communes avec l'intégrase du VIH-1. Plusieurs iitbilys de MOS1 ont été identifiés et pourraient
étre utilisés a des fins thérapeutiques pour imhies intégrases rétrovirales. Une meilleure
compréhension du mode d’action de ces inhibitearaitstres utile pour concevoir de meilleurs

médicaments.

La protéine Autonomously replicating sequence (ABi&}ling factor 2 (Abf2), bien connue pour
son role essentiel dans le maintien de I'ADN mitocirial, a récemment été décrite comme étant une
enzyme impliquée dans la réparation de 'ADN mitmudirial deSaccharomyces cerevisia&fin de
mieux comprendre cette nouvelle activité d’Abf2 aghsi d'appréhender son potentiel éventuel
comme cible thérapeutique, une identification de actif est nécessaire.
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La protéine humaine Phosphatidyl Ethanolamine Bigid®rotein 1 (hPEBP1), est un suppresseur de
métastases dans différents types de cancer. Latiio® est le seul composé connu qui empéche la
migration des cellules en se liant a hPEBP1. Aujtwi, la plupart des approches utilisées pour
prévenir les métastases sont basées sur I'inmbdtés facteurs pro-métastatiques. La particuldaté

la protéine hPEBP1 est d'étre au contraire un diacheti-métastatique. Les travaux présentés ici
s’inscrivent dans un projet collaboratif dont I'ebjif est d’exploiter le potentiel anti-métastagqu
naturel de PEBP1 en synthétisant, de facon ratiEnrdes analogues de locostatine ayant un effet
agoniste (ou activateur) de la protéine pour erefde futurs médicaments capables d’empécher le

développement des métastases cancéreuses.

2. Objectifs du travail de these

2.1 Corriger la séquence de la grégline et localisePVis

La grégline a des propriétés remarquables de aésista la protéolyse et a la dénaturation thermique
acide ou basigue. L'objectif est d’explorer la s&nge de la grégline et d’inventorier puis localiser
ses PTMs, et d'utiliser ces données en combinagea des données de structure cristallographique
pour comprendre l'origine de cette résistance.

2.2 Caracteriser le complexe MOS1-inhibiteur

Des inhibiteurs de l'activité de transposition d€SI1l ont été découverts. Afin de décrypter le
mécanisme de liaison et de localiser le ou leqS3iteible(s) des inhibiteurs, il est nécessaire de
caractériser l'interaction de ces inhibiteurs avi€aS1.

2.3 Localiser le site actif d’Abf2

Récemment, une activité lyase d’Abf2 a été décdawdans notre institut au CBM. Pour contribuer
a la compréhension du mécanisme catalytique, tilléealiser le site actif d'Abf2.

2.4 Caractériser linteraction entre hPEBP1 et la ltatise afin de
fournir des élements pour la synthese raisonnéetidsdeurs des
propriétés antimétastatiques naturelles de hPEBP1

Dans le but de fournir des informations précieugear la synthése raisonnée d’analogues de
locostatine, linteraction entre hPEBP1 et la Idatise doit étre caractérisée au niveau cinétigue e
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structural. Cette caractérisation comprend la digse du mécanisme de liaison entre les deux

partenaires et la localisation du site spécifiag@elé maniére covalente a la locostatine.

2.5 Développer des outils pour la caractérisation delifitations de
protéines

Plusieurs des protéines cibles étudiées ici ndeessdes outils fiables pour lidentification, la
localisation et la quantification de modificatiortg)’elles soient post traductionnelles ou induites
dans le cadre de complexes protéine-ligand. Pdar plisieurs méthodes plus ou moins générales et
combinant des outils biochimiques avec la MS vavodt étre développées.

L'étude bibliographique de I'état de l'art a miggidence qu’il n’existe pas de méthode qui sdit &
fois universelle, exhaustive, et globale pour gifi@entde maniere fiable le degré de modification de
tous les sites d’'une protéine modifiee. Un des atiigede ce travail est donc de développer une
nouvelle méthode de quantification répondant actiésres précis. En effet, elle doit étre inseresibl
au caractere labile ou dégradable de certaines figatdtins, précise a I'échelle du résidu et
insensible aux différences d’efficacité d’ionisatientre les formes modifiées et non modifiées.
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Résultats et Discussion
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Chapitre 1 Une nouvelle modification de la
grégline, un inhibiteur de protéases a sérine
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Résumé du chapitre 1 :

La grégline est une protéine capable d’inhiber tedScacement I'élastase de neutrophile humaine
(HNE), protéase majeure de l'inflammation, égaletmimmpliquée dans l'invasion tumorale et dans
les maladies pulmonaires. La grégline a des prdpa&emarquables de résistance a la protéolyse et
a la dénaturation thermique, acide ou basique. Pepriétés physico-chimiques suggerent que la
grégline peut étre utilisée en tant que modele pmurcevoir une nouvelle génération d'inhibiteurs
de HNE trés résistants a la dégradation. Pour camngre l'origine de cette résistance, la
spectrométrie de masse haute résolution combinée plusieurs outils biochimiques a été utilisée
pour obtenir la séquence correcte de la grégline determiner ses modifications post-
traductionnelles. Ces travaux ont fait I'objet daipublication dans FEBS Journal. Par ailleurs, une

modification nouvelle a été détectée et une formlée est proposée.
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1. Contexte

Les protéases a sérine sont impliquées dans deraormprocessus biologigues tels que la réponse
immunitaire ou la coagulation sanguine. Dans urapiggme sain, l'activité protéolytigue de ces
enzymes est régulée par des inhibiteurs endogémesdéséquilibre entre les protéases et les
inhibiteurs peut conduire a des dysfonctionnemgrases. Ainsi, I'élastase de neutrophile humaine
(HNE) est considérée comme la protéase majeurdqgod@ dans la destruction des tissus lors de
linflammation. En agissant directement sur lest@ires de la matrice extracellulaire, cette sérine-
protéase est impliguée dans linvasion tumoralelasts les maladies pulmonaires telles que la
maladie pulmonaire obstructive chronique (COPDroglt obstructive pulmonary disease) et la
mucoviscidose (cystic fibrosis). Le développementinduvelles thérapies anti-HNE pour traiter des
maladies inflammatoires semble prometteur. La grégst un inhibiteur puissant de HNE. C’est une
protéine purifiée a partir d’ovaires de crig&ethistocerca gregarieElle est résistante a la protéolyse
et a la dénaturation (thermique, acide ou basigiedes propriétés physico-chimiques suggérent
gu'elle peut étre utilisée en tant que modele jgoacevoir une nouvelle génération d'inhibiteurs de
HNE trés résistants a la dégradation.

La grégline est une protéine de 83 acides aminésaoauient trois sites de phosphorylations putatifs
S8, S11 et S15 (Brillard-Bourdet al, 2006). Ces résidus sont suspectés étre phosphargt 1) le
séquencage d’Edman n'a pas permis d’identifier ideacaminé standard (non modifi€) a ces
positions, 2) un quadruplet de pic séparés de 8@ B observé en spectrométrie de masse sur la
grégline entiére et 3) le programme de prédictiersitie de phosphorylation NetPhos propose ces
positions comme étant phosphorylées (Brillard-Betied al, 2006). Les alignements de séguence
n'ont révélé aucune homologie avec d’autres inbdib# connus. Pour découvrir les mécanismes qui
sous-tendent ses propriétés biologiques, une éisation de sa structure primaire et tertiair¢éa é
effectuée par spectrométrie de masse et cristalibdg aux rayons X.

En combinant plusieurs outils biochimiques avesgactrométrie de masse haute résolution nous
avons déterminé la séquence correcte de la gréglisé que ses modifications post-traductionnelles
(PTMs). La structure cristallographique indique dmgrégline représente un nouveau membre de la
famille des inhibiteurs Kazal non classiques, alge@articularité de contenir une extrémité C-
terminale additionnelle qui pourrait étre impliqusns la sélectivité d’inhibition de la grégline.
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2. Publication

Crystal structure of greglin, a novel non-classical
Kazal inhibitor, in complex with subtilisin
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Greglin is an 83-residue serine protease inhibitor purified from the ovaries of
the locust Schistocerca gregaria. Greglin is a strong inhibitor of subtilisin
and human neutrophil elastase, acting at sub-nanomolar and nanomolar
concentrations, respectively; it also inhibits neutrophil cathepsin G, a-chy-
motrypsin and porcine pancreatic elastase, but to a lesser extent. In the pres-
ent study, we show that greglin resists denaturation at high temperature
(95 °C) and after exposure to acetonitrile and acidic or basic pH. Greglin is
composed of two domains consisting of residues 1-20 and 21-83. Mass spec-
trometry indicates that the N-terminal domain (1-20) is post-translationally
modified by phosphorylations at three sites and probably contains a glyco-
sylation site. The crystal structure of the region of greglin comprising resi-
dues 21-78 in complex with subtilisin was determined at 1.75 A resolution.
Greglin represents a novel member of the non-classical Kazal inhibitors, as it
has a unique additional C-terminal region (70-83) connected to the core of
the molecule via a supplementary disulfide bond. The stability of greglin was
compared with that of an ovomucoid inhibitor. The thermostability and
inhibitory specificity of greglin are discussed in light of its structure. In par-
ticular, we propose that the C-terminal region is responsible for non-favour-
able interactions with the autolysis loop (140-loop) of serine proteases of the
chymotrypsin family, and thus governs specificity.

Database
The atomic coordinates and structure factors for the greglin—subtilisin complex have been
deposited with the RCSB Protein Data Bank under accession number 4GI3.

Structured digital abstract

e Greglin and Subtilisin Carlsberg bind by X-ray crystallography (View interaction)

Introduction

Serine proteases are involved in many biological pro-
cesses. In addition to their role in digestion, they have
highly regulated functions in embryonic development,
the immune response and blood coagulation [1]. In a
healthy organism, the proteolytic activity of these

Abbreviations

enzymes is regulated by natural endogenous inhibitors.
An imbalance between proteases and inhibitors may
lead to severe dysfunctions. Serine protease inhibitors
are classified as canonical inhibitors, non-canonical
inhibitors and serpins based on their mechanism of

AEl, Anemonia elastase inhibitor; CID, collision-induced dissociation; HRMS, high-resolution mass spectrometry; OMTKY3, third domain of

turkey ovomucoid; RSL, reactive site loop.
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4, Annexes a la publication

4.1 Analyse des cristaux du complexe grégline-sulisipar
spectrométrie de masse.

Comme évoqué dans la publication, aucune densitéréhique n'a été observée pour les résidus 1-

20 et 79-83. Pour rappel, la Figure 37 montre dpuséce corrigée de la grégline.

Figure 37. Séquence de la grégline issue des badesionnées (DB) et corrigée par spectrométrie de e (MS).
Les résidus corrigés sont en rouge souligné.

10 20 30 40 50 60 70 80 83
DB SEDDGSVSPE SQEMSYLELP LPSISPLIYA PVCVEDSNSD FYLFVNECEV RKCGCEAGFV YTFVPREMCK ATTSLCPMQT KSS

MS lSEDDGSASPE SQEMSYTELP QPSIQPHIYA PVCVEDSNQD FYLFVNECEV RKCGCEAGFV YTFVPREMCK ATTSLCPMQT KSS

/
+ 472.146 Da

Afin de savoir si les zones 1-20 et 79-83 sont dEsmées ou simplement absentes, les cristaux du
complexe grégline-subtilisine ont été analysésspactrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 38).
Les résultats indiquent que la grégline est troeqéeN-terminal et qu’il manque 3 a 5 résidus en C-
terminal : observation desn/z 6726.1 et 6955.2 annotés a la grégline [19-78] 19-40],
respectivement. Les formes une fois et deux foysléas de ces especes ont également été observées.
La subtilisine est observée intacha/£9096.5) et tronquée [1-272] ou [3-274)/¢9030.8).
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Figure 38. Analyse MALDI-TOF des cristaux du complee grégline-subtilisine.Les cristaux ont été laves avec du
tampon de cristallisation puis avec de I'eau. H$ ensuite été solubilisés dans 2 pL d’'eau avagtteldilué au 1/10°
dans une solution de matrice HCCA/FWI. Le mélangrice-échantillon a été déposé selon la méthoda deuche
ultra-mince (Cadene and Chait, 2000; Gabant anci@ad?008) et les dépbts ont été lavés avec duME® avant
acquisition. Les acquisitions ont été réaliséemede linéaire positif. Les masses moyennes obsesa@® Al = 27287
Da, A2 = 27089 Da, B1 = 6954.2 Da et B2 = 6725.1cbaespondant respectivement a la subtilisineeen{i1-274]
(Mmoyenne théoriquz 27288 Da), subtilisine tronquée [1-272] ou [3-PMmoyennethéorique= 27089 Da), grégline tronquée [19-

80] (Mmoyenne théorique = 6954.1 Da) et grégline tronquée [19-78]Mnne thsorique = 6724.9 Da). Les oxydations sont
représentées par un astérisque.
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4.2 Détermination de la formule brute de la modificatioconnue de la
grégline

4.2.1 Interprétation du spectre pseudoMS3 de la modificahconnue

La Figure S3 de l'article indique que la modificaticontient un hexose (perte de neutre de 162.0528

Da correspondant asB100s) et des groupements alcool ou acide (pertes dgasede 18.0106 Da
correspondant a40).

De plus, nous observons un changement de paritéi pes ions fragmentsn{/z 150, 168, 186 vs

215, 233, 257, 275, 293, 311) ce qui est infornwatifla présence d’'azote dans la molécule. En, effet
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d’'aprés la « régle de 'az8te le fragment den/z 473 correspondant au [M+Hle la modification
indique une masse M paire de 472 Da, ce qui s@tafprésence d’'un nombre pair d’'azote : 0, 2, 4...
L'observation d’un changement de parité parmi ¢aws ifragments nous amene a deux interprétations

possibles :

1) sitous les ions fragment sont de forme [M%Hg changement de parité des ions fragments
est lié a une variation du nombre d'atomes d’azbts M impaires rh/z 150, 168, 186)
indiqueraient ainsi la présence d'un nombre imgaizotes, et donc d’au moins un atome
d'azote. Comme l'ion parent possede un nombreddotes, si I'on exclu la possibilité que
ce nombre soit nul, alors le nombre d'azotes d#@ts parent doit étre supérieur ou égal a
deux.

2) le changement de parité des ions fragments eat [déprésence d’ions radicalaires. ek
paires 150, 168 et 186 correspondraient alors aMde¢M paire) et le nombre d’azotes dans

I'ilon parent pourrait étre égal a zéro, deux, quatr

Par ailleurs, nous avons également examiné le ddamassede la modification inconnue qui est
de +0.1535 (473.1535 — 473 = 0.1535). Ce dernieplagdt faible pour cette masse sachant que le
défaut de masse moyen pour une molécule constinigegement de C et H est de + 0.1 par 100 Da.
En considérant les défauts de masse des élémentplds courants dans les biomolécules
(Tableau 5), le défaut de masse de +0.1535m&u473 est cohérent avec la présence accrue
d’'oxygéne qui a un défaut de masse négatif de 5Q.@ar atome d’oxygene. La présence d’autres
hétéroatomes a défaut de masse négatif tels geeulre (défaut de masse de -0.0279) ou le
phosphore (défaut de masse de —-0.0262) est égdlgrossible. Enfin, la présence de plusieurs
insaturations peut également contribuer a ce faiéfaut de masse de +0.1535.

Afin d’approfondir la caractérisation de cette nimdition, la recherche de sa formule brute a été

entreprise.

2 La régle de I'azote permet de déterminer si unkeoate organique contient un nombre pair ou imgaitome d'azote.
Elle repose sur le fait que la plupart des élémprésents dans les molécules, excepté I'azoteyrmmtvalence et une
masse nominale de méme parité: ainsi le carboree e valence de 4, 'hydrogene 1 a une valende kiexygéne 16
une valence de 2, alors que l'azote 14 a une waldac3. Ainsi, une molécule organique de masse ik& ara un
nombre pair d’atome d’azote (0, 2, 4,...) et unéémde de masse impaire aura un nhombre impair mfatd’azote (1, 3,
5,..). Cette regle de I'azote de fonctionne pas avee molécule inorganique.

% Le défaut de masse, en spectrométrie de masda, différence entre la masse exacte (ou masseisuopique) d’un
élément, d’'une molécule ou d’'un ion et sa masseimae La masse nominale correspond a la sommeothbrre de
masse A des isotopes les plus abondants de chtmme @est-a-dire la somme du nombre de neutrae gtroton. Pour
exemple, I'hydrogéne a une masse nominale de brdteat un proton. Le carbone a une masse nomual&2 et
contient six protons et six neutrons. Ainsi une éoole comme le glucose, de formule brugl@0s, a une masse
monoisotopique calculée de 180.06339 Da, une nmsa@ale de 180 et un défaut de masse de +0.06339.

Pour information, la définition du défaut de massephysique est différente et correspond a lardiffée entre la masse
d’'un atome et la somme des masses des protonspme@t électrons qui le constituent. Ce défautndsse, qui varie
pour chaque élément, représente I'énergie nécesgair la formation et la stabilisation du noyaestcl’énergie de
liaison d’'un noyau (Thurman and Ferrer, 2010).
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Tableau 5. Défauts de masse des éléments les plugrants dans les biomolécules

Elément Symbole  Masse Nominale Masse Exacte AbaedanDéfaut de masse
%0 16 15.99491 0.99757 -0.00509
Oxygéne Yo 17 16.99913 0.00038 -0.00087
o) 18 17.99916 0.00205 -0.00084
Phosphore 3p 31 30.97376 1.00000 -0.02624 défaut de masse < 0
%3 32 31.97207 0.94930 -0.02793
Soufre 3 33 32.97146 0.00760 -0.02854
¥s 34 33.96787 0.04290 -0.03213
Carbone izc 12 12.00000 0.98930 0.00000 défaut de masse £ 0
C 13 13.00335 0.01070 0.00335
Hydrogene H 1 1.00783 0.99989 0.00783
Hou D 2 2.01410 0.00012 0.01410 défaut de masse >0
Azote i:N 14 14.00307 0.99632 0.00307
N 15 15.00011 0.00368 0.00011

4.2.2 Recherche de la formule brute de la modificaticdomue

Les spectres relatifs a la modification, présenl#@ss la publication, sont des spectres MS/MS qui
sont moins adaptés que les spectres MS a la giemédat formule brute du fait d’'une précision de
mesure insuffisante : < 2 ppm en MS et pouvant alequ’a 0.01 Da en MS/MS soit une erreur de
21 ppm aum/z473. En effet, afin de réduire le risque de prepame formule brute fausse, il est
primordial d’avoir une précision de masse élevésta-dire une valeur de ppm faible. La précision
de mesure dégradée en MS/MS est liée a trois factel) I'absence de calibrant interne (« lock-
mass ») dans les spectres MS/MS, 2) la faible siti@de certains pics et 3) le peu d’accumulation d
signal (< 200 msec) car les spectres ont été obtemmanoLC-HRMS.

Une deuxiéme expérience a ainsi été conduite.sEd& effectuée en infusion afin d’accumuler du
signal et d’optimiser les parameétres d’acquisit{@misation, transmission, fragmentation) pour le
m/z 473. La stratégie pseudo-MS3 (ISD + CID) présemiges la publication a cette fois-ci été
utilisée pour l'analyse directe de la grégline @mti Pour éviter une influence éventuelle de la
structure repliée de la grégline sur la dissocmtite la modification dans la source, les ponts
disulfures ont été préalablement réduits par uoebiation dans 2 mM de TCEP pendant une heure a
50°C. La modification inconnue a ainsi été géndtaas la source (ISD) puis somza été mesuré
précisément en MS grace a la présence d’un catiimrne (« lock-mass »). Deux autregz 168

et 311, correspondant a des fragments de la matiificont également été détectés (Figure 39).

132



Figure 39. Spectre ISD-HRMS de la grégline réduitau TCEP et dessalée-concentrée par ZipTip C1&e spectre
correspond a la moyenne des spectres acquis peRdantin. Trois ions caractéristiques de la modtfin inconnue
sont observés en MS.
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Le Tableau 6 regroupe les différentes formulesdsrutbtenues pour ces trois ions en utilisant le
logiciel Smart Formula (Bruker Daltonics) et en sidérant les éléments C, H, O, N, S et P.
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Tableau 6. Formules brutes générées a partir daw/z 168.0657, 311.1006 et 473.1538 relatifs a la mazhfion
inconnue en utilisant le logiciel SmartFormula (Briker). Les éléments C, H, O, N, S et P ont été consddra
tolérance a été fixée a 2 ppm. Le score mSigma cenmpte de la probabilité que la distribution ipitoie observée
corresponde & la distribution théorique d’une fdembrute donnée. Plus le score mSigma est faiblpliet cette
probabilité est grande. Le nombre d'insaturationrpzhaque formule est affiché : rdb pour « ring dodble bound ».
Les configurations électroniques paire (« evertimnpaire (« odd ») ont été examinées. La regléadete (N-rule) a été
vérifiée pour chaque formule. Les formules surlgmén bleu sont les formules retenues.

Meas.m/z # Formula m/z err [ppm]  mSigma  rdb e Conf N-Rulp
168.0657 1 C8H1I0ONOS3 168.06552 -1.1 12.1 45 even ok
311.1006 1 C6HI11N14S 311.10063 0.09 6.4 8.®ven ok

2 C10H20N2O 7P  311.10026 -1.09 13.2 25 even ok

3 C7H17N705S 311.10064 0.11 15.6 3 odd ok

4 C9H14N90O2P 311.10026 -1.11 15.9 8 odd ok
473.1538 1 C13H27N7010S 473.15346 0.7 416. 4 odd ok

2 C16H30N20O12P 473.15309 -1.5 16.4 35 even ok

3 Cl7H26 N6O8P 473.15442 1.33 17.2 8.5 even ok

4 C15H24N90O7P 473.15308 -1.51 20.5 9 odd k o

5 C21H23N508 473.15411 0.67 22.8 13 odd ok

6 Cl16H20N130O3P 473.15442 1.32 23.6 14 odd ok

7 C14H18N160O2P 473.15308 -1.52 24.7 14 %ene ok

8 C23H28N304PS 473.15327 -1.12 33.9 12 d od ok

9 C20H17N1203 473.15411 0.66 35.9 185 even ok

10 C25H3005PS 473.15461 1.72 39.6 115 evenok

11 C24H24N7PS 473.1546 1.71 45.8 17 odd ok

12 C27H25N204S 473.15295 -1.78 54.6 16.%ene ok

13 C28H21NG6S 473.15429 1.05 66.7 215 =even k o

14 C31H24NO2P 473.15392 0.26 67 21 odd ok

15 C35H2102 473.15361 0.4 86.8 255 even ok

Pour lem/z 168, il n'y a qu'une seule formule générégHEGNO; et ce jusqu’a une tolérance de
9 ppm ce qui consolide I'annotation. On notera lguparité électronique est paire (« even ») ce qui
correspond a l'interprétation 1) présentée au papdg 4.2.1.

Pour lem/z311, quatre formules brutes sont proposées. Swada des trois pertes de neutre,@H
observées pour Im/z311 (Figure S3 de la publication), qui suggéererisence d’un minimum de
trois atomes d’'oxygéne, les formules annotées N°R°8 sont possibles. En restant cohérent en
termes de configuration électronique, c’'est la folembrute GoH.oN.O;P, correspondant a la

configuration paire, qui est retenue.

Pour lem/z473, quatorze formules brutes sont proposées.oBsidérant un nombre minimum de
huit atomes d’oxygene, correspondant a la sommérdisgpertes d’'bHO dum/z311 et de la perte de
'hexose (GH100s), les formules annotées N°1, 2, 3 et 5 sont plessiEn examinant le nombre

d’insaturation (colonne « rdb »), les formules Nt®, avec un nombre d’insaturation élevé de 9 (rdb
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= 8.5) et 13 (rdb = 13) respectivement, sont pabgnles. En prenant en compte la présence de
phosphore dans la/z311 et la configuration électronique paire, cladbrmule brute GH3oN2012P

qui est retenue.

La modification intacte et les ions fragments 3111@&8 ont également été fragmentés en pseudo
MS3 afin d’apporter le maximum d’information strule (Figure 40).
Figure 40. Spectres pseudo MS3 (ISD + CID) daw/z 473 (modification intacte), 311 et 168 (fragmentge la

modification). A, spectre pseudo MS3 de la modification intactesjgectre pseudo MS3 du fragmentndiz 311. C,
spectre pseudo MS3 du fragmentnolz 168.
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Ces spectres indiquent une fragmentation en « gorymse » avec 473 qui donne 311 (perte d'un
hexose) qui donne 168 (Figure 41).
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Figure 41. Représentation graphique de la modifican dem/z473.1538.
m/z 311 C1oHooN,0O,P

m/z 168
CgH,oNO4

Hexose
CGH1 005

L'analyse de ces données de fragmentation aveagleiél SmartFormula3D (Bruker) est cohérente
avec les formules brutes proposées poumizd 68, 311 et 473 (Tableau 7).
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Tableau 7. Formules brutes générées pour les ions§ments desm/z 168, 311 et 473 en utilisant le logiciel SmartForata3D (Bruker). Les formules brutes sont dans
I'encadré rouge.

. lon Formules brutes pour les ions fragments
precurseut
Precursor Spectrum Fragment Spectrum
+MS2(168.06000), 9.75-10.76min #(375-395) +MS2(168.06000), 9.75-10.76min #(375-395)
m/z FWHM SN m/z Intensity FWHM =
165.07038 0.01169 319.8 [ 70.06502 166.7 0.00566
0.01412 246.1 [ 96.04422 207.6 0.00683
0.01928 594.8 [ 98.05988 194.8 0.00793 g
167.11699 0.00921 447.7 [ 109.00414 158.5 0.00566
168.04346 0.01305 558.7 [ 110.07046 458.5 0.00646
168.06545 0.00992 2599.9 193.6 0.00743 L4
168.10122 190.7 0.01843 363.9 285.8 0.00735
169.07240 196.7 0.02161 375.9 : 256.0 0.00785
168 169.09630 137.7 0.01428 263.2 [ 125.07009 136.1 0.00827
169.13281 274.4 0.00984 524.3 [] 126.05476 6652.0 0.00775 11959.0
170.05922 666.8 0.00872 1276.1 [ 126.08887 125.6 0.00563 225.9
170.09188 125.0 0.02341 239.2 [] 127.05710 359.7 0.00980 647.6
171.08041 110.9 0.02972 212.5 170.0 0.00863
171.11178 189.4 0.01579 362.9 155.6 0.00738 .
[] 138.05466 31415 0.00723 5742.5 1|
) amn Arana nan A Aennr ars a
SumFormula mjzcalc err[mDa]  err[ppm] mSigma eConf Comb... Co... Comb.... SumFormula SumFormula Loss mfzloss err[mDa] ... D... Intensity mjzcalc err[mDa] m
C8HI10NO3 168.06552 _ 0.07 0.40 315 even 226 0.23 [BCH||| [ csHe03 H4N 18.03447 -0.10 2438 15003115  0.16
Elc7HsNO2 CH20 30.01079 3141 13805495  0.29
ElceHsnNO?2 C2H20 42.01069 6652 126.05495  0.20
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lon
précurseur

Formules brutes pour les ions fragments

311

Precursor Spectrum

+MS2(311.10001), 7.78-8.26min #(341-350)

F t Spectrum

rrag
+MS2(311.10001), 7.78-8.26min #(341-350)

mfz Intensity FWHM SN = mfz Intensity FWHM SN -~

308.16195 164.6 0.03259 95.7 [F] 234.05341 127.5 0.01074 47.8

309.08585 164.9 0.02977 97.4 240.13415 115.9 0.01266 43.1

309.13068 391.7 0.02650 231.6 242.11517 128.4 0.01333 47.6

309.16241 486.5 0.03573 287.8 251.07835 105.1 0.01556 38.4

309.19917 283.1 0.02599 167.6 = E] 257.06786 580.4 0.01144 210.2

310.10874 237.5 0.02944 142.9 275.07911 2780.0 0.01303 1023.1

310.16167 484.6 0.02587 291.9 276.08013 357.7 0.01309 133.1

310.20086 218.3 0.02864 131.6 283.14431 252.9 0.01255 102.2

311.02843 214.4 0.03481 131.2 L 293.08886 2679.0 0.01402 1231.9 A

311.09951 6038.3 0.01520 3699.8 294.09294 271.0 0.01570 126.4 3

311.13586 580.4 0.02944 355.8 308.16195 164.6 0.03259 95.7

311.17539 461.8 0.03666 283.3 309.08585 164.9 0.02977 97.4

312.10454 730.2 0.02637 455.8 309.13068 3917 0.02650 231.6

312.15796 417.3 0.02916 260.8 D 309.16241 486.5 0.03573 287.8

313.05870 125.9 0.02619 80.0 L 309.19917 283.1 0.025%9 167.6 L

e ceann Ane A A AnAre ~em [l nen «nn=a Ans - A Annas can

SumFormula mfzcalc err[mDa]  err[ppm] mSigma eConf Comb... Co... Comb... “} | SumFormula SumFormula Loss mjzloss err[mDa] ... Intensity mjzcalc errf[mDa] m)
C10H20N20O7P 311.10026 0.76 243 20.5 even 32.9 0.50 0.9! C10H18N206P H20 18.01065 -0.08 2679 293.08970 0.84
C12H15N406 311.09861 -0.90 -2.88 23.7 even 47.9 0.60 0.5¢ C10H16N20S5P H402 36.02040 0.73 2780 275.07913 0.03
C8H18N506P 311.09892 -0.59 -1.89 25.7 odd 33.2 0.60 0.4 C8H14N204P C2H603 78.03068 1.01 1217  233.06857 -0.25
C9H14N90O 2P 311.10026 0.75 2.41 26.0 odd 43.9 0.74 0.6¢ D C8H10NO3 C2H10NO 4P 143.03384 0.91 7058  168.06552 -0.15
C14H17NO7 311.09995 0.45 1.43 26.2 odd 46.1 0.45 0.7] C7HS9N20OP C3H1106 143.05515 0.41 1096  168.04470 0.34
C7H12N120P 311.09892 -0.59 -1.90 32.0 even 41.5 0.60 0.6¢ E] C4HONO 3P C6H11NO4 161.06784 0.96 3020 150.03146 -0.21
C6H17N706Si 311.10041 0.90 2.90 32.3 odd 53.1 0.63 0.9( C8H603 C2H14N204P 161.06784 1.27 3020 150.03115 -0.52
C11H9N 110 311.09861 -0.90 -2.90 33.9 odd 60.7 0.86 0.6¢ [FlceHsNno2 C4H12NOSP 185.04414 1.17 793  126.05485 -0.41
C7H17N705S 311.10064 1.13 3.64 34.3 odd 44.8 0.81 1.0] D C6H603 C4H14N204P 185.06783 1.28 2290 126.03115 -0.53

C13H11N8O2 311.09995 0.44 1.42 35.9 even 61.1 0.51 0.5¢
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lon
précurseur

Formules brutes pour les ions fragments

473

Precursor Spectrum

+M52(473.60001), 4.95-6.31min #(285-315)

Frag Spectrum
+MS2(473.60001), 4.95-6.31min #(285-315)

m/z Intensity FWHM SN A1 miz Intensity FWHM SN [

471.17900 223.9 0.07304 129.6 [i] 126.03184 602.4 0.00701 874.3

471.22140 303.5 0.04525 175.8 D 126.05436 120.1 0.00789 174.3

471.25814 340.7 0.05413 197.5 E] 129.10290 184.1 0.00793 258.0 £

471.30694 1361.1 0.02103 789.4 [7] 150.03155 698.3 0.00798 792.9

472.18381 211.4 0.16248 124.0 168.04293 462.6 0.01051 451.5

472.24582 362.8 0.06090 212.9 £ D 168.06565 1354.2 0.00981 1321.5

472.30937 647.5 0.02178 380.3 [7] 169.06831 132.4 0.01063 128.2

473.15231 3140.4 0.01953 1864.7 213.08697 114.5 0.01116 87.0

473.22599 469.5 0.05829 279.1 215.05784 214.9 0.01080 161.8

473.30498 165.7 0.03215 98.6 [F] 216.04246 188.7 0.00978 141.5

474.15672 666.0 0.02567 400.7 233.06826 310.9 0.01227 216.8

474.23039 339.7 0.06714 204.5 i 252.06319 142.6 0.01473 92.2

475.19458 301.3 0.07291 183.7 [F] 257.06800 233.1 0.01185 147.9

475.23122 283.4 0.04088 172.9 D 275.07888 1262.9 0.01275 765.9

475.33302 114.2 0.03001 69.8 L [7] 276.08176 122.4 0.01359 74.4 -

P - Ane A A Arasn car ~ ) man AnAn anns A A nenra e Y

SumFormula mjzcalc err[mDa]  err[ppm] mSigma eConf Comb... Co... Comb... * |}| SumFormula SumFormula Loss mjzLoss err[mDa] ... Intensity mjzcalc errf[mDa] m
C14H 11N 21 473.15008 -2.23 -4.72 16.2 odd 49.4 1.47 1.9l [[lcioH20N207P C6H1005 162.05255 0.28 3915 311.10026 0.50

C16H23N70 10 473.15009 222 -4.70 20.6 odd 40.3 113 2.5= El C14H17NO7 C2H13NOSP 162.05255 0.59 3915  311.09995 0.19
C15H24N907P 473.15308 0.77 1.63 20.8 odd 32:5 0.74 1.0( [j CI0H18N20O6P C6H1206 180.06305 0.34 1226  293.08970 0.43
C17H26N60O8P 473.15442 2.11 4.96 21.3 even 33.3 0.95 2.2 E] C14H1S5NO6 C2H15NO6P 180.06305 0.65 1226  293.08939 0.12
C18H25N40 11 473.15143 -0.88 -1.86 22.3 even 38.1 0.69 0.7 D C10H16N205P C6H1407 198.07343 0.52 1263 275.07913 0.25
C13H22N 1206P 473.15174 -0.57 -1.21 22.4 even 29.3 0.72 0.6 [j C14H13NOS C2H17NO7P 198.07343 0.83 1263  275.07882 -0.06
C16H30N20 12P 473.15309 0.77 1.64 24.6 even 29.0 0.39 0.7 [FlcsH1oNO3 C8H20NOSP 305.08666 0.90 1354  168.06552 -0.13
C20H27NO 12 473.15278 0.46 0.98 25.3 odd 35.7 0.30 0.5¢ C4HONO 3P C12H21INOSYS 323.12076 0.87 698 150.03146 -0.10
C17H290 15 473.15010 -2.22 -4.68 26.6 even 56.7 2.25 1.8 C8H603 C8H24N209P 323.12076 1.18 698  150.03115 -0.41
C21H23N508 473.15411 1.80 3.81 30.5 odd 40.8 1.06 1.8¢
C14H28NS50 11P 473.15174 -0.57 -1.20 30.5 odd 30.9 0.65 0.6:
C19H21IN8O7 473.15277 0.46 0.97 34.7 even 40.7 0.82 0.8¢
C15H27N1002P2S 473.15089 -1.42 -3.01 35.1 even 36.8 0.75 1.8(
C17H19N 1106 473.15143 -0.88 -1.87 35.5 odd 40.2 0.92 1.2
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4.3 Recherche dans les bases de données

Afin d’identifier d’éventuelles molécules déja diées ayant la méme formule brute que la
modification, une recherche dans des bases de dsmadlectant des milliers de molécules et/ou de
spectres de masse de molécules a été realisés.basas de données ont été explorées : Chemspider,
METLIN et MassBank mais aucune ne contient la fderhrute recherchée ce qui suggére que la

modification découverte sur la grégline est nowvell

Sur la base de la présence de phosphore et d'wséekhypothése d’'une structure analogue a une
ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) est cogsié mais reste a confirmer a ce jour. L'autre
hypothése majeure est que la molécule contienttame "exotique" peu souvent rencontré en

biologie.

5. Perspectives

Afin de localiser le résidu modifié par cette nollezenodification, une expérience de fragmentation
ETD pourrait étre effectuée. Cela n'a pas encogerédlisé car il n'y a plus de protéine disponible,
celle-ci étant produite par purification aprés unes longue étape de dissection manuelle de

centaines d'ovaires de criquet.

D’autres techniques orthogonales, telles que la RVihalyse élémentaire ou la spectroscopie

infrarouge, pourraient apporter des informationgci@uses sur la structure de cette nouvelle
modification, le pourcentage en C, H, O, N, S, Ri@utres éléments non considérés jusqu’a présent
et I'existence de groupement fonctionnel particuldd-H, O-H, C=0, C=N, C=C...), respectivement.

Enfin le réle biologique des phosphorylations etadaouvelle modification reste a élucider. Elles n
semblent pas étre directement liées a l'activité-otéase de la grégline dans la mesure ou
Gauthier et ses collaborateurs ont montré que dalige clivée [27-81] conservait ses propriétés
inhibitrices (Brillard-Bourdetet al, 2006). Ces modifications post-traductionnellesirpaient par
contre étre impliquées dans la localisation etéostébilisation de la grégline, ou dans le recretgm

d’autres protéines pour former des complexes.
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Chapitre 2 Etude du complexe entre la
transposase MOSI1 et des inhibiteurs
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Résumé du chapitre 2 :

La transposition d’éléments génétiques est un nigeenessentiel pour la variabilité génétique et
I'évolution des génomes, mais il peut égalemerd §énotoxique lorsqu’un élément transposable
s'integre dans un gene vital pour la cellule hata.protéine MOS1 est une transposase de I'élément
mariner-Mos1 qui présente des caractéristiques cones avec l'intégrase du VIH-1. Plusieurs
inhibiteurs de MOS1 ont été identifiés et pourrdiétre utilisés a des fins thérapeutiques pour
inhiber les intégrases rétrovirales. En préalable eriblage d'inhibiteurs, les modifications post-
traductionnelles de MOSL1 ont été détectées etifdms. Nous montrons que MOS1 est a la fois
aceétylée et phosphorylée, et que la phosphorylaiomn effet direct sur I'activité de la transposase
Ces travaux ont donné lieu a une publication dansléic Acids Research.
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1. Contexte

La transposition d’éléments génétiques correspandéplacement d’'une séquence d’ADN, appelée
élément transposable, d'une position & une autre ldagénome. Ce mécanisme est une source de
variabilité génétique et constitue un outil ess#npiour I'évolution des génomes, mais il peut
€également étre génotoxique lorsqu’un élément t@swpe s’integre dans un géne vital pour la
cellule hote. Le séquencage des génomes a révéléesgeléments transposables (actifs et inactifs)
représentent une proportion €levée des génomesyetes avec 45% du génome humain, 40% de
celui de la souris, 60% de celui du mais et jusqu® de celui de la grenouille (Biémont and Vieira,
2006). Initialement considérés comme des paragéastiques ou de 'ADN inutile (« junk DNA »),

il est aujourd’hui admis que certains transposamsété domestiqués par leur héte pour fournir de
nouvelles fonctions cellulaires. Par exemple, lsté&aye de recombinaison V(D)J, qui génere la
diversité des anticorps, a tres certainement évalpartir d'un transposon eucaryote (Kapitonov and
Jurka, 2005), tout comme la méthyltransférase SERMé@galement appelée metnase, qui est une
protéine fusion entre un domaine SET et une tragagmmariner et qui est impliquée dans la
réparation de 'ADN (Beclet al., 2008). Les éléments transposables peuvent égatigouer un réle
important dans la régulation épigénétique (Slotkild Martienssen, 2007). La capacité des
transposons a s'intégrer dans le génome est eplpibur développer des vecteurs non viraux pour
la transgénése (Frokjaer-Jens¢ml, 2012) ou la thérapie génique (Hoetgal, 2014).

Les éléments transposables présentent une gramdesith chez les organismes vivants. lls sont
classés en deux catégories : les éléments de dlasggpelés rétrotransposons, qui utilisent un
intermédiaire ARN et les éléments de classe llsgutransposent directement par un intermédiaire
ADN. La transposition des éléments de classe lisatune enzyme spécifique, appelée transposase,
codée par le transposon lui-méme, qui est capadskeider le transposon de son locus et de l'intégre

ailleurs dans le génome.

La protéine MOSL1 est une transposase de I'élémmamniner-Moslqui appartient a la superfamille
des éléments transposablesl-mariner, transposons les plus répandus chez les eucarydigsey

et al, 2005). Les élémentmariner-Mosltransposenvia un mécanisme « couper-coller » qui se
décline en 5 étapes (Jailetal, 2012) (Figure 42) :

- (1) dimérisation des protéines MOS1 au niveau dhépetition terminale inversée (ITR pour
Inverted Terminal Repeat),

- (2) formation du complexe synaptique,

- (3) excision du transposon,

- (4) capture de 'ADN cible,
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- (5) intégration de I'élément au niveau d’'un sitielei

Figure 42. Cycle de transposition de I'élément trasposable mariner (d’aprés Jailletet al., 2012).Une représentation
schématique d’'un transposon mariner est illustréénaut de la figure avec les principaux composauis sont la
séquence codant pour la transposase (en griggpeéstions terminales inversées (ITR pour Inveifedninal Repeat)
(en orange) et le dinucléotide TA flanquant I'élét@oint de repére pour la transposition). La spasition de Mos1
comprend cinq étapes : (1) dimérisation des preg2MOS1 (en vert) au niveau d’'une ITR pour forneecédmplexe
SEC2 (Single-end complex 2). (2) L'assemblage dnptexe synaptique est obtenu par I'addition dusdddR a SEC2
pour former le complexe PEC (Paired-end compleX).Lés brins d’ADN sont ensuite clivés par la traosase, c'est
I'excision du transposon. Une fois que le complB¥@ (Pre-integration complex) est généré, la captier 'ADN cible

se produit (4), suivie de l'intégration de I'élénen niveau d’'un dinucléotide TA (5).

51TR 3'ITR
—_—TA m—Transposase coding sequence —mTA .
g0
Tpase @ C2C)> ®
@)) 5-Integration
1-ITR
< @) binding ‘ ‘_Q
[SECZ2] '
. 4-Target
2- Synaptic capture Q
complex assembly
3-Excision ' —
[PEC]
[PIC]

Ce mécanisme est similaire au mécanisme d’intégrates rétrovirus tels que le virus de
limmunodéficience humaine 1 (VIH-1), ce qui faie dMOS1 un bon modele pour l'étude du

mécanisme des intégrases rétrovirales.

L’équipe de C. Augé-Gouillou a identifié plusieunfibiteurs de la transposase MOS1 qui peuvent
agir sur une étape en particulier (excision pamgxe) ou plusieurs étapes (excision + intégration)
(Bouchetet al, 2009). Les inhibiteurs étudiés dans ce chapitmat sles dérivés bis(furani)

maléimides (Tableau 8).
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Tableau 8. Inhibiteurs de MOSL1 étudiés dans ce chége. La réaction suspectée est une addition de Michagheeau
de l'insaturation située entre le noyau furan@dbhction acide carboxylique pour MCV22 et engradbyau furanyl et la
fonction aldéhyde pour MCV41.

Incrément de masse ajouté
Formule
s Formule Masse. chimique de| Masse théorique Masse

Nom Structure des inhibiteurs b moléculaire| 7., .. % ; . théorique
rute (Da) I |nh|b|teur monoisotopique moyenne

ajouté (Da) (Da)
MCV22 CogH1/NOg 459.41 GsH17/NOg 459.0954 459.40543
MCV41 CogH1/NOg 427.41 GsH1/NOg 427.1056 427.4066

Ces inhibiteurs de MOS1 présentent deux intéréfjeura: ils peuvent étre utilisés 1) en recherche
fondamentale pour étudier en détail le mécanismé&cuntaire de la transposition en bloquant
certaines étapes du processus ou encore 2) ardgesh@rapeutiques pour inhiber les intégrases
rétrovirales telles que l'intégrase du VIH-1 quégente des caractéristiques communes avec MOSL1.
Récemment, Wolkowiczt al. (2014) ont montré que le médicament antirétroviRaltegravir,
initialement développé contre l'intégrase du VIHiihibe les étapes d’excision et d’intégration du
transposon mariner-Mos1 (Wolkowicz et al, 2014). Les auteurs ont obtenu la structure
cristallographique du complexe MOS1-Raltegravir,qte permet de mieux comprendre le mode
d’action de cet inhibiteur et ainsi de concevoirrdeilleurs médicaments. Les inhibiteurs de MOS1
ont une fonction accepteur de Michael potentieéequi a suscité notre intérét dans notre démarche
d'identification de sites de modification par desepteurs de Michael sur des protéines d'intérét
thérapeutique.

2. Objectifs

Ce projet collaboratif visait a caractériser pagctppmétrie de masse le complexe entre MOS1 et les
inhibiteurs MCV22 et MCV41. Plus précisément, iifd) confirmer que les inhibiteurs se fixent de

maniere covalente a MOS1 en complexe ou non avedBN cible au vu de leur fonction accepteur
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de Michael, 2) déterminer la stcechiométrie des dexeg inhibiteur-MOS1 et inhibiteur-MOS1-
ADN et 3) localiser le ou les résidu(s) ciblé(s).

3. Etude de la protéine MBP-MOSL1 produite d&ssherichia

coli

La transposase a été exprimée en fusion avec taipeoMBP (« Maltose Binding Protein ») pour
surmonter des problemes de solubilité de MOS1 ioetlg est exprimée seule (Figure 43). Cette
protéine MBP-MOSH été produite, dans un premier temps, dstherichia coliet sera dénommée
MBP-MOS cqii par la suite.

Figure 43. Représentation schématique de la protérfusion MBP-MOSL.

MBP MOS1

43 kDa
(40 kDa) i ( )

3.1 Analyse de la pureté de la protéine

Dans un premier temps, l'intégrité et 'homogénéitela protéine MBP-MOSL,i ont été vérifies
par spectrométrie de masse MALDI-TOF en mesuranindesse de la protéine entiere. Ce type
d’analyse est nécessaire avant de commencer kltrawmutieux de la caractérisation de complexes
protéine-ligand. En effet, I'existence d'une dé@tamh protéolytique de la protéine et/ou de
modifications induites ou post-traductionnelles aoi@ négativement ce type d'étude par
spectrométrie de masse, en augmentant la microelgétééité de la protéine ou en créant des
ambiguités d'attribution de séquence aux massesna@es. La Figure 44 montre la présence de
nombreux pics qui correspondent a la protéine iattBP-MOS .o mais également a des produits
de dégradation protéolytique de la protéine.
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Figure 44. Analyse MALDI-TOF de la protéine MBP-MOSIE 4. Une solution & 10 uM de protéine MBP-MQSsk
stockée dans un tampon 10 mM Tris-HCI pH 9, 100 MACI, 1 mM DTT, a été dessalée par micropurificafipTip
C4. Léluat a ensuite été concentré par évaporatjmeedvac puis dilué au 1f20dans la matrice HCCA/FWI. Le
mélange échantillon-matrice a été déposé sur dAeDI par la méthode en couche ultra-mince (Cadand Chait,
2000; Gabant and Cadene, 2008). Les acquisitionétéméalisées en mode linéaire positif.
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La masse moyenne observée pour MBP-MQSilest de 83377 Da soit un écart de masse de
+117 Da par rapport a la masse moyenne théoriq@32@0 Da (sans méthionine initiale). Cet écart
de masse, trop faible pour correspondre a la nditiédnitiale (131 Da), pourrait correspondre soit
une modification, soit a une mutation. Si lI'on ddesee des modifications induites ou post-
traductionnelles, le delta masse de +117 Da ne Iseds correspondre a une modification
communément décrite. De plus, MBP-MQgJ; intacte est observée sous la forme d’'un seul pic
homogéne (Figure 44) impliquant que la protéineaisemodifiee a 100%. Or, les protéines
recombinantes surexprimées dans un systéme bagtsoist généralement peu ou pas modifiées, ce
qui rend I'hypothése d'une modification peu crédiffahdevet al, 2008). Dans le cas d'une

mutation, I'écart de masse observé pourrait étrbbaé a une mutation par substitution d’'une alanin
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en tryptophane (+115 Da) ou encore a une insedliome asparagine (+114 Da) au niveau du linker
dont la séquence contient dix asparagine succassNSSSNNNNNNNNNNLGIEGRT.

Afin de localiser la mutation suspectée, une egméa bottom-up (protéolyse de MBP-MQSd
suivie d’'une analyse LC-MS/MS des peptides généésiop-down (fragmentation de la protéine
entiere dans le spectrometre de masse) pourraitédtisée. Etant donné que la protéine contiest de
produits de dégradation protéolytique, I'approchp-down semble plus adaptée car, en isolant
spécifiguement le pic d’intérét pour la fragmematielle permettrait de générer des informations de
séquence correspondant uniqguement a MBP-MQpIntacte. Cette analyse n'a pas été réalisée
pour le moment car la protéine étant active, il lslengque la mutation suspectée ne concerne pas la
séquence de MOSL1 dans la protéine de fusion avde,MB qu'elle affecte une zone de séquence

non-indispensable a son activité.

3.2 Analyse de la pureté des inhibiteurs

La pureté des inhibiteurs MCV22 et MCV41 a été édalpar spectrométrie de masse ESI-IT. En
raison de la présence de deux fonctions acide danstructure, MCV22 a été analysé en mode
négatif (Figure 45) et est observé sous forme [M-Husieurs pics additionnels sont détectés
indiquant que MCV22 n’'est pas pur a 100%. MCV41éahalysé en mode positif (Figure 46) et est
observé sous forme [M+H]De la méme maniére que pour MCV22, des impursté mises en
évidence dans I'échantillon MCV41. La présence e impuretés peut étre préjudiciable lors de la
réaction sur la protéine car si elles sont capatdegagir de maniere non spécifique avec desugsid
de la protéine, elles vont créer de I'hétérogéretitdisperser le signal de la protéine modifiée.
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Figure 45. Analyse ESI-IT de MCV22.La solution stock de MCV22 100 mM dans le DMSQeadiluée a 10 uM dans
la solution d'ionisation acétonitrile/eau 50/5Gatlysée en mode négatif.
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Figure 46. Analyse ESI-IT de MCV41 La solution stock de MCV41 100 mM dans le DMSéédiluée & 1 uM dans
la solution d’ionisation acétonitrile/eau/acidenfique 50/49.8/0.2 et analysée en mode positif.
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3.3 Analyse du complexe entre la protéine MBP-M@S&L et
I'inhibiteur MCV41

Bien que MBP-MOSd..i soit partiellement dégradée, une premiéere réacéieec I'inhibiteur
MCV41 a été effectuée afin d'avoir un résultat ipnédaire. Deux temps d’incubation ont été
analysés par MALDI-TOF : 1h et 18h30. En générak tonditions d’ionisation en MALDI
classique : conditions dénaturantes (pH < 2, [sdleaganique] = 30-50 %) et dépbts solides, sont
tres défavorables a la survie de complexes nonleot& ce qui fait du MALDI-TOF un bon outil
pour vérifier I'existence d’un complexe covalentrerdeux molécules. La Figure 47 montre qu’apres
une heure de réaction, un épaulement est obsarg§émant I'existence d’'un complexe MCV41-
MBP-MOSZ i covalent. Cet épaulement correspondrait a laifiratle 1 a 3 molécules MCV41
sur MBP-MOS1. A t=18h30, le pic MBP-MO§4,;i a disparu en faveur d’un massif non résolu de
masse plus élevée, suggérant un nombre accru dicuted MCV41 sur MBP-MOSL,i. Le fait
d’observer un massif non résolu pour le complexeVWICMBP-MOSZ i peut étre expliqué par
'hétérogénéité au niveau de l'inhibiteur (Figu@ .4
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Figure 47. Analyse MALDI-TOF de la réaction entre & protéine MBP-MOSI o et l'inhibiteur MCV41 . La
protéine MBP-MOS4..,;i a été incubée a une concentration de 10 uM aéertyse ambiante avec I'inhibiteur MCV41
(2 mM) dans un tampon suivant Tris-HCI 20 mM pH&&Cl 100 mM, DTT 1 mM et DMSO 2.15 % (apporté par
MCV41). La reaction a ensuite été dessalée paromicificaiton ZipTipC4. L'éluat du ZipTipC4 a étémcentré par
évaporation au speedvac avant d'étre dilué au®172fans la solution de matrice HCCA/FWI puis dépasé&auche
ultra-mince. Le spectre contrdle sans MCVA41 etsfgactres en présence de MCV41 a t=1h et t=18h30psésentés
avec un zoom sur I'état de charge 4+.
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Avant de poursuivre la caractérisation, il étatessaire de travailler sur un autre stock non diégra
de MBP-MOSL1. Ainsi, une nouvelle production, enudeld’insecte cette fois-ci, a été réalisée par

nos collaborateurs.

3.4 Analyse de la pureté de la protéine MBP-MOS1 priedein cellules
d’insecte

La protéine de fusion MBP-MOS1 exprimée dahscoli contenant des produits de dégradation
protéolytique, une autre alternative permettartitdioir une préparation de protéine pure et régistan
aux protéolyses accidentelles a été considéréepragéine MBP-MOS1 a donc été produite en

151



cellules d'insecte (MBP-MOSled par I'équipe de C. Augé-Gouillou. MBP-MQQdie a été
analysée en MALDI-TOF. Le spectre obtenu est ptésé&igure 48 et montre & nouveau une
hétérogénéité dans I'échantillon. MBP-MQgd est observée entiere a une masse moyenne de
83363 Da et un pic additionnel de masse 20731 Daégalement détecté. Les pics de MBP-
MOSInsecteSONt larges, ce qui suggere une microhétérogémgiiértée par une modifications induite
et/ou post-traductionnelle. Concernant le pic dessea20731 Da, il pourrait correspondre a un
contaminant ou a de la dégradation protéolytiqu¥Be-MOS 1 secte: fragment [557-732] de masse
moyenne théorique 20735.3 Da. Toutefois, ce fragmercontient pas I'étiquette de purification, et
le fragment complémentaire [1-556] de masse moyémierique 62542.8 Da n'est pas observe, ce
qui rend I'hypothése d’'une dégradation peu plaasiBléme si cette préparation de protéine contient
encore un produit de protéolyse, elle est de cet pl@ vue beaucoup plus homogene que la protéine
exprimée dank. coli.

Figure 48. Analyse MALDI-TOF de la protéine MBP-MOSljnsecie Une solution de protéine MBP-MO&1ce (10 uM)
stockée dans un tampon Tris-HCI pH 9, 100 mM Na€téadiluée au 1/20°dans la matrice HCCA/TWA. Le mélange

échantillon-matrice a été déposé sur cible MALDI lgaméthode en couche ultra-mince et les dépdteténlavés avec
du TFA 0.1% avant acquisition en mode linéaire fosi
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Afin de vérifier la présence d’'une microhétérogénéie MBP-MOSisece€t de la caractériser, une
analyse haute résolution en ESI-UHR-Q-TOF a étéckf€e. Le spectre obtenu est présenté
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Figure 49. Quatre pics de masses 83307 (Al), 8332], 83386 (A3) et 83426 Da (A4) sont
observés, ce qui confirme l'existence d'une mictélagénéité de MBP-MOQdecte Des écarts de
masse de +42 Da et +80 Da sont mesurés entrepgesessA2-Al et A3-Al, suggérant la présence
d’acétylation (+42 Da) et de phosphorylation (+8@)ur la protéine. La masse observée en
MALDI-TOF de 83363 Da correspond en réalité a lsssgamoyenne des quatre pics observés en
HRMS qui est égale a 83362 Da. On voit ici 'appdetla spectrométrie de masse haute résolution

pour la mise en évidence de modifications sur demes de haut poids moléculaire (83 kDa).

Figure 49. Analyse ESI-UHR-Q-TOF déconvolué de MBRAOSnsecte La protéine MBP-MOSecte (10 pL) a été
dessalée par micropurification ZipTip C4 puis aséd/en infusion dans une solution d’'acétonitrilgéezide formique
50/49.8/0.2. Le spectre déconvolué est présenitésdrt correspond au spectre brut avec une dissibd’état de charge
allant de 90+ & 116+.
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Avant d’aller plus loin dans I'étude des compleresre MBP-MOSL1 et les inhibiteurs, nous avons
décidé d’entreprendre la caractérisation des nuadifins de MBP-MOS&ece Ces travaux sont
présentés dans la publication ci-apres.
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ABSTRACT

Genomic plasticity mediated by transposable
elements can have a dramatic impact on genome
integrity. To minimize its genotoxic effects, it is
tightly regulated either by intrinsic mechanisms
(linked to the element itself) or by host-mediated
mechanisms. Using mass spectrometry, we show
here for the first time that MOS1, the transposase
driving the mobility of the mariner Mos1 element, is
phosphorylated. We also show that the transpos-
ition activity of MOS1 is downregulated by protein
kinase AMP cyclic-dependent phosphorylation at
S$170, which renders the transposase unable to
promote Mos1 transposition. One step in the trans-
position cycle, the assembly of the paired-end
complex, is specifically inhibited. At the cellular
level, we provide evidence that phosphorylation
at S170 prevents the active transport of the
transposase into the nucleus. Our data suggest
that protein kinase AMP cyclic-dependent phos-
phorylation may play a double role in the early
stages of genome invasion by mariner elements.

INTRODUCTION

The transposition of genetic elements is potentially
genotoxic for the host cell despite being an essential tool
for perpetuating genome plasticity, and thus for its evolu-
tionary potential. This means that tight regulation of
transposition is essential to maintain the balance

between maintaining active transposons in host genomes
and preventing the damage they could cause by potentially
lethal DNA rearrangements. Studies of the relationships
between transposable elements and the host genome have
revealed diverse examples of the regulations that can be
achieved through intrinsic, emergent or host-mediated
mechanisms. Intrinsic regulation can be due to topological
constraints (1), to the poisoning of transposition reactions
by the overproduction of transposase (2,3) or to strong
negative complementation between active transposases
and the product of mutated alleles (2). Transposon
silencing, in which transposition is restricted by various
epigenetic pathways (4.5), is probably the best known of
the regulatory mechanisms that have recently emerged.
Little is known about host-mediated regulatory mechan-
isms, which are triggered when a transposon invades a
naive genome that may be nonspecialized mechanisms
widely used by eukaryotic cells. They could therefore
consist of posttranslational modifications (PTMs), which
are often found to drive the regulation of protein activity.
Such modifications could alter the cellular localization
of a protein, trapping the modified protein in a cellular
compartment that is inappropriate for its activity.
Alternatively, PTM could modify the stability of the
protein, shortening its residence time in the cell. and
thereby limiting its activity. Finally, PTM could directly
alter protein activity, making it unable to promote any
biochemical process.

Over 200 types of PTMs have been identified in eukary-
otes so far. The most common ones include (1) phosphor-
ylation, a key reversible modification used as a regulatory
mechanism in wvirtually every process in eukaryotic
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5. Conclusions

Nous avons montré que les deux stocks de prot&ig3-MOS1 présentaient une hétérogénéité :
MBP-MOSZ .o contient des produits de protéolyse et MBP-MRSk est a la fois acétylée et
phosphorylée. Une premiére expérience exploratoée effectuée entre MCV41 et MBP-MQSGJ;

et suggeére l'existence d’'un complexe covalent. @épet, ce complexe est observé sous forme d’'un
massif non résolu, ce qui est peu informatif et quende robustesse pour valider définitivement

I'existence d’'un complexe covalent en prévisionutiés de localisation plus poussées.

6. Perspectives

Pour les prochaines expériences, il serait pertiderdiminuer les hétérogénéités, tant au niveau de
la protéine que de l'inhibiteur, car elles ajoutdatla complexité non désirée et ne sont de c@dait
propices a I'étude de complexes protéine-ligandsiiil faudrait obtenir des inhibiteurs de degeé d
pureté proche de 100% et une protéine MOS1 noradégret peu ou pas modifi€ée. Alternativement,
la protéine exprimée en cellules d'insectes pduétae déphosphorylée par la phosphatase aprées
réaction avec un inhibiteur et avant 'analyseyrer combinaison de protéolyse et de LC-MS/MS.

Une fois ces nouveaux stocks a disposition, ledbii@urs seront incubés avec la protéine en
présence et en absence d’ADN cible puis les cormapléarmés seront analysés par MALDI-TOF.
Une fois avoir validé I'existence de complexes dents, la stcechiométrie des différents complexes

sera déterminée et des expériences visant a leckdisu les résidu(s) modifiés seront conduites.
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Chapitre 3 Vers la localisation du site actif
d’Abf2, une protéine impliguée dans la
reparation de ’ADN mitochondrial.
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Résumé du chapitre 3 :

Lors de la respiration cellulaire, des espéces ti&as de l'oxygene (ROS) endogenes sont
naturellement générées au cours de la chaine despiart d'électrons. L’ADN mitochondrial, de par
sa proximité avec la chaine respiratoire, est #&posé aux ROS. Ces derniéres créent de multiples
lésions de I'’ADN qui sont potentiellement mutagéesteytotoxiques. Pour réparer ces dommages, la
cellule est dotée d’'une batterie d’enzymes de @#p@ar qui détectent et corrigent les anomalies afin
de garantir I'intégrité de la cellule. La voie déparation la plus connue est la voie BER (Base
Excision Repair). La protéine Autonomously replimgtsequence (ARS)-binding factor 2 (Abf2) est
une protéine initialement décrite pour son réleerdiel dans le maintien de I'ADN mitochondrial de
Saccharomyces cerevisiae. Récemment, FrancoiserdCdia I'équipe de Bertrand Castaing au
CBM, a montré que la protéine Abf2 présente un&vitetlyase de sites abasiques. Afin de mieux
comprendre cette nouvelle activité d’Abf2 et atiappréhender son potentiel éventuel comme cible
thérapeutique, la localisation du site actif paesfrométrie de masse a été entreprise. L’activité d
coupure de site abasique d’Abf2 met en jeu unnméeiiaire réactionnel formant une base de Schiff
entre Abf2 et TADN. Ce complexe Abf2-ADN étanthsigoire, il a tout d’abord été nécessaire de le
stabiliser (réduction au borohydrure de sodium) péarmer un complexe covalent. Une stratégie
basée sur une purification du complexe covalen2ADN suivie d’une protéolyse sur billes Ni-
NTA, d’'une hydrolyse de I'oligonucléotide puis dduanalyse MS a été développée. Deux versions
ont été congues. La premiere approche met en ceunaepurification du complexe Abf2-ADN en
deux étapes : chromatographie d'affinité avidinetiie et chromatographie d’affinité sur métal
immobilisé. La deuxieme méthode, plus sensiblebic@nune purification du complexe Abf2-ADN et
un enrichissement en hétéroconjugués peptide-aligjéntide par chromatographie échangeuse
d'anions (monoQ). Cette stratégie expérimentale ermis de détecter efficacement les
hétéroconjugués peptide-oligonucléotide et de ptrendeur fragmentation informative en ETD.
Plusieurs zones modifiées ont été observées, naatrifgtiquette 6 His, ce qui témoigne d'une
réaction non spécifique lors de I'étape de piégedgd’intermédiaire réactionnel. Sur la base des
résultats de MS, plusieurs mutants ont été produifsurifiés. Un seul mutant montre une diminution
de l'activité lyase, mais celle-ci est tres rédwteindissociable d'une diminution de I'affinitéupo
I'ADN. Les autres mutants n'ont pas montré de baiactivité lyase. Afin de localiser le site actif
d’Abf2 pour l'activité de clivage de sites abasigud faudra s’affranchir de ces réactions non

spécifiques.
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1. Contexte

1.1 La protéine Abf2

Les cellules procaryotes et eucaryotes sont comséarnexposées a des agents chimiques endogenes
ou environnementaux qui oxydent les protéines mégalement ADN. Les génomes
mitochondriaux sont plus particulierement endomraagér des espéces réactives de l'oxygéne
(ROS) endogéenes générées au cours de la chaimandpdrt d'électrons de la respiration cellulaire
(Richteret al, 1988). Ces lésions de I'ADN, telles que les basgdées ou les sites abasiques (AP),
sont potentiellement mutagénes et cytotoxiquesaepllipart sont corrigées grace a la voie de
réparation par excision de base (BER Base excigpair) (Dizdaroglu, 2005). Le mécanisme de
réparation BER se décompose en plusieurs étapgsrenamt une reconnaissance et une élimination
de la base endommagée, une coupure du brin, uyghiese et une ligation.

Un site abasique, ou site apurinique/apyrimidigdie)( correspond a un emplacement de 'ADN ou
la base azotée (purine ou pyrimidine) est manqu@digere 50). Un site AP résulte de I'hydrolyse de
la liaison N-glycosydique par les ROS, ou est &dpit final des ADN glycosylases qui éliminent les
bases endommagées. Un site AP se décline endstso&yribose phosphate (5’'dRP) lorsqu’il y a eu

clivage en 5’ du site AP (Figure 50).

Figure 50. lllustration d’un site abasique (AP) ed’un site 5'desoxyribose phosphate (5’dRP).
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Les sites AP peuvent se former spontanémentiadiaction de glycosylases monofonctionnelles,
telles que l'uracile DNA glycosylase (UDG), qui &ent les bases oxydées ou inappropriées. Chez
les eucaryotes, les sites AP peuvent étre prisharge par certaines glycosylases bifonctionnelles,
telles que la 8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG@L), par leur activité lyase, clivent TADN en

3’ ou en 3’ et 5" des sites AP, mais ils sont essb@ament traités par les AP endonucléases qui
clivent 'ADN en 5’ des sites AP formant ainsi uites5’dRP. Ces extrémités 5’'dRP seront prise en
charge par différentes protéines telles que lesogiylases bifonctionnelles, des polymérases (Pol4
dans la levure) ou encore des enzymes spécifiquame Rad27 (Boiteux and Guillet, 2004).
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La protéine Autonomously replicating sequence (ABi&)ling factor 2 (Abf2) est essentielle pour le
maintien de I'ADN mitochondrial d&accharomyces cerevisiaklle appartient a la famille des
protéines HMGB (High Mobility Group Box) et est cpasée de deux domaines HMG, A et B,
séparés par une zone de liaison de quatre rédiitfey and Stillman, 1991). Aucune structure
d’Abf2, en complexe ou non avec I'ADN, n'est disgiwle a ce jour. La protéine HMGB1 est
impliguée dans le BER en tant que cofacteur delaign (Prasacdkt al, 2007). L'orthologue chez
I'humain, le facteur de transcription mitochondda(Tfam), pourrait jouer un réle dans la répanatio
de 'ADN via la reconnaissance de I'’ADN oxydé (Yoshidaal, 2002) et est impliqué dans la
rétinopathie diabétique (Santesal, 2014).

Francoise Culard (équipe de Bertrand Castaing aM)GBrécemment montré que la protéine Abf2
présente une activité lyase (activité de clivagalésoxyribose) des sites AP et 5’'dRP (résultats non
publiés). L’hypothése de travail est que le méaaais’excision du désoxyribose d’'un site abasique
par Abf2 implique une amine primaire. Cette amioel@ophile attaquerait 'aldéhyde réactif en C1’
du site AP ou 5'dRP pour former un complexe inteti@iée covalent de type base de Schiff. Cet
intermédiaire transitoire subirait ensuite une tiéacde -élimination conduisant au clivage du brin
d’ADN en C3’ du site abasique (Figure 51).

Figure 51. Activité lyase : mécanisme d’excision ddésoxyribose d'un site 5'dRP.
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Ce mécanisme a déja été décrit chez d’autres ermzgnaetivité lyase telles que Fpdedtcoli ou
0Oggl deS. cerevisiagui ont pour sites actif respectifs 'amine seare@de la proline N-terminale
(Zharkovet al, 1997) et 'amine primaire de la lysine 241 (Gdrat al, 1997).

Cette nouvelle activité lyase d’Abf2 suggere qufdns de son rdle structural, elle pourrait étre
impliquée dans la réparation de 'ADN.
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1.2 Analyse  d’hétéroconjugués  protéine-ADN  ou  peptide-
oligonucléotide par spectrométrie de masse.

La caractérisation MS d’hétéroconjugués protéindNADu peptide-oligonucléotide est compliquée
par les propriétés physico-chimiques trés conteasties acides aminés et des nucléotides. En effet,
ces différences se traduisent par des conditicansadlyse divergentes en spectrométrie de masse :

- En MALDI, les peptides et les protéines sont gsed avec la matrice HCCA alors que les
oligonucléotides sont observés avec des matriaBrdié protonique supérieure : HPA, THAP.

- En ESI, bien que les peptides et les protéinassent étre observés en mode négatif, ils sont
classiguement analysés en mode positif qui est ggasible et qui permet des fragmentations plus
efficaces. A l'inverse, les oligonucléotides, dit fdes nombreuses charges négatives apportées par
les phosphates des liaisons phosophodiestersestdosivement analysés en mode négatif.

- En MS/MS par CID, une labilité accrue de l'oligmtéotide par rapport au peptide par perte d’alkyl
phosphates et de carbohydrates est observée.

Ainsi, la partie oligonucléotide d’'un hétéroconjégpeptide-oligonucléotide doit étre suffisamment
petite, c'est-a-dire deux a trois nucléotides maxim pour que I'hétéroconjugué présente des
propriétés analogues aux peptides. Ceci permetalyser I'hétéroconjugué dans des conditions
adaptées aux peptides et de limiter I'effet de seggion de l'ionisation de l'oligonucléotide (Steen
and Jensen, 2002)

2. Objectif du projet

Ce projet collaboratif vise a localiser le ou lésidu(s) catalytique(s) de l'activité lyase d’Akgar
spectrométrie de masse. Pour atteindre cet ohjédcitout d’abord été nécessaire de développer un
stratégie expérimentale permettant de :

1) stabiliser le complexe intermédiaire Abf2-ADN,
2) enrichir le complexe protéine-ADN

3) observer et fragmenter efficacement les hétéjagaés peptide-oligonucléotide en spectrométrie

de masse.
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3. Contréle qualite de la proteine Abf2 et de son sab&\DN

3.1 Analyse de la pureté d’Abf2
La protéine Abf2 a été exprimée en fusion avecaétigpiette six histidines N-terminale. La séquence
de la protéine est présenté Figure 52.

Figure 52. Structure primaire d’Abf2 avec une étiqeette 6 histidines en N-terminal (157 acides aminés)es
domaines A et B sont surlignés en vert et blelpeetsvement. Les résidus soulignés constituengliétte 6 histidines
N-terminale. Au total, 25 lysines sont comptab#isé
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Apreés purification, l'intégrité et 'lhomogénéité dee protéine ont été veérifiées par spectrométrie de
masse MALDI-TOF (Figure 53). La protéine est obéena une masse moyenne de 20785.9 Da
(masse calculée a partir des états de charges 2) correspondant a la masse attendue (masse
moyenne théorique = 20785.6 Da). La protéine estpure, non dégradée et homogéne (absence de
modification induite).
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Figure 53. Analyse MALDI-TOF de la protéine Abf2. Une solution de protéine Abf2 a 52 pM dans unetswi de
Tris 2 mM NaCl 20 mM, pH7.3 a été diluée au fF2@t un aliquot a été déposé par la méthode en eaultta-mince
(Cadene and Chait, 2000; Gabant and Cadene, 2098gpdt a été lavé avec du TFA 0.1%.
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3.2 Analyse de la pureté des oligonucléotides

Plusieurs oligonucléotides, de séquence et de Emngdifférentes, ont été utilisés pour générer un

duplex ADN contenant un site AP ou 5'dRP. L'ensesnle ces oligonucléotides utilisés est

répertorié dans le Tableau 9.

Tableau 9. Séquence et masse théorigue des oligdéatides utilisés dans ce projet.

Masse théoriqgu Masse théoriqu

Nom Séquence 5> 3’ Longueur moyenne 5P moyenne 5'0OH
(Da) (Da)

Oligo 1 UTTCTCGCCGGGTGCAC¢-biotine 17 mers biotinyl 570: 562:

Oligo 2z CCCGGCGAGAAACAAAGAGGCGCC 24 mer 7471 7391

Oligo ¢ GTACGGGCGCCTCTTT( 17 mers 527: 519:

Oligo 4 GGCGCCTCTTUTTTCTCGCCGGC( 24 mer 720( 728(

La pureté de ces oligonucléotides a été évaluéapaDI-TOF MS. Les résultats sont présentés

Figure 54 pour les oligonucléotides 1 (5'P), 2 (58P 3 (5'0OH). Les oligonucléotides sont observés a

leur masse attendue et présentent une bonne pureté.
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Figure 54. Analyse MALDI-TOF des oligonucléotides 15'P), 2 (5’ P) et 3 (5'OH) utilisés pour la formaion d’'un
duplex contenant un site 5’dRP.Chaque oligonucléotide a été préparé a une camtiemt d’environ 5 UM dans de
'eau milliQ. La solution de matrice est composéacitle 3-hydroxypicolinique (HPA) a 10 mg/mL, detrate
d’ammonium dibasique & 1 mg/mL et d’acétonitrile¥dOLes dépdts ont été réalisés sur cible Anchorekipn la
méthode en goutte séchée : 1 pL de solution daamatrété tout d’abord déposé puis 1 pL d'échantill été ajouté
avant que la matrice ne séche. Les acquisitiongt@ntéalisées en mode linéaire positif. Une caiilin interne a été
effectuée en utilisant un mélange standard Brules .pics de calibrant sont indiqués par « cal ».
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4. Geéneération de duplex ADN contenant un site AP aRP,
substrat d’Abf2

La génération de duplex ADN contenant un site ARBTIRP a été réalisée par nos collaborateurs
Francoise Culard et Stéphane Goffinont. Classiqménte premiére étape consiste a hybrider deux
brins d’ADN complémentaires dont un contient uncileadans la séquence. Ensuite, l'uracile est
éliminé par un traitement a I'Uracile DNA glycossta(UDG) générant ainsi un site AP. A ce stade,
un site 5'dRP peut étre obtenu, en lieu et place shie AP, par un traitement a

'apurique/apyrimidique endonucléase 1 (APE1) divecla liaison phosphodiester en 5’ du site
abasique (Figure 55). Pour générer un site 5'dRiB, variante est possible en utilisant trois brins
d’ADN dont un contient l'uracile a I'extrémité 5Le site 5’dRP est directement obtenu aprés

hybridation et traitement a 'UDG (Figure 56).

Figure 55. Génération de duplex ADN 24mers contenann site AP ou 5'dRP.

Oligo 4

GGCGCCTCTTTUTTTCTCGCCGGG

CCGCGGAGAAACAAAGAGCGGCCC

el ————— el ———

Oligo 2

1) Hybridation 7

GGCGCCTCTTTUTTTCTCGCCGGG
CCGCOOAGAMCAMGAGEGEECE

2) Traitement a I'Uracile DNA v
Glycosylase (UDG)

Site AP

GGCGCCTCTTT TTTCTCGCCGGG
CCGCGGAGAAACAAAGAGCGGCCC

e ———————————————————————————

3) Traitement a I'apurique/apyrimidique v
endonucléase 1 (APE1)

Site 5’dRP

%
GGCGCCTCTTT TTTCTCGCCGGG
CCGCGGAGAAACAAAGAGCGGCCC

el ——_———————————————

i ) _ Site 5'dRP
Représentation graphique du duplex A y

24mers contenant un site 5dRP :
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Figure 56. Génération de duplex ADN 34mers bioting contenant un site 5’dRP a partir de trois brins dADN.

Oligo 3 Oligo 1

GTACGGGCGCCTCTTTG  UTTCTCGCCGGGTGCAGH biotine

CCOCGOAGMACAMGAGEGGCCE
Oligo 2

1) Hybridation 7
GTACGGGCGCCTCTTTGUTTCTCGCCGGGTGCAGH
CCCGCGGAGAAACAAAGAGCGGCCC

el ———_————————————————————

2) Traitement a I'Uracile DNA v
Glycosylase (UDG)

GTACGGGCGCCTCTTTG TTCTCGCCGGGTGCAG*
CCCGCGGAGAAACAAAGAGCGGCCC

Représentation graphique du Site 5'dRP
duplex ADN 34mers biotinylé v
contenant un site 5dRP $.

5. Stratégie expérimentale 1

Pour les premiers essais, nous avons utilisé ldedugd-mers biotinylé contenant un site 5’dRP
(Oligo 1). Ce duplex ADN, formé a partir des Olifyo2 et 3, a été choisi pour deux raisons : 1) Abf2
présente une meilleure activité lyase pour les $itdRP que pour les sites AP et 2) la biotineéa ét
utilisée pour 'enrichissement du complexe Abf2-ADN

La stratégie expérimentale 1 est présentée dansrs@mmble dans la Figure 57 puis détaillée dans les
paragraphes suivants.
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Figure 57. Stratégie expérimentale 1 pour la puriiation du complexe covalent Abf2-ADN et I'analyse
d’hétéroconjugués peptide-acide-nucléique en specimétrie de masse

4 Stratégie Expérimentale 1 N

Formation d’un complexe covalent : Piégeage de l'intermédiaire Abf2-ADN par NaBH4

Elimination de I'excés d’ADN libre : Purification sur billes Ni-NTA magnétiques

? __.
/\g_[ 4. F|xat|on/\g{? 5. Lavage {?

Protéolyse sur billes
= 4/ N

Ni-NTA =
Ni-NTA -
? 6. 8M Urée 7. Lavage 8. Trypsmolyse "\_
Dénaturation des prc protéines % %
-Dissociation de 'ADN G\- —\—

Hydrolyse de I'’ADN par la Nucléase P1 - Réduction de la taille de 'ADN

~_ ’\_, N
~_ ﬂ 9. Inactivation thermique ~\__ 10. Hydrolyse par ~

e~ _ delatrypsine V- T\ laNuckase P1 e

S & ~F 7

— 77777’/7777777}},,

Analyse par spectrométrie de masse dans des conditions d’analyses pour peptides

MALDI-TOF MS Pl R nanoLC-IT MS/MS
| |

Identification des hétéroconjugués Localisation du ou des résidu(s)
peptide—acide nucléique cible(s)

3 =/
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5.1 Formation d’'un complexe Abf2-ADN covalent et irrésible

Afin d’identifier le ou les site(s) catalytique(sle l'activité lyase d’Abf2, il a tout d’abord été
nécessaire de stabiliser le produit intermédiagréadéaction enzymatique. Cet intermédiaire, gtii e
une base de Schiff entre I'enzyme et 'ADN, perg ébnverti en complexe covalent irréversible par
une réduction au borohydrure de sodium (NaB{figure 57, panneau du haut). Cette réduction au
borohydrure de sodium a déja été utilisée poureaui@yec succes des intermédiaires Fpg-ADN
(Castainget al, 1999) ou Oggl-ADN (Girarét al, 1997) et est bien maitrisée par I'équipe de B.
Castaing. Le rendement de piégeage estimé suleIPRAGE est inférieur a 10%. Ce rendement est
faible et a nécessité la mise en ceuvre d’une métldedpurification du complexe d’intérét Abf2-
DNA en amont de l'analyse par spectrométrie de eass

5.2 Enrichissement du complexe Abf2-ADN

L’enrichissement du complexe ADbf2-ADN a consisté ene approche a deux étapes : 1)
chromatographie d'affinité avidine-biotine et 2yaratographie d’affinité sur métal immobilisé.
Cette approche permet d’éliminer successivemexrtéd's de protéine libre puis I'excés d’ADN libre.
En fin d’étape de purification, le complexe Abf2-NRQi'intérét se trouve fixé sur les billes Ni-NTA.

5.3 Dégradation enzymatique de la protéine et de boligcléotide

La stratégie retenue pour la localisation du sitf &' Abf2 est une approche bottom-up. Ainsi, le
complexe encore fixé sur les billes a été dénaafirede déplier la protéine puis protéolysé par la
trypsine, générant ainsi, en solution, un mélange peptides non modifies et modifiés
(hétéroconjugué peptide-oligonucléotide). Le fatrdaliser la protéolyse de la protéine alors lgu'el
est encore fixée sur les billes permet d’utilises doncentrations élevées en agent dénaturanhet do
d’assurer une dénaturation efficace. Ce dénatueantoncentration élevé est ensuite facilement

éliminé par lavage immédiatement avant la proté&olys

Enfin, comme évoqué dans le paragraphe 1.2 de apita afin de limiter I'effet suppression
d’'ionisation d0 a [loligonucléotide, la partie abigucléotide des hétéroconjugués peptide-
oligonucléotide a été réduite a deux ou trois rat@dés par un traitement a la nucléase P1l. Les
incréments de masses théoriques de la base dd Stettilisée avec zéro a trois nucléotides sont
présentés dans le Tableau 10.
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Tableau 10. Incréments de masses théoriques de lase de Schiff stabilisée avec zéro & trois nucléts La base de
Schiff stabilisée est représentée par un trianges lettres T et C correspondent a la thymine etyosine,

respectivement.
- Incrément de mise ajout
Formule chimique Masse théoriqu Masse
Modifications Structure des modifications de la modification ; 19 P
Lo monoisotopique|  théorique
ajoutée
(Da) moyenne (Da)
OH
O=P~=07] on
A OH —%—FH CsH1,06P1 198.0293 198.1112
OH
9H
OPO—@/?<|
OH N
N
°T ? %\fo Ci5H24N,04 5P, 502.0754 502.3049
Lo
(o]
OH
C‘)H
OPO@ﬂl
OH N
N
Ay
O=P707 o N_ N
ATT OH T C25H37N4020P3 8061214 8064986
(o]
? 2
O=P707 o0 N_ N
OH T
h O
OH
9H
O=P707 on 1
OH —K_/—N
N
- %\f
Lo
(o]
ATTC 0 %\(0 C34H49N706Ps 1095.1678 1095.6809
Loy
(o]
(o] N
07%’70 o m
OH T
(o]
OH
6. Les résultats de localisation de la stratéegie 1

6.1 Identification des hétéroconjugueés peptide-acidesanues

Le complexe covalent Abf2-ADN a été formé en présette 75 uM d’Abf2, de 50 uM de duplex
ADN et de 5 mM de NaBH4, soit un rapport protéinbsrat de 1.5:1. A ces concentrations, 100%

de la protéine est fixé a 'ADN. Le complexe covealdbf2-ADN a ensuite été purifié et protéolysé
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selon le protocole expérimental 1 décrit précédentmign contrdle, correspondant a Abf2 seule, a
été introduit au niveau de I'étape de protéolysebdies Ni-NTA. Les deux échantillons protéolysés
par la trypsine ont ensuite été analysés par MALDF MS (Figure 58).

Figure 58. Analyse MALDI-TOF des hétéroconjugués petides-acides nucléiques provenant du complexe Abf2
ADN a l'issue du protocole expérimental 1Les échantillons ont été dilués au £fZ@ans HCCA/TWA et un aliquot a
été déposé selon la méthode en couche ultra-m@adefie and Chait, 2000; Gabant and Cadene, 2008nalyse du
mélange de peptides trypsiques en mode réflecmeitifp(gammem/z500-3250, masses monoisotopiques). B. Analyse
du mélange de peptides trypsiques en mode linpasitif (gJammemn/z3200-5200, masses moyennes). C. Acquisition en
mode réflectron positif aprés incubation des biNeSNTA dans I'imidazole 250 mM. D. Cartographieptidique des
peptides non modifiés (en bleu) et des hétérocodsiden rouge). La base de Schiff réduite au Na&sti4eprésentée
par un triangle. Les lettres T et C correspondéatldymine et Cytosine, respectivement.
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Une trés bonne couverture de séquence a été obseaves cette protéolyse en phase hétérogéne
aprés dénaturation (Figure 58-D, couverture de es@rpibleue). Notons que le peptide N-terminal
[1-16] n'est pas détecté dans le surnageant deégqlystat (Figure 58-A) et qu'il est observé
uniguement aprés élution a l'imidazole (Figure 58-€e qui est conforme nos attentes. Trois
peptides [123-144], [123-145] et [123-153], sons@tvés avec la base de Schiff stabilisée et de un a
trois nucléotides (Figure 58-B). Ces résultatsgodnt une hétérogénéité a la fois au niveau de la
protéolyse (clivages manqués) et de I'hydrolyselpaucléase P1. Cette hétérogénéité complique les
spectres et disperse le signal, ce qui n'est pasmab L’existence de ces clivages manqués (ou
missed cleavage en anglais) pourrait étre expliqpée un encombrement stérique de
I'oligonucléotide 1 lors de la protéolyse. En effétant donné sa masse élevée d’environ 5 kDa, on
peut supposer qu'une fois attaché de maniére auteake la protéine, lI'oligonucléotide 1 empéche
'acces de la protéase aux résidus situés a priexihi site modifié. Par ailleurs, il est a notee tgs
peptides [123-144] et [123-145] non-modifiés sohsarvés de maniére intense. Cette observation
suggere soit qu'il reste de la protéine libre n@mtge aprés purification, soit que des sites sont
modifiés ailleurs dans la séquence. Concernargpéige [123-153], il n'est pas observé non-modifié,
ce qui indique qu'il résulte d'un missed cleavaiéi dine modification de lysine en amont, c’est-a-
dire des lysines 127, 136, 138, 144 ou 145.

Notre hypothése initiale est qu’il y a un seul sitif par domaine HMG A et B. Les peptides
observés sont chevauchants et recouvrent la méneedmséquence [123-144] qui se trouve dans le
domaine B. Ainsi nous avons considéré que tousidddroconjugués observés concernaient le site
actif du domaine B et qu'ils étaient donc tous rfiédisur le méme résidu. En supposant que la
trypsine ne peut pas cliver une lysine modifiéejétine seule lysine est modifiée, dans la séquence
commune a tous les produits observées, la Lyslt€te exclue puisqu'elle est clivée. Il restastro
lysines: Lys127, Lys136 et Lys138, qui peuvent é&womsidérées comme site actif potentiel
(Figure 59).
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Figure 59. lllustration des lysines communes entrkes trois hétéroconjugués [123-144], [123-145] €t43-153].Les
lysines communes K127, K136 et K138 sont représsrgér un rectangle jaune.
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6.2 Localisation du site actif présume
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Afin de localiser le site actif, les échantillonst @nsuite été analysés en nanoLC-IT CID en uttisa

une liste d’inclusion correspondant aux hétéroagugis peptide-acides nucléiques identifiés en

MALDI-TOF MS. Cependant, comme illustré Figure &@algré la petite taille de I'oligonucléotide,

les spectres de fragmentation CID étaient domimésdps pertes de neutres de phosphate, d'eau et

d'acide nucléique qui appauvrissent l'informatiomucturale. Les masses théoriques de ces

différentes pertes de neutres sont présentéesleldrableau 11. Les quelques fragments pertinents

b4, bs et b observés sans modification suggérent que Lyslkst pas modifiée, mais qu'il subsiste

une ambiguité entre Lys136 et Lys138. Aucun ioregtrobservé dans ce spectre MS/MS.
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Figure 60. Spectre de fragmentation nanoLC-IT CID & I'hétéroconjugué [123-14%Y" m/z 1110.2 [M+3H]3+.

IIGDKWQSLDQST

AT
J2\

KDKYIQEYKK

Pertes de neutres de

phosphatis, d’eau et de thymine

[l

Tableau 11. Masses des pertes de neutres issuetadeagmentation CID de la modification AT

Pertes de neutres d_fStrlJtpturAﬁ_de li | Formule chimique deg  Masse théorique thl\ggrsisie
moditication 1 apres les pertes de neutres | monoisotopique (Da q
pertes de neutres moyenne (Da)
H,C_OH 1
N
T—/»H
A .
T - Pi (phosphate o %\fo HPO, 97.9769 97.9952
inorganique) 0=P—0
| O N N
OH T
By
OH
‘OH
=797 on
5T _nucléoside (base H
— nucléoside (base C1oH12N20; 224.0797 224.2138
azotée + ribose) o
O:I%*OH
OH
C‘)H
AT — nucléotide 0=P—0— ..,
(nucléoside + OH N CioH15N20OgP 322.0566 322.2090
phosphate) =
. . H2C OH
AT — Pi — nucléotide X:ﬁ” C1oH16N201P; 420.0335 420.2042
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Afin de lever 'ambiguité entre Lys136 et Lys13&)euprotéolyse supplémentaire des peptides
trypsiques a été réalisée avec I'AspN. Le spectrdLM-TOF indique la présence de
I'hétéroconjugué [137-145]T issu du clivage au niveau de Asp137 (Figure 68)résultat suggére

gue Lys138 est le résidu modifié.

Figure 61. Analyse MALDI-TOF des peptides hétérocgngués apres clivage AspN
[33-49]Na*

[33-49]+carbamylation

b
@
@
S
=1

Intens. [a.u.]

Réaction contrble
Sans ADN

[137-145]ATT

Intens. [a.u.]

Réaction avec ADN

T
1975 2000 2025 2050 2075
m/z

6.3 Verification des résultats par mutagénese dirigée

Afin de vérifier les résultats obtenus, le résidgs138 a été remplacé par GIn138 par mutagénése
dirigée. Lorsqu’une protéine est mutée, notammerggl’'on remplace un résidu chargé en résidu
non chargé, comme la lysine en glutamine, la strecpeut étre perturbée. Ces changements de
conformations peuvent affecter l'affinité de la f@ioe mutée pour son partenaire et donc au final
altérer l'activité de la protéine. Ainsi, afin deyvoir conclure si une diminution d’activité lyases
d’'un mutant d’Abf2 est due a I'absence du sitefamti & un changement de conformation, il est
important de vérifier son affinité pour 'ADN.

Le simple mutant Abf2 K138Q a donc été produit,ifiuret son affinité a 'ADN ainsi que son
activité lyase ont été mesurées. Les résultatsnontré qu’il n'y a pas de différences majeuresentr
K138Q et Abf2 sauvage en termes d’affinité a '’ADRRctivité lyase et d’efficacité de piégeage.

Ce résultat inattendu nous a conduit a considéyeledistence potentielle d'un phénomene de
compensation entre le domaine HMG A non muté eblmaine HMG B muté, ce qui biaiserait les

tests d'affinité a 'ADN et d'activité lyase et 2¢ventualité que Lys138 ne soit pas la lysine
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catalytigue mais plutdét une lysine non compéterter p'activité lyase, c’est-a-dire une lysine
capable de former une base de Schiff avec un Béisigue mais qui ne peut pas aller jusqu’au bout
de la réaction d’hydrolyse. Ceci impliquerait I'stence d’autres résidus modifiés dans la zone [123-
153].

Concernant l'existence d’'un phénoméne de compemsatntre les domaines HMG A et B, un
alignement de séquence entre les domaines A etéR &ffectué afin d’identifier d’éventuelles
lysines conservées entre les deux domaines. Lekatsssont présentés Figure 62 et indiquent gu'il

a sept lysines participant a la zone homologualdag domaines, dont Lys138 du domaine B qui est
homologue avec Lys65 du domaine A. Les quatre alysenes du peptide [123-145] ont également
un homologue dans le domaine A.

Figure 62. Alignement de séquence entre les domamkelMG A et B d’Abf2. Sept lysines sont alignées dans la zone
d'homologie entre les deux domaines.

18 49 54 63 65 7172
Domaine A 1 KASKRTQLRNELIKQGPKRPTSAYFLYLQDHRSQFVKENPTLRPAEISKIAGEKWQNLEADIKEKYISERKKLYSEYQKAKKEFD 85
PK+P  + Y + RSQ  ++P ++ KI GHKWQ+L+ IK+KYI E KK  EY
Domaine B 90 PKKPAGPFIKYANEVRSQVFAQHPDKSQLDLMKIIGDKWQSLDQSIKDKYIQEYKKAIQEYNARYPLN 157
122 127 136 138 144145

Le double mutant K65Q, K138Q pourrait ainsi étreduit, purifié et testé en termes d’affinité a
'ADN et d’activité lyase. Ceci n'a pas encore éalisé pour le moment. Par ailleurs, d’apres cette
redondance fonctionnelle, un hétéroconjugué contdngs65 aurait di étre observé. Toutefois, si ce
peptide [50-72] équivalent du [123-145] existefdit de ne pas le détecter pourrait étre explicaré p
le rapport signal sur bruit réduit des peptides ifiesl De plus, le peptide [50-65in(z1871.9) est
clairement observé alors que le peptide [123-138tnpas visible dans le contrbéle. Afin de
s’affranchir d’'un éventuel phénoméene de compensatib ainsi mieux évaluer I'importance de
Lys138 sur l'activité lyase, le domaine HMG B seulté en K138Q pourrait étre produit. Toutefois,
la production du domaine HMG B seul se heurte apieblemes de stabilité de la protéine, ce qui
empéche son étude.

Pour tester I'hypothése de I'existence d’autreg@luésmodifiés dans la zone [123-153], le double
mutant Abf2 K136Q, K138Q a été produit, purifiéagtalysé avec le protocole expérimental 1. Le
mélange de peptides obtenu a été analysé par MAIQH- La partie haute du spectre, contenant le
signal d’intérét, est présentée Figure 63.
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Figure 63. Analyses MALDI-TOF des hétéroconjugués gptides-acides nucléiques issus du complexe Abf2 360,
K138Q-ADN apres le protocole expérimentale 1A. Abf2 K136Q, K138Q contréle. B. Abf2 K136Q, K1Q8ADN.
Les solutions de matrice et d’échantillon ont é&patées selon la méthode en couche ultra-mincepaigsées en mode
linéaire positif. La base de Schiff réduite au N@B34t représentée par un triangle. La lettre Tespond a la Thymine.
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L’hétéroconjugué [123-144], préalablement obsemnvgcaAbf2 sauvage, n’'est plus détecté avec le
double mutant Abf2 K136Q, K138Q, ce qui corrobdaamotation initiale que Lys138 est modifiée.
Toutefois, les deux hétéroconjugués [123-4A5kt [123-153}T sont encore observés, ce qui
démontre gu’ils ne sont modifiés ni sur Lys138 ai kys136 et donc que d'autres résidus sont
concernés. Contrairement a notre postulat initialmoins deux résidus sont donc modifiés dans la
zone [123-153], ce qui complique fortement la déeote du site actif dans le domaine B. En plus de
Lys138 (et potentiellement Lys136), Lys144 et LysBsdnt désormais a considérer. Il est intéressant
de noter que la Lys144, si elle est modifiée, n& peoduire que les peptides [123-145] et [123-153]
des lors que l'on supprime les Lys136 et 138. Gapootement est cohérent avec le fait que le
peptide [123-144] soit di a une modification a bast du résidu 138 (et éventuellement 136).

La localisation de ces résidus pourrait étre egéisapar fragmentation ETD qui a la faculté de
préserver les modifications labiles. Dans cettégapt nous avons développé une seconde stratégie
expérimentale afin d'augmenter le rapport signal lswit des hétéroconjugués peptide-acides
nucléigues, et ainsi espérer obtenir des specifrBsexploitables et fiables.
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7. Stratégie expérimentale 2

La seconde stratégie, illustrée Figure 64, a ctisss faire un double enrichissement par

chromatographie d'échange d'anions (MonoQ) :

- un premier enrichissement au niveau protéique patifier le complexe Abf2-ADN, et

- un deuxiéme enrichissement au niveau peptidiquesdj@tape de protéolyse.

Enfin, la partie oligonucléotide des hétéroconjgye@richis a été hydrolysée par la nucléase P1
avant micropurification ZipTipC18 et analyses ppedrométrie de masse MALDI-TOF et ESI-IT-
ETD en infusion. La fragmentation ETD est connuerparéserver les modifications labiles sur les
peptides et ainsi promouvoir la fragmentation duesette peptidique. L'analyse de I'échantillon en
infusion a été préférée a 'HPLC car elle permeaiptimiser les paramétres de fragmentation et

d’accumuler du signal.

Concernant I'enrichissement par chromatographiehdiége d’anions, il repose essentiellement sur
la charge négative des oligonucléotides et ne eegdonc pas la présence de la biotine. Ainsi peur
stratégie 2, ce sont les oligonucléotides 2 etabl@au 9) qui ont été utilisés pour former le duple
ADN contenant un site 5’dRP.
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Figure 64. Stratégie expérimentale 2 pour la puriiation du complexe covalent Abf2-ADN et I'analyse
d’hétéroconjugués peptide-acide-nucléique en specdimétrie de masse.

- Stratégie Expérimentale 2 D

Formation d’'un complexe covalent : Piégeage de I'intermédiaire Abf2-ADN par NaBH4

——

@ ==

——
L]

Purification du complexe covalent par chromatographie d’échange d’ions Mono Q :
Elimination de I'excés de protéine libre et d’ADN libre

- Fraction 1
i ©
g +

==

——
i + o ' - 2. Elution par
++ 1. Chargement 4 Billes gradient NaCl ? FiEE e
-© R4

+ L]
+ + =
- . L] “
| — — } Fraction 3
—

Fixation sur billes Ni-NTA de la fraction 2 et Protéolyse sur billes

gu N;'A 38 N| NTA 4 L Ni-NTA 5. Trypsinolyse
eads M Uree Beads avage Beads yp y —\-
-Dénaturation deS prOtelneS

-Dissociation de 'ADN % &\- —\-

- _

Enrichissement sur billes MonoQ et Hydrolyse de ’'ADN par la Nucléase P1

-\:\-? 6. Chargement 6. Hydrolyse par la

‘t\ . /17 + Lavage, Elution Nucléase P1 '\&_ T
o, -

Analyse par spectrométrie de masse dans des conditions d’analyses pour peptides

MALDI-TOF MS * ESI IT-ETD en infusion

Identification des hétéroconjugués Localisation du ou des résidu(s)
peptide—acide nucléique cible(s)

3 =/

190



8. Les résultats de localisation de la stratégie 2

8.1 Détermination de la stcechiométrie du complexe AKRIIN

Etant donné qu’Abf2 posséde deux domaines HMG B, etous supposons qu'ils ont tous les deux
une activité lyase. A ce stade, nous nous sommearn#s si les probleme rencontrés ne pourraient
pas étre dus a la fixation d'un ADN par domaine, queé correspondrait a une stoechiométrie
protéine:substrat 1:2. Apres purification, un taient a la nucléase P1 a été réalisé et la
stcechiométrie du complexe a été déterminée patrepeitric de masse MALDI-TOF. Le spectre
obtenu est présenté Figure 65. Une premiere disiwib avec des pics intenses et résolus est
observée. L'incrément de masse mesuré par rappsifZaseule est de 505 Da, ce qui correspond a

la modification”T illustrée dans le Tableau 10.

Figure 65. Analyse MALDI-TOF du complexe Abf2-ADN a@rés purification et hydrolyse par la Nucléase P1A.
Abf2 seule. B. Complexe Abf2-ADN apres purificatimmonoQ et hydrolyse par la Nucléase P1.
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Une seule modification est donc observée sur At¥2jui traduit une stoechiométrie 1:1. Ce résultat
est conforme a nos attentes du fait de 'encombnéstérique tres probable de deux duplex ADN de
34mers pour une protéine Abf2 de 21 kDa. Une deniéistribution de faible intensité avec des

massifs larges et non résolus est détectée etspomd au complexe Abf2-ADN non hydrolysé par la

nucléase P1. Par ailleurs, le fait de ne pas obsekbf2 seule dans le spectre B indique que la
purification monoQ est trés efficace.

8.2 Identification des hétéroconjugueés peptide-acidesanues

Le complexe covalent Abf2-ADN a été formé en présete 66 UM d’Abf2 et de duplex ADN et de
5 mM de NaBH4, soit un rapport de protéine:substeal:1. A la suite du protocole expérimental 2,
le mélange de peptides a été analysé par MALDI-M3HFigure 66-B).

Figure 66. Analyse MALDI-TOF des hétéroconjugués petides-acides nucléiques provenant du complexe Abf2
ADN a l'issue du protocole expérimentale 2.es échantillons ont été dilués au ffZ@ans HCCA/TWA et un aliquot

a été déposé selon la méthode en couche ultra-miesespectres A et B correspondent & I'analysenélange de
peptides trypsiques en mode réflectron positif fedapres enrichissement sur la deuxiéme mon@Rectvement.
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De nombreux peptides modifiés sont détectés. Es qhis hétéroconjugués [123-144], [123-145] et
[123-153] déja observés avec la stratégie 1, direathétéroconjugués répartis en N-terminal et au
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niveau de la zone 72-99 sont mis en évidence. Coant la zone N-terminale, I'observation de
'hétéroconjugué [1-16] de I'étiquette 6 His esatiendue et révele 'existence d’'une réaction non
spécifique, trés certainement au niveau de l'anpnienaire N-terminale. Cette annotation est

confirmée par une fragmentation en mode LIFT (Fédair).

Figure 67. Analyse MALDI-TOF/TOF LIFT du m/z2270.0
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Qu’en est-il alors des autres hétéroconjugués wesé& Correspondent-ils tous a une réduction non
spécifique par NaBH4 ou sommes-nous en présencentdlange d’hétéroconjugués contenant le ou

les site(s) catalytique(s) et d’hétéroconjuguéstermant des sites non spécifiques ? A ce stade, la
spectrométrie de masse ne peut répondre a cesamsest vu le nombre de lysines concernées par
les hétéroconjugués observés, la mutagénese dingse pas envisageable, car elle serait trop

chronophage et fastidieuse. Il faut donc optimissrconditions de piégeage du complexe transitoire

Abf2-ADN par NaBH4 afin d’éviter des réactions repeécifiques.

D’autres conditions de pontage ont été testés bt Antiere afin de tenter de gagner en spécificité
diminution des concentrations a 0.25 uM en ADN awvecapport Abf2:ADN 1:1 (Figure 68) ou 4:1

193



(Figure 69) afin de se placer dans des conditiomsc@ingle turnover », c’'est a dire dans des
conditions ou chaque molécule d’enzyme ne peut fairune seule réaction d’hydrolyse du substrat
ADN. Cependant, a chaque tentative, plusieurs geptinodifiés pour chaque domaine d’Abf2 sont
identifiés.

Figure 68. Analyse MALDI-TOF d’une réaction Abf2-ADN dans des conditions diluées et avec un rapport §:1:1.
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Figure 69. Analyse MALDI-TOF d’une réaction Abf2-ADN dans des conditions diluées et avec un rapport §:4:1.
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D’autres essais ont été effectués en utilisanbteaine A d’Abf2 seul et un duplex ADN contenant

un site AP. Plusieurs peptides recouvrant diff@smones du domaine A ont été observés modifiés

apres protéolyse par la trypsine ou par I'Asp-M-1fF] de I'étiquette 6 histidines N-terminale, [15-
32], [1-20]-[1-29] (peptide contenant I'étiquettehiBtidines et le début de séquence d'Abf2) et [61-
84] (correspondant a la séquence 134-157 du dorBifieigure 70).
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Figure 70. Analyse MALDI-TOF des hétéroconjugués patides-acides nucléiques provenant du complexe emtte
domaine A d’Abf2 et ’'ADN a l'issue du protocole epérimental 2 modifié. La protéolyse par la trypsine a été réalisée
en solution et il N’y a pas eu de 2éme étape dhimsement des peptides-oligonucléotides. Les éidlbas ont été
dilués au 1/20" dans HCCA/TWA et un aliquot a été déposé selandthode en couche ultra-mince.
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Ce résultat montre encore une fois la présencdutgeprs résidus modifiés. Parmi eux, Lys18 est
suspectée modifiée puisqu’il y a une seule lysiaesde peptide [15-32]. Des données MS/MS CID
de ce peptide corrobore cette localisation. Le mutdf2-domaine A-K18Q a été produit et purifié.
Comme pour Lys138, le peptide [15-32] n'est plusseslé avec ce mutant confirmant la
modification de Lys18. L'affinité a 'ADN et l'actité lyase de ce mutant Abf2-domaine A-K18Q
ont été mesurées. Les résultats montrent queviictyase mais également l'affinité a 'ADN sont
diminuées d'un facteur 3 et 3.5, respectivementragaport a celles d’Abf2-domaine A-sauvage. Ces
résultats suggerent que la structure du mutant-AbfRaine A-K18Q est altérée, ce qui affecte son
activité. La Lys18 ne semble donc pas étre unedysatalytique. .

8.3 Aspects méthodologiques
8.3.1 L’apport du deuxieme enrichissement monoQ

Afin d’évaluer l'influence du deuxiéme enrichissethenonoQ sur le nombre et le rapport signal sur
bruit des hétéroconjugués, une analyse MALDI-TOF MSété réalisée avant cette étape
d’enrichissement (Figure 66-A). On peut observee denrichissement permet d’augmenter le
nombre d’hétéroconjugués détectés de 6 a 14 dequeapport signal/bruit est amélioré d’un facteur
d’environ 5 a 8 fois (augmentation d’un facteur gaur lem/z3328.6 et 7.5 pour ®/z2270.9). On
note que seul un peptide non modifié est annot&sapnrichissement : [50-65]. Ces résultats
indiqguent que l'enrichissement monoQ est efficace bénéfigue pour [observation des
hétéroconjugués. Toutefois, la présence, apréstassement, d’hétéroconjugués portant jusqu’a
trois acides nucléiques indique une hydrolyse iméte par la nucléase P1 qui provient tres
certainement de la présence accrue de NaCl (650 mbBssaire pour I'élution de I'hétéroconjugué
peptide-oligonucléotide. Or, la dispersion du sigsar plusieurs pics nuit a la sensibilité de
détection. L’élimination du NaCl par un dessalageT#$hC18 serait probablement bénéfique pour
I'activité de la nucléase P1 et donc pour 'améli@n du rapport signal sur bruit.

8.3.2 Le cas du peptide trypsique [1-16] de I'étiquettdistidine

Au-dela de la détection d’'une réaction non spéadigur I'étiquette 6 Histidines, il est surprenant
d’observer le peptide [1-16] en tant que tel, deEnsnesure ou la protéolyse a été réalisée sur le
complexe Abf2-ADN fixé sur les billes Ni-NTA. Enfef, dans le cas ou l'oligonucléotide est fixé
sur un site en dehors de l'étiquette 6 His, cetimidre est accessible et disponible pour l'intgoac
avec les billes Ni-NTA. Aprés protéolyse de la pio¢ encore fixée sur les billes, les peptides sont

en solution mais I'étiquette reste sur les bill€&st pourquoi, logiguement, I'étiquette n'est pas
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détectée, comme illustré au niveau de la cartoggapéptidiqgue bleue (Figure 66-A). Lorsque la
protéolyse est réalisée en solution (Figure 7@iduette est détectéaa le peptide [1-16] f/z
monoisotopique théorique [M+H]= 1767.849). On notera que la distribution isoqapi de ce
peptide se superpose partiellement avec la cellpegitide [19-32] ifi/z monoisotopique théorique
[M+H]" = 1765.890), ce qui peut affecter la détection mhptide [1-16]. Dans le cas ou
'oligonucléotide est fixé au niveau de I'étiquetieHis, deux cas de figures sont possibles : soit
l'oligonucléotide ne perturbe pas l'interaction ldiquette 6 His avec les billes Ni-NTA et I'on se
trouve alors dans le cas précédent; soit 'oligdéntiale, via un encombrement stérique, empéche
l'interaction avec les billes Ni-NTA, ce qui lais$@étéroconjugué dans le surnageant. Ensuite,
I'hétéroconjugué est censé étre éliminé au could®thpe de lavage avant protéolyse (cf. étape 4 de
la stratégie 2, Figure 64). Ainsi, que I'étiguetieit modifi€ée ou non, l'approche expérimentale
développée devait en théorie nous permettre deasd'gbserver. Néanmoins, le peptide [1-16] est
observé dans les spectres sous une forme modifj@ament. La présence de ce peptide pourrait étre
expliquée par un phénomeéene d’adsorption sur ldssbiUne autre possibilité serait que la protéine
peut se dimériser et que seule I'étiquette du éenximonomere, a distance du support, est modifiée.
Le peptide [1-16] modifié n'a pas été observé di & cours de la stratégie 1. Ceci peut s'explique
par le fait que I'étiquette 6 His est utilisée pdarpurification et que toute la population d'Abf2
contenant I'étiquette modifiée perd trés probablens®n affinité pour les billes Ni-NTA. Dans ce
cas, 'hypothése d’'une dimérisation n’est pas resies pour interpréter les données.

8.3.3 Mise en évidence d’isomeres par fragmentation ETD

Nous avons déja constaté que la fragmentation @térdronjugués en CID générait peu de
fragments informatifs, produisant essentiellemes# pertes de neutres. Dans I'objectif d’obtenir des
spectres de fragmentation exploitables pour loealis ou les résidus modifiés, une fragmentation
ETD, décrite pour préserver les modifications kbib été réalisée. La Figure 71 montre la

fragmentation du peptide [123-14%]déja observé lors de 'expérience initiale awesttatégie 1.
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Figure 71. Analyse ESI-IT ETD en infusion de I'hétéoconjugué [123-145}". L'ion précurseur est de/z832.9 et
d'état de charge 4+. Les ions fragments modifiéscdeleur rouge et non modifiés de couleur bleue aiérent
I'existence d’'une modification de Lys138 et Lysldgspectivement.
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Ce spectre montre la présence d’'ions fragmentysyet % modifiés, indiquant I'existence d'une

modification sur Lys144, mais il montre égalememntptésence d’ions fragments ys et y non

modifiés, démontrant que la modification est ailew savoir sur la Lys138. Ce spectre indique donc

la présence d’isomeres, c'est-a-dire de peptidépaorent le méme type et le méme nombre de

modifications mais sur des résidus différents. @eptides sont par définition isobares et co-

sélectionnés en fragmentation.
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0. Conclusions

Afin de localiser le ou les site(s) catalytiquafds) I'activité lyase d’Abf2, deux stratégies bassas
une purification du complexe covalent Abf2-ADN duivune protéolyse sur billes par la trypsine,
d’'une hydrolyse de l'oligonucléotide par la Nuckéd&l puis d’'une analyse MS ont été développées.
La premiere approche met en ceuvre une purificaliorcomplexe Abf2-ADN en deux étapes :
chromatographie d’affinité avidine-biotine et chmatographie d’affinité sur métal immobilisé. Une
combinaison de protéolyses par la trypsine et IMSuivies d'analyses ESI-IT CID MS/MS et/ou
MALDI-TOF MS a conduit a l'identification de la iy 138 comme étant le résidu modifié. Sur la
base de cette identification, la protéine mutée2A138Q a été produite et purifiée et ne présente
aucune différence par rapport a Abf2 sauvage emewrd’affinité a 'ADN, d’activité lyase et
d’efficacité de piégeage. Ceci suggeéere soit I'exise d'un phénoméne de compensation entre le
domaine HMG A non muté et le domaine HMG B mutét goe la Lys138 est une lysine non
compétente pour lactivité lyase. Un cas ou lesctiéas non-spécifiques dominent [I'étape de
piégeage a déja été montré dans la littératureagidiaet al, 2003). Une réaction avec le double
mutant K136Q K138Q a permis d’identifier au moirgid lysines dans le domaine HMG B comme
étant un site catalytique potentiel : Lys138, ams® Lys144 ou Lys145. La Lys136 ne peut pas non
plus étre exclue de la liste des lysines candidaAéis de localiser les résidus potentiellement
modifiés, c’est-a-dire Lys65, homologue de Lys138slle domaine HMG A, ou Lys144, Lys145 ou
d’autres, une deuxieme approche plus sensible adé&téloppée. Cette derniere combine une
purification du complexe Abf2-ADN et un enrichissamh en hétéroconjugués peptide-
oligonucléotide. Cette stratégie repose sur la rohtographie d’échanges d’anions (monoQ) et a
permis d’améliorer les rendements de purificatierladprotéine modifiée et de ses peptides modifiés
et d’augmenter le rapport signal sur bruit des roétinjugués en MS. Elle a également permis
d’obtenir des fragments informatifs en ETOette méthode révéle qu’en plus de la zone [123;15
cing autres zones sont modifiées dont I'extrémitéeivinal de I'étiquette 6 histidines. L'observatio
d’'une modification de I'étiquette 6 histidines tégme d’'une réaction non spécifique lors de la
premiére étape du protocole : le piégeage au NaBE4résence de réactions non spécifiques sur
d’'autres résidus d’Abf2 ne peut alors étre excldén de tenter de gagner en spécificité, les
concentrations en enzyme et en substrat ont étéades a 0.25-1 uM dans des conditions de
« single turnover », mais sans succes. Des essals domaine A exprimé seul ont été effectués et
montrent également plusieurs zones modifiées détijuette 6 histidines. Le mutant Abf2-domaine
A-K18Q a été produit et purifié mais son affinitd ADN diminue par rapport a Abf2-domaine A
sauvage, ce qui suggére un changement de conformatmdant inexploitable les résultats du test
d’activité lyase.
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10. Perspectives

Les conditions de piégeage de l'intermédiaire ABE2N sont a optimiser afin d’augmenter la
spécificité envers la lysine catalytique de chagoenaine. Plusieurs paramétres pourraient étre
testées tels que le type de site abasique (dRPI&R)rce ionique (NaCl) qui en étant augmentée
pourrait réduire les duplex Abf2-ADN non spécifigueu encore la température et le temps de la
réaction. Un autre agent réducteur moins puissantrgit également étre testé. La longueur de
'ADN ainsi que la position du site abasique setaie voie intéressante a explorer. Si, malgré ces
tests, plusieurs sites étaient encore modifiégubmtification de tous les sites modifiés perméttra
d’identifier le site modifié le plus abondant palnaque domaine d’Abf2. Si les deux sites actif¢ son
les sites majoritairement piégés par NaBH4, ilsrpment ainsi étre mis en évidence. A l'inverse, si
l'on fait 'hypothése que le site catalytique akgpsplus élevé que celui des lysines non compétentes
pour l'activité lyase, l'intermédiaire réactionrggécifigue sera peut-étre plus difficile & piégar p
NaBH4 que les non-spécifiques. Dans ces conditilesssites actifs seraient les sites minoritaites e
seraient donc trés difficile a localiser avec ceftproche de réduction de la base de Schiff. Utre au
stratégie de capture de lintermédiaire réactionmelle que l'utilisation d’'un substrat suicide,

pourrait alors étre envisagée.

Malgré les conditions de piégeage qui restent amigsr, nous avons développé une méthode
efficace pour la purification d’'un complexe covdlgrotéine-ADN ainsi que pour la détection
d’hétéroconjugués peptide-acides nucléiques etclalisation des résidus modifiés par spectrométrie
de masse. Ces outils pourraient étre utilisés droariere plus générale pour disséquer le mécanisme
d’autres enzymes de réparation de 'ADN par exaisio
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Chapitre 4 Caractérisation de [linteraction
entre la locostatine et la protéine PEBP1/RKIP
humaine, un suppresseur de metastases nature
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Résumé du chapitre 4 :

A ce jour, tres peu de cibles cellulaires ayant wawdivité suppresseur de métastases ont été
découvertes et les molécules thérapeutiques vicatte nouvelle classe de cible sont plus rares
encore. Plusieurs études récentes ont montré qyedetine humaine Phosphatidyl Ethanolamine
Binding Protein 1 (hPEBP1), est un suppresseur éeastases dans différents types de cancer. La
locostatine est le seul composé connu ayant uniitécdémontrée envers PEBP1. Au niveau

cellulaire, elle empéche la migration des cellidesse liant a PEBP1.

Mes travaux de thése portent sur la caractérisatioe du complexes hPEBP1-locostatine par
spectrométrie de masse. Cette caractérisation aideta conception et la synthése de ligands de
hPEBP1 a visée anti-métastases

Le mécanisme de liaison a été disséqué et monéadadocostatine se fixe de maniere covalente a la
protéine puis s’hydrolyse en groupement butyrates Dexpériences de cinétiques suggerent
'existence d’'un intermédiaire réactionnel non clerda et réversible (P + L5 PL* - PL). Afin
d’identifier le résidu ciblé par la locostatine,sleonditions de réaction et de protéolyse en smiuti
ont été optimisées. L'approche qualitative réveleptésence de plusieurs sites de réaction de la
locostatine sur la protéine, indiquant de probablésictions non spécifiques. Ces résultats ont
conduit au développement 1) d'un modéle mathénmeatmpur déterminer la fraction de liaison
optimale permettant de discriminer le site spéaiigles sites non-spécifiques, et 2) d'une méthode
pour la quantification paralléle et exhaustive degdé de modification de tous les sites modifiésde
protéine. Selon nos critéres, les résultats de tfiemtion de ces sites/séquence modifiés ne
permettent pas de proposer un site majoritaire. r€sultat indique que la vitesse de réaction
spécifigue n’est pas visiblement plus rapide gule s réactions non spécifiques, ce qui compligue
fortement l'identification du site spécifique dddaostatine sur hPEBPL1.

Au-dela de l'application a hPEBP1, la quantificatiole sites modifiés est un outil précieux pour
corréler la liaison moléculaire avec I'activité ¢alire d'agents thérapeutiques covalents potesitiel
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1. Contexte

1.1 La protéine PEBP1/RKIP

La protéine Phosphatidylethanolamine Binding Protéi (PEBP1), également connue chez les
mammiferes sous le nom de Raf Kinase Inhibitorytétno(RKIP), fait partie de la famille des
protéines PEBPs qui est un groupe trés conservéelwas de I'évolution et qui compte plus de 400
membres. PEBP1 est une protéine ubiquitaire, reé®wans de nombreux tissus (cerveau, foie,
estomac, rate, muscle...) et de nombreux organisimesnmiféeres, insectes, plantes, levures,
bactéries). Elle fOt initialement identifiée en 498ans le cerveau de boeuf (Bernier and Jolles})198
puis caractérisée comme une protéine liant la glaigtyléthanolamine (PEBP) (Berniet al,
1986). En 1999, a lissue d’'un criblage de molécplar double hybride chez le rat (Yeuwstgal,
1999), rPEBP1 fit nommée RKIP pour refléter sa ciépa se lier et a inhiber la kinase Raf. Ce nom
a été ensuite étendu a la PEBP1 humaine (hPEBRil)odalisation principale de PEBP1 est
cytoplasmique, associée a la membrane plasmigu@ecalle du réticulum endoplasmique granuleux
(Rousselet al, 1988), mais elle est également retrouvée damsilleu extracellulaire. PEBP1 est
fortement exprimée dans le systeme nerveux, lesdgk surrénales et la thyroide ; modérément
exprimée dans le foie, les testicules et la prestitest faiblement exprimée dans les globulexbla

le cceur et d’autres tissus (Al-Mubd al, 2013).

1.2 Structure de PEBP1 humaine

La structure primaire de PEBP1 humaine est coestitde 187 acides aminés en comptant la
méthionine initiale. Cette derniére est clivée laies la maturation de la protéine. Les masses
moléculaires monoisotopique et moyenne de hPEBRtLregspectivement de 20 912.6255 Da et 20
925.3744 Da. La séquence consensus qui définipddpnance a la famille des PEBPs se trouve
entre les résidus 70 et 119 (Banfieldal, 1998) et sont représentés en rouge dans la Fifurea
protéine contient deux cystéines en position 1338t

Figure 72. Séquence de hPEBPLa numérotation des résidus correspond a la p@évec la méthionine initiale. Les
résidus en rouge représentent la séquence consikutamille PEBP. D’'aprés Banfietd al. (1998)

2 PVDLSKWSGP LSLQEVDEQP (QHPLHVTYAG AAVDELGKVL TPTQVKNRPT
52 S| SWDALDSG KLYTLVLTDP DAPSRKDPKY REVWHHFLVVN MKGNDI SSGT
102 VLSDYVGSGP PKGIGLHRYV WLVYEQDRPL KCDEPI LSNR SCDHRGKFKV
152 ASFRKKYELR APVAGICYQA EVWDDYVPKLY EQLSGK
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La structure cristallographique de la PEBP1 bowr&té réalisée ici au CBM en 1998 (Seatall,
1998). Simultanément et dans le méme journal,riecttre cristallographique de la PEBP1 humaine
était également publiée (Banfiedd al, 1998). Les deux structures sont trés similaires aleux 2
feuilletsp antiparalleles et un élément C-terminpd (Figure 73).

Figure 73. Structure secondaire de hPEBP1.a protéine est constituée de 9 feuillgtst 4 hélices: (Banfieldet al,
1998).
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En outre, ces structures montrent une protéineudddre avec un coeur en feuillgtset une poche

proéminente exposée au solvant, comme illustré Bvetucture de hPEBP1 Figure 74. Cette poche
est un élément structural trés conservé au seiflPE&Ps. Elle est composée de seize résidus (D70,
A73, P74, Y81, W84, H86, V107, G108, G110, P1111RMH118, Y120, L180, Y181, et L184)
(Tavelet al, 2012) et peut accueillir une variété de ligand®@iques tels que des phospholipides
(Vallée et al, 2001) ou encore le GTP, le FMN (Tawdl al, 2012) ou encore. Cette poche est
couramment appelée poche a anions. La Figure 7Adumdpar ailleurs que la protéine a été co-
cristallisée avec une molécule de cacodylate pamtedu tampon de cristallisation. Ce cacodylate
est logé dans la poche a anions. Cette structurdrenégalement que les deux cystéines sont sous

forme réduite.
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Figure 74: Structure tertiaire de la hPEBP1 avec urcacodylate dans la poche a anions (Banfiettial., 1998)

1.3 Les fonctions de PEBP1

La PEBP1 agit dans un grand nombre de processusioffgiques tels que la croissance, la
différenciation, la prolifération, la migration, motilité, le cycle cellulaire, la stabilité génayk,

I'apoptose et la résistance aux médicaments (AleMatlal, 2013). Son role exact dans la cellule est
encore mal défini. Elle est impliguée dans difféesnmaladies comme la maladie d'Alzheimer, le
diabete, les cancers de la prostate, de I'estainaggin, de I'ovaire, du poumon, le mélanome (@ance
de la peau), le cancer colorectal, les tumeursnsti®s gastro-intestinales, le carcinome
hépatocellulaire, le carcinome du nasopharynxegfgliomes (tumeurs cérébrales) (Al-Mudtaal.,

2013). Depuis 2003, elle a été surtout été idéetifcomme le produit d'un des rares génes

suppresseurs de métastases, dans un nombre croissancers majeurs.

1.3.1 PEBP1 et voies de signalisation

Les voies de signalisation ont un réle vital paucellule. Elles assurent la transmission d’'unaign
extracellulaire, capté par un récepteur transmenalmg, vers différents effecteurs intracellulaires
conduisant a la génération d’'une réponse cellulamaropriée. Cette réponse peut se traduire par
I'activation ou l'inhibition de protéines et/ou ‘@ntuction ou la répression de I'expression de gene
Depuis plusieurs années, PEBP1 apparait de plptiercomme une protéine pivot, au carrefour des
principales voies de signalisation impliquées diansurvie de la cellule telles que la voie MAP
kinases Ras/Raf/MEK/ERK, la voie N€B et la voie des récepteurs couplés aux protéineSoa
homologue chez la levure a été caractérisé au CBMnte un pont possible entre signalisation
cellulaire et métabolisme (Beaufoetral, 2012).
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1.3.1.1 La voie Ras/Raf/MEK/ERK

La voie Ras/Raf/MEK/ERK est essentielle pour laisgance cellulaire. Cela comprend la
prolifération, la transformation, la différentiaticet 'apoptose (Kolch, 2000). Une grande variété
d'hormones, de facteurs de croissance et de factmudifférenciation, ainsi que des substances
favorisant les tumeurs, emploient cette voie. Cedéaules, lorsqu’elles se lient aux récepteurs
tyrosine kinase TRK, activent la protéine GTPases Rmi déclenche alors la cascade de
phosphorylation de la voie de signalisation MAPphosphorylation de Raf par Ras, puis de MEK
par Raf, puis de ERK par MEK (Figure 75 en rose&f, MEK et ERK sont des sérine/thréonine
kinases, et sont de type MAPKKK, MAPKK et MAPK, pestivement. Une fois activée dans le
noyau, ERK phosphoryle ensuite les facteurs desdrgtion nucléaires qui influencent de
nombreuses fonctions cellulaires (Zeegal, 2008). En 1999, Yeungt al. ont démontré que
rPEBP1 est capable d’inhiber la voie Ras/Raf/MEKKEBn se liant & Raf-1. Cette interaction
PEBP1-Raf-1 empéche l'activation de Raf-1 en blogjsa phosphorylation en S338 et Y340/341
(Trakulet al, 2005). Il a également été constaté que rPEBPtLdissocier le complexe Raf-1-MEK,
empéchant ainsi la phosphorylation et l'activattenMEK par Raf-1 (Yeungt al, 2000). La voie
Ras/Raf/MEK/ERK est régulée par la phosphorylatienrPEBP1 en Serl53 (Corleit al, 2003).
Ainsi la forme non phosphorylée de PEBP1 est liéRaél et inhibe la voie alors que la forme
phosphorylée de PEBP1 est dissociée de Rafl etiigvibition de la voie.
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Figure 75. Les activités cellulaires de PEBPEnN rose, inhibition de la voie Ras/Raf/MEK/ERK. BlBu, inhibition de
la voie NFKB. En vert, inhibition de la voie des récepteursptés aux protéines G. a : Yeung et al., 1999yéung et
al., 2001, c : Lorenz et al., 2003, d : Eves et24l06, e : Hengst et al., 2001.
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1.3.1.2 La voie NfkB

PEBP1 contrdle également l'activation du facteucléaire kB (NF-kB). Dans sa forme inactive,
NF-kB est localisée dans le cytoplasme, ou il iés&lsa protéine inhibitrice Ik (Inhibitory kBa)
(Dyson and Komives, 2012). En réponse a différstitsuli, tels que des infections microbiennes et
virales ou encore des cytokines inflammatoireskirases TAK1 (transforming growth factor beta-
activated kinase 1), NIK (Nf-kB inducing kinase) 1&K (IkB kinase) sont activées résultant a la
phosphorylation d’lkiB liee a Nf-kB (Figure 75 en bleu). Il s’ensuit uobiquitination et une
dégradation d’'IkB, puis une libération de Nf-kB. Une fois libéré,-RB transloque dans le noyau
ou il régule la transcription de genes impliquésasdéimmunité, linflammation, la prolifération
cellulaire, I'apoptose, et la migration cellulafkarin et al, 2002). rPEBP1 est capable de bloquer la
voie NF-kB en inhibant les kinases en amont TAKIKNet IKK (Yeung et al, 2001). Cette
inhibition entraine l'inhibition en aval des protluides génes anti-apoptotiques et sensibilise la
cellule a I'apoptose induite par la chimiothérg@ibatterjeeet al, 2004).
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1.3.1.3 La voie des récepteurs couplés aux protéines G

PEBP1 est également impliquée dans le contrdla dadcade de signalisation des récepteurs couplés
aux protéines G (RCPG, GPCR en anglais) (Loedral, 2003). Les RCPG constituent une grande
famille de récepteurs membranaires et sont desrmdié#Ents physiologiques essentiels de la
neurotransmission, de l'inflammation, et de la t&gan de la pression artérielle (Ribaisal, 2007).
Lorsqu’elle est inactive, la protéine G est constt de trois sous-unitési3Gh et Gy et la sous unité
Ga lie une molécule de GDP (Figure 75 en vert). Lohsig signal chimique ou physique stimule le
récepteur RCPG, ce dernier devient actif et chaegeonformation. Ce changement conformationnel
favorise l'interaction entre RCPG et la protéinellGen résulte une diminution de l'affinité de la
sous-unité @ pour le GDP au profit du GTP. Cet échange GDP/@dmuit a une dissociation du
complexe hétérotrimérique :o8GTP et le complexe [& (Neer, 1995). Les sous-unités dissociées
activent alors différents effecteurs spécifiqueslénylate cyclase (AC), phospholipase C (PLC)...
(Neveset al, 2002). La PLC, une fois activée par la sous-u@ii¢ clive le phosphatidyl-inositol-
4,5-diphosphate (PIP2) en inositol-triphosphat8)I& en diacylglycérol (DAG). Ces deux second-
messagers agissent a leur tour comme des effecteddaG active notamment la protéine kinase C
(PKC).

La voie RCPG est retro-contrdlée négativement pdinase GRK2. Cette derniere phosphoryle les
RCPGs actifs et initie leur internalisation ce qanduit au final & une inhibition de la voie RCPG
(Krupnick and Benovic, 1998). hPEBP1 a été idefgiitomme un inhibiteur physiologique de GRK-
2 (Lorenzet al, 2003), ce qui veut dire qu'elle léve l'inhibitipar GRK2. Cependant, sa fonction
inhibitrice est dépendante d'une phosphorylatiomar@ une cellule est stimulée par un facteur de
croissance, la kinase PKC est activée et phosghoBEBP1 au niveau de Serl53 (Cosiital,
2003), ce qui provoque la dissociation de rPEBPdeeRaf-1. La protéine phosphorylée rP-PEBP1
se lie alors a GRK-2 et bloque son activité inhibit. Récemment, Deiss et ses collaborateurs ont
montré que cette phosphorylation en S153 décletghdimérisation de hP-PEBP1 et que ce
processus est nécessaire pour que hPEBP1 permiif-dea GRK2 (Deisst al, 2012).

La forme phosphorylée hP-Serl53PEBP1, en levantcsotrle négatif sur la kinase Raf et en
inhibant GRK2, semble favoriser la survie des defiicancéreuses et I'invasion (Escara-Wékel,
2012). Par exemple, I'expression de P-Ser153PEBPdreindicateur prédictif de la survie du cancer
du poumon (Huerta-Yepes al, 2011).
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1.3.2 PEBP et cancer

1.3.2.1 Cancer et métastase

Le cancer est une maladie causée par une croisganeee prolifération cellulaire incontrélées
formant ce que I'on appelle une tumeur. Lorsqu’ebe localisée, la tumeur est dite primaire et peut
en général étre traitée efficacement par tout weral thérapeutique anti-cancer constitué de la
chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie, tt#rapie hormonale, 'immunothérapie, et des
combinaisons de celles-ci (Bonavida al, 2013). Actuellement, le pronostic vital du patiest
surtout engagé lors du développement de métastases.

Une métastase correspond a la formation d’'une tumecondaire au niveau d’'un site éloigné de
celui de la tumeur primaire. Ce processus est aaxepet comprend plusieurs étapes. Tout d’abord,
les cellules tumorales acquiérent un phénotype statque, c’est-a-dire qu’elles vont perdre leurs
caractéristiques épithéliales pour acquérir deaataristiques mésenchymateuses et des propriétés
invasives, un processus connu sous le nom de ticangpithélio-mésenchymateuse (EMT pour
Epithelial to Mesenchymal Transition) (Baritakt al, 2009). Ceci a pour effet de rompre les
contacts intercellulaires et de favoriser la migtitiellulaire (Figure 76).

Figure 76. Principales étapes de la formation desétastases [e].
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S’ensuit une étape d’'angiogenése pour vasculagisatimenter les cellules au cceur de la tumeur,
d’'invasion du tissu environnant, d’intravasatioragpage des cellules du tissu vers les vaisseaux
sanguins), de survie dans la circulation sanguifextravasation (passage des cellules depuis les
vaisseaux sanguins vers un tissu environnant) etcofonisation d’'un nouveau site, distant de la

tumeur primaire (Escara-Wilket al, 2012).

1.3.2.2 Activité suppresseur de métastases de hPEBP1

Les premiers résultats suggérant l'activité supaness de métastases de hPEBP1 ont été décrits en
2003 par Fuet al. Ces auteurs ont montré que l'expression de hPE&®Iplus faible dans les
cellules cancéreuses métastatiques de la prostatdans les cellules cancéreuses non métastatiques
et que cette expression est inversement corrélé lavgotentiel invasif des cellules du cancer de la
prostatein vitro. D’autres études ont également montré cette ebioél inverse entre le niveau
d’expression de hPEBP1 et le potentiel métastatibpuplusieurs cancers chez I'Homme tels que le
mélanome (Schuieraat al, 2004), le cancer du sein (Hageatnal, 2005), le cancer colorectal (Al-
Mulla et al, 2006), le cancer de l'ovaire (&t al, 2008) et le cancer du nasopharynx (Caeal,
2008). De plus, la restauration de I'expressiomEEBP1 dans des cellules du cancer de la prostate
réduit I'angiogenese tumorale et les métastaseswamodele murin (Fat al, 2003). De la méme
maniére, la surexpression de hPEBP1 se traduitupar diminution des métastases de cellules
cancéreuses du sein (Dangi-Garimellaal, 2009) et de l'ovaire (Lét al, 2008). En outre, il a été
montré que le niveau sérique de hPEBP1 a une vpltenostique chez les patients atteint du cancer
de la prostate, et un dosage sérique de hPEBP& préposé comme marqueur pronostique en
soutien aux décisions thérapeutiques @tual, 2006). En plus du niveau d'expression totale de
hPEBP1, il a été suggéré que la quantité absolderde phosphorylée de hPEBP1 est un indicateur
pronostique pour le cancer du poumon (Huerta-Yegtesd, 2011). Considérant 'ensemble de ces
données, on peut conclure que hPEBP1 a un réleatsnt la croissance tumorale et les métastases
et est considérée commune une nouvelle cible thatmpe et diagnostique contre le cancer.

Néanmoins, les mécanismes précis qui favorisennitastases suite a la perte ou a la réduction de
hPEBP1 restent a élucider. Est-ce la capacité deBRBR a moduler la migration cellulaire,
linvasion, la croissance ou encore la stabilitéhagéique qui est responsable de ses fonctions
suppresseur de métastases? La réponse a cettdomuest difficile du fait des fonctions
multimodales de cette protéine et de la complakit@rocessus métastatique.

L’influence du niveau d’expression de PEBP1 humaaa@ine ou de rat sur la migration cellulaire a

été explorée mais les résultats sont controversége corrélation négative entre le niveau
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d'expression de hPEBP1 et la migration a été oBserdans les cellules de carcinome
hépatocellulaire humain (HHC) (Let al, 2006). A l'inverse, une corrélation positive & étise en
évidence avec hPEBPL1 canine dans les cellulesééiplds de chien (MDCK) (Zhat al, 2005). De
méme, l'expression de rPEBP1 et positivement oéerévec la migration des cellules étoilées
hépatiques de rat (HSC) (Ma al, 2009) et des cellules du cancer du colon humadVQ) (Beshir

et al, 2010). Enfin, en utilisant d’autres lignées delikes du cancer du sein (T47D, BT-20), du
colon (HCT-116) et de la peau (MDA-MB-435), Bes#iiral. (2010) n'ont observé aucune influence
du niveau d’expression de rPEBP1 sur la migrati@s. contradictions entre I'expression de PEBP1
et la migration des cellules peuvent étre attrisuggdutilisation de différentes lignées cellulairet
d'espéces de PEBP1 différentes. Ce constat sugperele role de PEBP1 sur la migration est

dépendant du type cellulaire.

Concernant l'invasion, Beshét al. (2010) proposent que la fonction de rPEBP1 dasmsniétastases
soit attribuée a sa capacité a réguler a la bdmssgeression de certaines métalloprotéinases de la
matrice extracellulaire (MMP), a savoir la MMP-1MMP-2. Cette répression des MMPs se ferait
par la voie Nf-kB (Beshiet al,, 2010). Cette hypothése n'a pas été testée aaundspérimental par

ces auteurs.

Par ailleurs, la PEBP1 canine a également uneeinfie sur I'adhérence cellule-substrat et cellule-
cellule dans les cellules MDCK (Zhai al, 2005; Mc Henryet al,, 2008). D'autres procédés pouvant
affecter la formation de métastases ont été démitsme étant régulés par PEBP1 humaine ou de
rat ; a savoir, la progression du cycle celluldigeset al, 2006), I'angiogenéese (ki al, 2003) et
I'apoptose (Chatterjest al., 2004).

1.3.2.3 Activité pro-apoptotique de hPEBP1

Les différentes thérapies anti-cancer telles quehiemiothérapie, la radiothérapie, la thérapie
hormonale ou limmunothérapie ont un seul et ménbgeatif : induire la mort des cellules
cancéreuse. Cette mort cellulaire est le plus stuweluite par la voie de I'apoptose, également
appelée mort cellulaire programmée. Cependanguit pubsister une sous-population de cellules qui
est tres résistante aux diverses thérapies cytpiegi En outre, ces cellules résistantes sont
généralement la cause d’une récidive du cances, do@ivent dévastatrice pour le patient car les
traitements actuellement disponibles sont ineffisa(Bonavida 2013). Les cellules résistantes sont
en fait équipées de mécanismes moléculaires quipleumettent d'échapper a l'activation des voies
apoptotiques induite par le médicament. La résigtanl'apoptose de ces cellules tumorales résulte,
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dans une large mesure, de I'hyperactivation catst# de plusieurs voies de survie / anti-
apoptotiques telles que les voies NF-kB, Ras/RaKNHRK et PI3K-Akt (Bonavida 2013).

Le réle déterminant de hPEBP1 dans l'induction’a@eodptose a été mis en évidence par Chattetjee
al. (2004) en montrant que I'expression de hPEBP lilskses les cellules du cancer du sein et de la
prostate aux agents chimiothérapeutiques. De mawpression de hPEBP1 est induite en réponse
au Rituximab, médicament utilisé en chimiothérapig, inhibe la voie Raf-MEK-ERK et augmente
apoptose dans les cellules de lymphome non hodgkiB (Jazirehet al, 2004). A linverse, la
perte de hPEBP1 diminue I'apoptose induite paothéiapie et chimiothérapie, protégeant ainsi les

cellules cancéreuses contre la mort.

Dans la littérature, deux mécanismes de résistemoeiothérapeutique des cellules cancéreuses sont
décrits :

1) Le circuit NF-kB / Snail / hPEBP1 proposé par Baitet al. (2009). Snail est un répresseur
transcriptionnel de hPEBP1 (Beaehal, 2008) qui joue un role important dans l'invasatries
propriétés migratoires des cellules cancéreusears de la progression tumorale en étant un
médiateur de la transition épithélio-mésenchymatédseto, 2002). La transcription de Snail est
régulée, en partie, par NF-kB (Juliet al, 2007) et par lui-méme en réprimant son propre
promoteur (Peircet al, 2006). Il a été montré que la surexpression dBFAEdans les cellules
tumorales humaines de la prostate et de mélanoaie oéipable d’inverser la résistance aux
médicaments et d’induire I'apoptose médiée par TRBlaritaki et al, 2007). En outre la sous
expression de hPEBP1 confére une résistance auican#éehts anti-cancéreux dans les cellules

cancéreuses intrinsequement sensibles (Chattdrgde 2004).

2) La voie KEAP1 / NRF2 proposée par Al-Mulid al. (2012). Ces auteurs ont constaté que la
déplétion de hPEBP1 induisait un stress oxydaténgse dans les cellules HEK293 (Al-Muéa
al., 2011). Il est bien établi que le stress oxydamifuit I'activation de Nrf2 (Nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2), une molécule quiuéga la hausse les antioxydants intracellulaires
et qui augmente la survie cellulaire (Leteal, 2003). Dans les cellules normales et en présence
de hPEBP1, NRF2 est séquestrée dans le cytopldarsen interaction avec KEAP1 (Kelch-like
ECH-associated protein 1). En cas de perte oudietién de hPEBP1, KEAP1 est ubiquitinylée
ce qui provoque la libération de Nrf2 et sa tracalmn au noyau afin d’activer la transcription

de géenes antioxydants.
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1.4 La locostatine

Comme évoqué précédemment, PEBP1 régule des pusces$gsiologigues essentiels. Ainsi,
l'identification de molécules qui se lient a PEB&tlinfluencent son aptitude a inhiber des protéines
cibles telles que Raf-1, représentent un grandént@érapeutique pour le futur. En 2002, une @etit
molécule, la locostatine, a été identifiee dansuilble de molécules pro-cicatrisantes comme étant
capable d’inhiber la migration de cellules épitalels de rein de chien Madin-Darby (MDCK) (Mc
Henry et al, 2002), puis en 2005, par une approche dite dmiehgénomique, il a été montré par
Zhu et al. gu'elle est capable de se lier a rPEBP1 (@hail., 2005). La structure de la locostatine est

présentée Figure 77.
Figure 77. Structure chimique de la locostatine
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1.4.1 Activité anti-migratoire

Initialement, la locostatine, également appelég-GRE)-But-2-enoyl]-4-benzyl-2-oxazolidinone, a
été découverte en 2002 lors d'un criblage d’ageietgrisants sur des cellules MDCK (Mc Hermty
al., 2002). La (4S)-3-[(E)-But-2- enoyl]-4-benzyl-2awolidinone a montré des propriétés
inattendues d’inhibition de la cicatrisation, plu®cisément de la migration cellulaire, ce quidui

valu son nom de locostatine (Figure 78).
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Figure 78: Activité antimigratoire de la locostatire sur des cellules MDCK(Mc Henry et al, 2002) Images de
microscopie a contraste de phase de cellules maonbes MDCK lors d’'un test de « wound healing » cprisiste a
mesurer la capacité des cellules a combler unenléstroduite expérimentalement : A) Controle a@et% de DMSO 0,
12 et 24 h apres la blessure B) @0 de locostatine, 0, 12 et 24 h aprés la blessure

Oh 12°h 24 h

contrble

+ locostatine

Zhu et al. (2005) ont montré par ailleurs que la déplétiaar, ipterférence ARN, de PEBP1 canine
inhibe également la migration des cellules épidteé MDCK et que la surexpression de PEBP1
canine dans ces cellules annule l'effet anti-migratde la locostatine. En accord avec un réle tians
voie de signalisation de Raf, la locostatine empéalto-immunoprécipitation de rPEBP1 avec Raf-
1 in vitro, démontrant ainsi que la locostatine léve lintdyi de rPEBP1 sur Raf-1 (Zhet al,
2005). Plus récemment, il a été observé que lastatine altére également la migration de cellules
cancéreuses humaines d’adénocarcinome du sein (M@K Henry et al, 2008). Ces résultats
suggerent que locostatine régule la migration @ikivia un mécanisme dépendant de PEBP1 et
médié par la voie Raf/MEK/ERK. Toutefois d’autréades montrent que la locostatine est capable
d’inhiber la migration de cellules qui n’exprimeptus PEBP1. C’est le cas des cellules non-
tumorales de souris (MEF) (Shemet al, 2009) et de la bactérislycobacterium smegmatis
(Eulenburget al, 2013). Ces données suggerent que la locostatinergit avoir d’autres cibles
cellulaires encore non identifiées. Zaual (2005) ont montré sur gel SDS-PAGE, en employant de
la locostatine tritiée, qu’'en plus de rPEBP1, leoktatine se lie a trois enzymes : la glutathione S
transférase omega 1-1 (GSTO1-1), l'aldéhyde déebgdase 1Al (ALDH1Al) et la prolyle
oligopeptidase (POP). L'inhibition de chacune ds emzymes par un inhibiteur spécifique n'a
cependant pas révélé d’'effet pro-migratoire ni-amgratoire, ce qui les exclut donc comme cibles
médiatrices d’un effet anti-migratoire.
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1.4.2 Interaction avec PEBP1

Depuis la découverte que PEBP1 est une cible agludle la locostatine (Zhet al,, 2005), plusieurs
égquipes se sont intéressées a l'interaction erg@eux partenaires afin de mieux comprendre ée rol
de PEBP1 dans les propriétés anti-migratoires declastatine, ainsi que d'ébaucher une stratégie
pour exploiter les propriétés anti-métastases alggrde PEBP1.

Le mécanisme réactionnel supposé est une additidvichael entre un résidu nucléophile de PEBP1
et 'acyl insaturé de la locostatine qui constitunecentre électrophile (Tableau 12).

Tableau 12. Locostatine et molécules dérivées. Ndlaison non covalente

Incrément de masse ajouté
Masse qumule . Masse
Formule . . chimique | Masse théorique| |, .~
Nom Structure moléculaire S ; . théorique
brute (Da) ajoutée sur| monoisotopique moyenne
protéine (Da) (Da)
i
/\/lkN o
\/
Locostatine S C14H1sNO3 245.27 GsH1sNO3 245.1052 245.2744
Acid toni 0
cide crotonique /\/U\ C,HsO, 86.09 GHgO, 86.0368 86.0894
N OH
X
HN 0]
(S)-4- \/
benzyloxazolidin-2- & CiH11INO, 177.20 CiH11INO, 177.0789 177.2003
one (NC) (NC) (NC)

Sans cette liaison insaturée, la molécule ne pessied de propriétés anti-migratoires (Mc Heety
al., 2002; Zhuet al, 2005). Par ailleurs, ce groupe a pu déterminer constante de vitesse
d’'association k, égale & 13 M s * entre rPEBP1 et la locostatine.

Le site ciblé par la locostatine a fait I'objet pghisieurs recherches, que ce soit en RMN ou en
spectrométrie de masse, mais sans résultats alagsour. Shemoet al. (2009) ont tenté d'étudier

le complexe entre rPEBP1 et la locostatine par RiviNs I'analyse n’a pu étre réalisée a cause d'une
précipitation induite par l'ajout de locostatineda fortes concentrations de rPEBP1. Afin de
contourner la difficulté, ces auteurs ont utilisedérivé non réactif de la locostatine, qui ne it
pas la partie crotonyl, la (S)-4-benzyloxazolidioi2e (Tableau 12), et ont montré que cette molécule

interagit au niveau de la poche a anions (Sheetoal, 2009). Tavekt al. (2012) ont obtenu le
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méme résultat avec la hPEBP. Une autre étudesartilila spectrométrie de masse, initialement
publiée sous forme de proceedings d'un workshopédité, prétend avoir identifié 'His86 comme
étant le site cible de la locostatine (Beshiral, 2011). Cependant, les données MS/MS sont
critiguables dans la mesure ou 1) les ions fragment tous la méme intensité, ce qui suggeére que le
signal est au niveau du bruit de fond et 2) les ibbagments et y, seuls ions permettant de
discriminer entre une modification de His85 et His8e sont pas observés. De plus, de maniére
surprenante, ces résultats ont été obtenus avemnplexe hPEBP1-locostatine précipité, avec une
destruction profonde du repliement de la protéinere présence d'un excés de locostatine, puis
resolubilisé, ce qui semble peu compatible avec rgadité biologique. Les auteurs indiquent
l'existence d’au moins deux sites modifiés sur tat@ine entiére, mais choisissent d'accorder au
résidu His86 une crédibilité particuliere du faitigs'agit d'un résidu conservé de la poche agiomi

Il est & noter que la locostatine n'est pas unnagiaqu'elle n'a pas montré d'effet de compétiioec

les nucléotides GTP et FMN (Jaquillard, 2012) qulient avec des affinités de l'ordre de’M0 &
hPEBP1 (Taveét al, 2012)

2. Objectifs

Aujourd’hui, la plupart des approches utilisées m@uévenir les métastases sont basées sur
linhibition des facteurs pro-métastatiques. Latipatarité de hPEBP1 est d'étre au contraire un
facteur anti-métastatique. Les travaux présentés’iicscrivent dans un projet collaboratif dont
l'objectif est d’exploiter le potentiel anti-métatijue naturel de PEBP1 en synthétisant, de facon
rationnelle, des analogues de locostatine ayaeffenagoniste (ou activateur) de la protéine paur
faire de futurs médicaments capables d’empécheatéieloppement des métastases cancéreuses.
Dans le but de fournir des informations précieysas la synthése raisonnée de ces analogues, les
travaux présentés ici visent a caractériser, aeanivcinétique et structural, l'interaction entre
hPEBPL1 et la locostatine. Cette caractérisationpcend la dissection du mécanisme de liaison entre
les deux partenaires et la localisation du siteifipée lié de maniére covalente a la locostatine.

3. Analyse de la pureté de hPEBP1 et de la locostatine

3.1 Analyse de la pureté de la locostatine

La pureté de la locostatine a été évaluée par ESQld Figure 79 montre que la locostatine présente
une pureté élevée. Elle est observée sous les dofiieH]” et [M+Na]. Deux composés
additionnels, donnant des pics de faible intensibét détectés@/z178 et 204. Le pic dm/z178
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peut étre annoté a la forme [M+Hde la (S)-4-benzyloxazolidin-2-one. Le piecrdz 204 n’est pas

annoté pour le moment et pourrait étre une impureté

Figure 79. Analyse ESI-IT de la locostatineUne solution de locostatine commerciale & 100 nalMisd'acétonitrile pur
a été préparée. Cette solution stock a été diluéd/2006™ dans une solution d'ionisation acétonitrile:eaistec
formique 45:54.8:0.2 contenant du bicarbonate d’anmiom (ABC) 10 mM puis analysée en mode positifldaostatine
est observée sous les formes [M*Efl [M+Na]".
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Cette pureté élevée de la locostatine est adaptéd'étude de son interaction avec hPEBP1.
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3.2 Analyse de la pureté de hPEBP1

Deux stocks de hPEBP1 ont été successivemengstiisur ce projet.

3.2.1 Le stock initial de hPEBPL1 est pur mais contierst ehedifications
induites non désirées

Le degré de pureté de hPEBP1 a été vérifié par MALOF MS. Le spectre obtenu est présenté
Figure 80.

Figure 80. Analyse MALDI-TOF du stock initial de la protéine hPEBP1.Une solution de protéine hPEBP1 & 20 uM
dans une solution d'’ABC 20mM, pH 8.5 a été diluéel@0™ dans HCCA/TWA et un aliquot a été déposé par la
méthode en couche ultra-mince (Cadene and Ch&@; ZBabant and Cadene, 2008).
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La protéine est tres pure et est observée a uneemasyenne de 20927.0 Da (masse calculée a partir
des états de charge$ &t 3) correspondant & hPEBP1 sans méthionine initimes$¢e moyenne
théorique = 20925.6 Da). Toutefois, le spectre moégalement une microhétérogénéité traduite par
la présence de deux pics additionnels. L’écart dese mesuré entre les pics est de 74.5 Da ce qui
peut correspondre a l'addition flenercaptoéthanol (+76 Da) sur les deux cystéinels geotéine.

La présence d@-mercaptoéthanol dans le tampon de conservatiola geotéine et I'observation
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d'une stoechiométrie d'addition compatible avecolmbre de cystéines renforcent cette hypothése.
En effet, comme évoqué dans le paragraphe 2.4.8etla section 1, I@-mercaptoéthanol peut
former un pont disulfure persistant avec les thitdda protéine. Ces adduits gienercaptoéthanol 1.
introduisent une micro-hétérogénéité nuisible @ualité du signal, et 2. ne sont pas favorables a
l'observation du complexe hPEBP1-locostatine. ds/eint donc étre éliminés. Ceci peut étre réalisé
par une incubation avec un autre agent réductéguéele DTT ou le TCEP. La Figure 81 montre la
disparition des adduits gemercaptoéthanol apres une réduction au TCEP 1 erMdant une heure

a 37°C. Le signal homogeéne ainsi obtenu est apgrqgqmur la détection du complexe hPEBP1-
locostatine. Toutefois, comme il sera discuté danparagraphe 4.1.1 ci-aprés, la locostatine est
capable de réagir avec les agents réducteurs, i mgcessité d’ajuster la concentration en TCEP
afin qu’il ne consomme pas toute la locostatinetteCdécouverte nous a conduit a faire une autre
production de hPEBP1, purifiée cette fois ci damgampon compatible avec la MS et ne contenant
pas deB-mercaptoéthanol.

Figure 81. Elimination des adduits de§-mercaptoéthanol (BME) par une réduction au TCEP.
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3.2.2 Le deuxieme stock de hPEBPL1 est pur et adaptélgtune du
complexe avec la locostatine

Le deuxieme stock de hPEBP1 a été préparé a 38@ard un tampon composé d’ABC 20 mM
pH 8.0 et de DTT 0.5 mM. La Figure 82 montre quprlatéine est pure et qu’elle ne contient pas de
micro-hétérogénéité. La masse M calculée a patirélats de charge 2+ et 3+ est de 20925.3 Da.
Figure 82. Analyse MALDI-TOF du deuxieme stock ded protéine hPEBP1.Pour l'analyse, la protéine hPEBP1,

préparée & 6.7 UM dans une solution d’ABC 20mM,8dcontenant 5% d’'acétonitrile, a été diluée &0°TF dans
HCCA/FWI et un aliquot a été déposé par la méthesdeouche ultra-mince.
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Bien que de nombreuses expériences aient étédesmlis/ec le stock initial de hPEBP1, I'ensemble
des résultats présentés ci-apres a été générdéeadeaxieme stock de hPEBP1.
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4. Dissection du mécanisme de liaison

La dissection du mécanisme de liaison de la lotiasta hPEBP1 a pour objectif d'établir une base
solide pour la conception rationnelle d'analogueslatostatine comme agents anti-métastases
potentiels. Pour cela, la nature de la liaisonstabilité du complexe ou encore la cinétique

d’association ont été déterminées.

4.1 Nature de la liaison

Des la découverte de la locostatine en 2002, McrHen al. avaient fait I'hnypothése qu’elle
réagissait de maniére covalente avec ses ciblaédaiedsvia une addition de Michael d’un résidu

nucléophile de la protéine cible sur la doublestai de la locostatine (Figure 83).

Figure 83. Réaction d'un résidu nucléophile de hPEBL sur la locostatine.
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Cependant, avant nos travaux, l'interaction covalemtre la locostatine et hPEBP1 n’avait jamais
éte veérifiée. Les deux partenaires ont donc étébids ensemble puis analysés par MALDI-TOF MS.
Comme déja évoqué dans le paragraphe 3.3 du aha@pitlanalyse MALDI-TOF est un bon outil

pour vérifier la nature covalente d’'une interactiemtre deux molécules. En effet, les conditions
d’ionisation en MALDI classique : conditions dénatotes (pH < 2, [solvant organique] = 30-50 %)
et dépbts solides, sont tres défavorables a laiesulg complexes non-covalents et seuls les
complexes covalents sont observés. La Figure 84rmaapres 45 min d’incubation dans un tampon
bicarbonate d’ammonium pH 8.0, I'apparition d'urc @ +245.3 Da correspondant au complexe
hPEBP1-locostatine (incrément de masse théoriqt5:27 Da). Ces résultats confirment que
I'interaction est covalente et qu’elle est tredaieement formée par une addition 1,4 d'un résidu
nucléophile de la protéine (thiol, alcool ou amisa) la double liaison électrophile de la locoskti

comme initialement proposé par Mc Heetyal.
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Figure 84. Suivi en MALDI-TOF MS de la réaction dehPEBP1 avec la locostatine a t = 0 min et t = 45 mipH 8.0
37°C. Les espéces dichargées sont illustrées.
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Par ailleurs, le spectre de la Figure 84-B laisgeegoir un pic additionnel, no® Nous avons fait
I'hypothése que ce pid correspond a un produit de dégradation de la tatins. La résolution et

lintensité de ce pic sont insuffisantes pour mesuun delta-masse précis, nécessaire a
l'identification de ce composé.

4.2 Stabilité du complexe

Afin d’apporter des informations plus précises kupic & détecté en MALDI-TOF, le complexe
hPEBP1-locostatine a été analysé en ESI-QTOF-HRMS pyésente l'avantage d’avoir une
meilleure résolution et une meilleure précision rdasse. Le spectre HRMS présenté dans la
Figure 85 confirme l'existence de ce @icet permet d’obtenir un écart de masse monoisaiepiq
expérimentale précis de 86.0303 Da.
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Figure 85. Analyse ESI-Q-TOF HRMS des produits de &action de hPEBP1 avec la locostatind.es masses
correspondent & des masses monoisotopiqugs. Mso= 20912.6255 Da
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Les formules brutes compatibles dans une fourcldetteEd mDa sont présentées dans le Tableau 13.

Tableau 13. Formules brutes compatibles avec la mesmonoisotopique 86.0303 Daa recherche a été réalisée avec
I'outil en ligne CHEMCALC (http://www.chemcalc.omgf_finder/mfFinder_em_new) en autorisant les atof@gebl, O
et N. Seuls les résultats inférieurs a 10 mDa gafgentés.

Formule brite Masse Monoisotopiqt ppr mDe insaturatiol
1 H,Ng 86.034: 59.70¢ 5.13% 3
2 C,H4N;O 86.035: 70.87: -6.097 2.t
3 C3H4NO, 86.024: 75.31 6.47¢ 2.t
4 C4Hs0, 86.036! 86.4¢ -7.43¢ 2
5 CH;N,O 86.022 59.70¢ 5.13% 3

Selon notre hypothése d'une dégradation de la tating, cette masse pourrait correspondre a
'acide butyrique fixé sur la protéine : formuleube GH¢O, et masse théorique monoisotopique /
moyenne = 86.0368 / 86.0894 Da.
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Deux voies peuvent conduire & l'observation deroduyt de dégradation (Figure 86) :

O avant fixation sur hPEBP1, dégradation de la lmto® en acide crotonique et (S)-4-
benzyloxazolidin-2-one, puis réaction de l'acidet@nique sur hPEBP1

@® fixation de la locostatine sur hPEBP1 puis dégiadale la locostatine fixée en acide butyrique et
(S)-4-benzyloxazolidin-2-one

Figure 86. Les voies de dégradation possibles deltgostatine.
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Afin de savoir si cette dégradation se produit &wanapreés fixation de la locostatine sur la pragi
1) la stabilité de la locostatine seule a été @eamlat 2) la protéine a été incubée avec l'acide
crotonique.

La locostatine a été incubée seule dans les méomatitions que celles utilisées en présence de
hPEBP1 puis a été analysée en ESI-IT a t = 0,8hetes spectres sont présentés Figure 87 et ne
montrent aucune diminution du pic de locostatime/z(246) en faveur du pic de (S)-4-
benzyloxazolidin-2-onenf/z178). Ce résultat indique que la locostatine &dils pendant au moins
6h, ce qui va dans le sens de la \@iele dégradation.
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Figure 87. Stabilité de la locostatine a pH 7.6 €t 37°C. Une solution de locostatine 1 mM dans un tampoPEE
NaOH 2 mM, pH 7.6 contenant 5% d'acétonitrile a iégubée pendant 0 min (A), 1 h (B) et 6 h (C). éguots
prélevés aux temps indiqués ont été dilués au®172fans une solution d'acétonitrile:eau:acide formigh:54.8:0.2
contenant 10 mM d'ABC, puis ils ont été analyséE8hIT mode positif. * ion HEPES, adduit de sodium.
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Afin de valider définitivement la voi®, de I'acide crotonique a été incubé avec hPEBRik das
conditions ou la locostatine est réactive. Les spsmbtenus sont présentés Figure 88. Aucun pic de
complexe hPEBP1-acide butyrique n’est observé ahnege réaction (Figure 88-C), ce qui indique
gue l'acide crotonique ne se fixe pas a hPEBP1lsdu la locostatine est incubée avec hPEBP1
dans les mémes conditions de réaction, un pic sporelant a hPEBP1-acide butyrique est observé
(Figure 88-B).
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Figure 88. Suivi par MALDI-TOF MS de la réaction de I'acide crotonique avec hPEBP1 a pH 8.5 et 37°@ne
solution de protéine hPEBP1 a 6.7 pM a été inceimeprésence d’acide crotonique ou de locostatiherdvl dans un
tampon d'ABC 20 mM pendant 1 h puis analysée pat MIATOF MS. Pour cela, les réactions ont été dituge 1/20™
dans une solution de matrice HCC/FWI et le mélangwrice-échantillon a été déposé sur cible MALDbsda méthode
en couche ultra-mince.
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Ces résultats indiguent que la locostatine s’hydelken acide butyrique apres fixation sur hPEBPL1.

C’est donc la locostatine entiere qui est activerREBP1 (Figure 89). L'instabilité de la locostati

fixée peut étre liée a la présence de centres@piles secondaires.

Figure 89. Hydrolyse de la locostatine apres fixath sur hPEBP1.
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4.3 Cinétique d’association

Une cinétique d’association entre hPEBP1 et lotiosta été réalisée afin d’obtenir la constante de
vitesse k, (Figure 90). Pour faciliter l'interprétation desndées de liaison, I'expérience a été réalisée
en conditions de pseudo-premier ordre, c'est-a-fligand] >> [protéine], ce qui permet de
simplifier I'équation cinétique en négligeant lansommation de ligand. La fraction de liaison f est
donnée par I'équation 1:

f = [protéine-ligand]/[protein}ale (4)

Si lI'on posed, la fraction de liaison a saturation, une assaeiatréversible suit la loi décrite par

I'équation 2:
f=fa(1- &Y (5)
La constante de cinétiquenlest ensuite calculée en utilisant I'équation 3 :

Kon = Kops/ [lOCOStatine] (6)
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Figure 90. Cinétique d’'association entre hPEBP1 docostatine & pH 7.7 et 37°CA, Spectres MALDI-TOF MS de
suivi des complexe hPEBP1-locostatine: hPEBP1 (i8/6 a été incubée en présence de locostatine (1 dav$ un
tampon HEPES 38.5 mM, pH 7.7, TCEP 13 pM et acttlen%. Au cours du temps, des aliquots de 0.5l@lréaction
ont été prélevés et dilués au 720dans une solution de matrice HCCA/FWI pour mesladormation du complexe
hPEBP1-locostatine par MALDI-TOF-MS. La fraction likson f correspondant a [protéine-ligand]/[pio}®tale a été
calculée & partir du rapport signal sur bruit desidichargés. B, Courbes de liaison & hPEBP1dfkbleu: données f
du complexe locostatine intacte-hPEBP1; ronds rauggnnées f du complexe acide butyrique-hPEBRImalnts verts:
sommes de f locostatine intacte-hPEBPL1 et acidgique-hPEBP1. Les lignes correspondant respectméid la courbe
calculée par régression non linéaire des donnagslgpdraction hPEBP1-locostatine intacte (équatipra I'interpolation
des données pour l'apparition de I'espéce acideiue-hPEBP1, et a la courbe calculée par régnessin linéaire des
données pour la somme des fractions locostatin@RPEet acide butyrique-hPEBP1 (équation 4). Lesutslde
régression ont été réalisés en utilisant le lobK#deidagraph 3.6 (Synergy Software).
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La constante de vitessgnlobtenue est de 0.06 ™, ce qui indique une réaction trés lente entre la
locostatine et hPEBPL1. Cette vitesse de réactiés llasse suggere I'existence d’un intermédiaire
réactionnel non-covalent et réversible (P L PL* — PL). L’analyse de la réaction en conditions
natives (adaptées a I'observation des complexesowalents), dans des temps trop courts pour la
formation de la liaison covalente, n'a pas permasnuettre en évidence le complexe non-covalent.
Ceci peut étre d0 a 1) ugnKrés lent et undg trés rapide, conduisant a une proportion de coxeple
intermédiaire trop mineure pour étre observée;)oa & nature du complexe non covalent, comme
par exemple une implication majeure d'interactibpdrophobes qui sont difficiles & préserver en
spectrométrie de masse native. La prise en congpta fitaction de liaison hPEBP1-acide butyrique
permet également d'atteindre une saturation ptusherde 1.

4.4 Stcechiométrie du complexe

La stocechiométrie du complexe hPEBP1-locostating @&valuée par une expérience de saturation de
la protéine en ligand. Etant donné la taille moelekt hPEBP1 (~21 kDa) et sa structure en un seul
domaine, nous supposons une staechiométrie 1:1tréA diillustration, la Figure 91 montre les

spectres théoriques pour des complexes saturdsedbiométries 1:1 et 1:3.

Figure 91. Spectres théoriques pour des complexestwés de stoechiométries 1:1 et 1:3.
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Les spectres expérimentaux obtenus a t = 48 h 8tjours sont présentés Figure 92.
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Figure 92. Essai de saturation du complexe hPEBPbédostatine a pH 7.7 et 37°QUne solution de protéine hPEBP1
a 7.3 uM a été incubée avec 1 mM de locostatine dartampon 100 mM HEPES pH 7.7 contenant 1% diadéte.
Afin de prévenir tout risque d'évaporation totale milieu réactionnel, le volume de la réactiontéti® 100 pL et des
centrifugations toutes les 12 h ont été réalisé@seaction a été analysée au cours du temps palVAOF MS apres
dilution au 1/26™ dans HCCA/FWI, dépét en couche ultra-mince etdawdes dépots avec du TFA 0.1%.
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Ces spectres indiquent que la saturation n’esafiagite méme au temps trés long, ce qui empéche
de déterminer la stoechiométrie du systéeme. Paugsll jusqu’a six ligand sont fixés sur hPEBP1,
suggérant I'existence de réactions non spécifiguasorotéine hPEBP1 elle-méme tend a devenir
instable aprés quelques jours, ce qui rend l'anafysles temps trés long délicate. Ceci nous a
conduits a favoriser des temps courts de réacti@névaluer la réactivité de la locostatine aves de

nucléophiles libres en solution.

5. Optimisation des conditions de réaction et de plgse

pour la localisation du site spécifique

5.1 Evaluation de la réactivité de la locostatine

La « sur-modification » de hPEBP1 par la locostatiibservée pour les temps longs de réaction
semble indiquer que la locostatine est capable édgir avec plusieurs résidus, suggérant que
I'exposition au solvant d'un résidu nucléophiletgre suffisante pour conduire a une additionlaur
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locostatine. Afin de vérifier cette hypothése,dadativité de la locostatine a été évaluée sur gesta
réducteurs et des peptides.

5.1.1 Réaction de la locostatine avec des agents rédscteu

La locostatine a été incubée avec deux agentstetdsc le TCEP ou le glutathiog-Glu-Cys-Gly,
GSH), puis la réaction a été analysée en ESI-ITs kpectres présentés Figure 93 montrent
lapparition de pics dem/z 496 et 553 correspondant respectivement au praditréaction
locostatine-TCEP et locostatine-GSH. Ces résuitalisuent que la locostatine posséde un potentiel
électrophile suffisant pour réagir avec des nudideg libres en solution et nous ont conduits a
limiter 'ajout d’agent réducteur afin que la lotatine soit disponible pour réagir avec hPEBP1

Figure 93. Réaction de la locostatine avec des ageréducteurs a pH 8.5 et 21°ClLes réactions ont été réalisées dans
une solution d'ABC 20 mM. A, une solution de loediste a 1 mM a été incubée en présence de TCERmRB.1Des
aliquots du mélange réactionnel ont été prélevés @ et t = 30 min et dilués au 1/88dans une solution d’ionisation
acétonitrile:eau:acide formique 50:49.8:0.2 puialgses par ESI-IT MS. B, une solution de locos&@#n0.5 mM a été

incubée en présence de GSH a 0.5 mM. Des aliquotséiange réactionnel ont été préleves a t = G=e h, dilués au
1/10™ dans la solution d’ionisation et analysés par HIUS.
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5.1.2 Réaction de la locostatine avec des peptides

La réactivité de la locostatine a été testée aescpeptides issus de la protéolyse de hPEBP1 par la
proteinase Asp-N. Le suivi de la réaction par asaMALDI-TOF MS en mode réflectron au temps

t = 4 h (Figure 94) permet de mettre en évidencd peptide modifiés par la locostatine. Parmi eux,
le peptide [35-55] est observé avec la modificatigdrolysée en groupement butyrate.
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Figure 94. Suivi par analyse MALDI-TOF MS de la réa&tivité de la locostatine sur des peptides de hPERR pH

7.7 et & 37°C.A, Schéma simplifié de I'expérience : la protéifREBP1 a 5 pM a été dénaturée par un traitement
thermique de 10 min a 60°C en présence d'urée 1t Blaeétonitrile 20%. La protéolyse par Asp-N aetes été
effectuée a un rapport enzyme:substrat [1/20] (pgmdant 2 h a 37°C dans un tampon HEPES a 50 mM pHApres
élimination de I'acétonitrile par évaporation spesxide 10 min, le volume des protéolysats a étépkimpar de I'eau
g.s.p. 20 pL puis les peptides de clivage de hPE®@R1été mis en contact avec 2 mM de locostatineAralyse
MALDI-TOF MS de la réaction de la locostatine s@sdoeptides de clivage de hPEBP1 aprés 4 h d'itionbd.e
milieu réactionnel a été dilué au 1710dans HCCA/TWA, déposé en couche ultra-mince sble dIALDI puis les
dépbts ont été lavés avec du TFA 0.1%. Les pepirdmtfiés par la locostatine ou I'acide butyriquaitsannotés d'un
disque rouge ou orange, respectivement.
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Les résidus nucléophiles pouvant réagir avec ladtatine sont : Cys, Lys, Ser, Thr, Tyr, ou His. Ce
résultat montre qu’il est absolument nécessaineedéraliser ou d’éliminer la locostatine n’ayans pa
réagi sur hPEBP1 avant I'étape de protéolyse, dfaviter des réactions non spécifiques de la
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locostatine sur des peptides. Ceci nous a conduitsettre en ceuvre plusieurs stratégies pour

neutraliser ou éliminer la locostatine.

5.2 Solutions pour limiter les réactions non spécifgjue
5.2.1 Au niveau de la protéine

Nous avons vu que les temps longs de réactionieattades stoechiométries de modification de
hPEBP1 supérieures a 1, correspondant tres certairiea des réactions non spécifiques. Si l'on fait
I'hypothese qu'il existe un site spécifique, ontggauter le corolaire que ce site est majoritpiae
rapport aux sites non-spécifique. Afin de limitesaéactions parasites, le temps de réaction devra

donc étre ajusté pour s'assurer :

- gu'aprés la fixation de la locostatine sur lee spécifique de hPEBP1, il n'y ait pas de fixation

secondaire non spécifique;

- que la réaction respecte si possible des conditibe "single-hit statistics”, c’est-a-dire qu'en
moyenne, une seule réaction par chaine protéidiael.aCette derniére condition permet également
d'éviter des effets allostériques d'un site suautne.

Ces deux conditions nous conduisent & privilégiestéechiométrie 1:1. Les arguments en faveur de
cette stcechiométrie seront détaillés au paragaphe 7

5.2.2 Au niveau des peptides

Deux voies ont été explorées pour limiter les liéast non spécifiques de la locostatine sur les

peptides de hPEBP1 : la neutralisation et I'élimiarade I'exces de locostatine.

5.2.2.1 Neutralisation de la locostatine en exces

Ayant démontré que la locostatine était capableidgir avec des agents réducteurs, la neutralisatio
de la locostatine a été réalisée par ajout de TCHEE.concentration élevée de 10 mM, équivalent a
un rapport TCEP:locostatine de 10:1, a été utdié de garantir une neutralisation efficace de la
locostatine dans un minimum de temps. La Figurgi@sente une cinétique de disparition de la
locostatine en présence de TCEP et en absenceotfinpr Cette cinétique montre que le TCEP

permet d’éliminer 98% de la locostatine en 3 minpkts de 99.5% en 30 min, ce que nous
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considérons comme satisfaisant. Les conditionswuete pour la neutralisation de réaction hPEBP1-
locostatine sont 10 mM TCEP pendant 30 min a teatpgs ambiante.

Figure 95. Cinétique de réaction entre la locostatie et le TCEP a pH 8.3 et 21°QJne solution de locostatine 1 mM

a été incubée en présence de TCEP a 10 mM daresmponn ABC 100 mM, pH 8.3 contenant 5% d’acétomitrila
cinétique de réaction de la locostatine avec le F @&mobilisé sur billes a été évaluée en mesueadétroissance de la
locostatine librerf/z246) au cours du temps par ESI-IT MS. Pour celaaliguot de 0.5 pL de milieu réactionnel a éte
prélevé, dilué au 1/160° dans une solution d'ionisation acétonitrile:eaist@dormique 50:49.8:0.2 puis analysé en
infusion. Afin d’observer le signal minoritaire ¢ locostatine r/z 246), son intensité a été mesurée non pas en MS
simple mais aprés isolation duz246. L'instrument fonctionnait avec un temps dianalation fixé & 0.30 ms.
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Toutefois, la concentration élevée en agent réduatéest pas adaptée pour I'étape suivante du
protocole : la protéolyse. En effet, dans ces damdi hautement réductrices (8 mM final lors de la
protéolyse), l'activité des protéases telles qudrypsine est perturbée, ce qui se traduit par la
présence accrue de protéine intacte aprées progégtigure 96).

Figure 96. Analyse MALDI-TOF de hPEBP1 protéolyséear la trypsine en présence de 8 mM de TCERJne
solution de protéine hPEBP1 & 7 uM a été incubée avwnM de locostatine pendant 1 h a 37°C dans MOJABC,
pH 8.5 contenant 10% d’acétonitrile. La réactioété arrétée par ajout de TCEP 10 mM final pendamn a 21°C
suivie d'une protéolyse par la trypsine ajoutéeaapport enzyme:substrat de [1:10] (p/p) penddm&437°C dans 100
mM d'ABC, pH 8.5. La concentration finale de TCEPslde la protéolyse est de 8 mM. L'analyse MALIDH a éte
réalisée aprés dilution des échantillons au “Ifilans HCCA/TWA, dépdt en couche ultra-mince et daveles dépots

avec du TFA 0.1%. Deux gammes d’acquisition soésg@ntéesm/z1000-4500 et 4500-25000
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Ce probleme de protéolyse a été confirmé avec mgpglobine, utilisée classiquement comme
contrble de protéolyse dans notre laboratoire (fei@r). L'étude de l'effet du TCEP sur l'efficacité

de protéolyse de I'apomyoglobine par la trypsinatngoque :
- globalement, la couverture de séquence peptiditest pas impactée, mais que

- la progression de la protéolyse est ralentigjuienene a davantage de peptides longs et de peotéi
intacte.

Figure 97. Effet du TCEP a 10 mM sur la protéolysale I'apomyoglobine par la trypsine.L’apomyoglobine (5 pM)

a été protéolysée par la trypsine & un rapportde:B:10] (p/p) pendant 4 h & 37°C, en présencagbsence de TCEP a
10 mM, dans une solution d'ABC & 100 mM pH 8.5. éelsantillons ont été dilués au 1/10 dans HCCA/T\W@posés
en couche ultra-mince sur la cible MALDI et les di&pont été lavés avec du TFA 0.1%. Deux gammedisition
sont présentéesn/z 700-4500 et 4500-25000. Le graphique en haut pestresm/z 700-4500 représente la couverture
de séquence obtenue. Les peptides observés so@benfes par des rectangles bleus. Les zones mtitganches
correspondent aux zones observées et non obseregpsctivement.
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Des essais ont été réalisés en diminuant la comatiemt de TCEP a 2 mM lors de la protéolyse
(Figures 98 et 99).
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Figure 98. Analyse MALDI-TOF de hPEBP1 protéolyséear la trypsine en présence de 2 mM de TCERJne
solution de protéine hPEBP1 a 7 uM a été incubée avmM de locostatine pendant 1 h & 37°C dans MGdABC,

pH 8.5 contenant 10% d’'acétonitrile. La réactioaté arrétée par ajout de TCEP & une concentratiatefde 5 mM
pendant 30 min a 21°C suivie d’'une protéolyse patrypsine ajoutée a un rapport enzyme:substrdfLl:d®] (p/p)
pendant 14h30 a 37°C dans 100 mM d’ABC, pH 8.5cdracentration finale de TCEP lors de la protéobstede 2 mM.
L'analyse MALDI-TOF a été réalisée apreés diluti@sdchantillons au 1/3% dans HCCA/TWA, dép6t en couche ultra-
mince et lavage des dépéts avec du TFA 0.1%. Demxnes d’acquisition sont présentées/z 700-4500 et 4500-
25000. Le graphique en haut a gauche du spettze’00-4500 représente la couverture de séquenceumbtées
peptides observés sont représentés par des rextabiglus. Les zones noires et blanches correspoad&nzones
observées et non observées, respectivement.

= -
3 "V 50 100 150 ) E N 50 100 150
N — o .
2 —_— a % 600
2 -_ iy o} <
£ © e — > £ N
2 = - = 5
@ —_— 500 4
800 S
2 3
5 3 400
© oo}
@ o TCEP
| 3 - ]
J <
di 8 3 300 3+ 2 mM
= S 2
400 ) S N3 2+
o <
8 o g 200
218 g |
@[ o 1 hPEBP1
22 N 100
1 M "
VR I L L oo Mol J'\A.u e ranatrnli

0
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 . 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000 .

Figure 99. Effet du TCEP & 2 mM sur la protéolyse d I'apomyoglobine par la trypsine.L’'apomyoglobine (5 pM) a
été protéolysée par la trypsine a un rapport E:Bd@] (p/p) pendant 4 h a 37°C, en présence cerate de TCEP a
2 mM, dans une solution d'’ABC a 100 mM pH 8.5. &éelsantillons ont été dilués au 171%dans HCCA/TWA, déposés
en couche ultra-mince sur la cible MALDI et les di&pont été lavés avec du TFA 0.1%. Deux gammedisition
sont présentéesn/z 700-4500 et 4500-25000. Le graphique en haut pestresm/z 700-4500 représente la couverture
de séquence obtenue. Les peptides observés soBbenfes par des rectangles bleus. Les zones mtitg@anches
correspondent aux zones observées et non obseregpsctivement.
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Ces conditions moins réductrices permettent d’arelil'activité de la trypsine, avec notamment

'observation de peptides de clivage qui n'étapa# visibles en présence de 8 mM de TCEP, mais il
reste encore de la protéine intacte. Une dilutims pmportante de la réaction hPEBP1-locostatine
avant protéolyse permettrait de diminuer encoreolacentration de TCEP et donc d’améliorer les
performances de la protéase mais serait au détrighembon rapport signal/bruit.

Etant donné que pour la caractérisation de motiidina il est essentiel d’avoir une protéolyse
compléte (cf paragraphe 1.2.1 de la section 2jelatralisation de la locostatine en exces par le
TCEP n’a pas été retenue.

238



5.2.2.2 Elimination de la locostatine en excés par TCEP atnifisé sur bille

L'utilisation de TCEP immobilisé sur bille est inge de la neutralisation en solution de la
locostatine, avec l'avantage de ne pas laisseedtagducteur résiduel dans le milieu réactionnel.
L’efficacité d’élimination de la locostatine par T€CEP immobilisé sur bille a d'abord été évaluée en
absence de protéine en mesurant la cinétique gardien de la locostatine libre au cours du temps
(Figure 100).

Figure 100. Cinétique de réaction entre la locostate et le TCEP immobilisé sur billes a pH 8.5 et 2C. Une
solution de locostatine a 1 mM (soit 0.245 mg/mL)@té incubée avec 30 pL de TCEP immobilisé suresill
préalablement équilibré avec deux lavages de 606’ABC 20 mM, dans I’ABC 20 mM contenant 5% d’acditale.
D’aprés le fournisseur, le TCEP est fonctionnadidtauteur de 8 nmol/uL de gel soit une quantit24fenmol pour 30
pL. Cette quantité de TCEP est 12 fois plus élepsela quantité de locostatine (20 nmol). Au caledincubation, la
solution a été agitée afin de maintenir les bilassuspension. La cinétique de réaction de la fatios avec le TCEP
immobilisé sur billes a été évaluée en mesuradetoissance de la locostatine libne#/Z246) au cours du temps par
ESI-IT MS. Pour cela, un aliquot de 0.5 L de niliéactionnel a été prélevé (aprés centrifugatidih)¢ au 1/106™
dans une solution d'ionisation acétonitrile:eawdadbrmique 50:49.8:0.2 puis analysé en infusion.
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Cette cinétique indique que le TCEP immobilisélslles permet d’éliminer 99% de la locostatine en

10 min, ce que nous considérons comme efficace.

5.2.2.3 Elimination de la locostatine en excés par micrdfitjeation

La micro gel filtration consiste a séparer physigaat les molécules de "tailles" différentes. C’est
une méthode classiquement utilisée pour dessalkerptetéines. Le principe repose sur la
chromatographie d’exclusion stérigue (SEC: Sizelision Chromatography) dont la phase
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stationnaire poreuse sert de tamis moléculairesDatre cas, seules les molécules de masse < 7000
Da vont pouvoir entrer dans les pores de la phasersnaire et y séjourner. Les molécules de masse
> 7000 Da, sont exclues du gel. Aprés une simpdpecde centrifugation, hPEBP1 est ainsi

récupérée dans la fraction non-retenue, la lodostatant retenue dans la phase stationnaire.

L’efficacité d’élimination de la locostatine parend gel filtration a été évaluée en mesurant laalig
MS de la locostatine avant et apres cette étapeurdgignal correspondant a la locostatine n'est
détecté apreés micro gel filtration (Figure 101gcétraduit une trés bonne efficacité de séparation

Figure 101. Elimination de la locostatine libre parmicro gel filtration. Une solution de locostatine a 2 mM préparée
dans 'ABC 20 mM pH 8.5 contenant 5% d’acétonifrige été passée sur micro gel filtration 0.5 mL jatdlament
conditionnée par trois lavages de 300 uL d’ABC 2@.rh’élimination de la locostatine libre a été awad par ESI-IT
MS. Pour cela, la solution de locostatine, avaratpeés passage sur micro gel filtration, a étéédilau 1/50™ dans une
solution d'ionisation acétonitrile:eau:acide formmég50:49.8:0.2 puis analysée en infusion.
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Par rapport au TCEP immobilisé sur billes, la miged filtration présente I'avantage d'étre plus
rapide (30 sews 30 min), ce qui limite les risques d’évolution e réaction ou les pertes par
adsorption.

Les deux méthodes sont efficaces pour éliminendadtatine en exces et sont compatibles avec une

protéolyse ultérieure.
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5.3 Optimisation des conditions de proteolyse

L'optimisation des conditions de protéolyse esteatislle pour la caractérisation de modificatiom pa
approche bottom-up. Elle a pour objectif d’obtehlirune protéolyse totale ou compléte de hPEBP1
dans un temps court d’'incubation et 2) une couverde séquence de 100%.

5.3.1 Efficacité de protéolyse

Pour les protéines modifiées, il est préférablsalplacer dans des conditions de protéolyse totale

la plus complete possible afin d’avoir une effitdale protéolyse proche de 100%. Ces conditions
garantissent qu’il n'y ait plus de protéine intaafges protéolyse et que les peptides ne contiennen
que peu voire pas de MC. En effet, si la forme fi@eliest plus résistante que la protéine non-
modifiée dans les conditions adoptées pour la plygé, le degré de complétion de la protéolyse sera
différent entre les deux formes, impactant direeteinia détection et la quantification des peptides
modifiés. Dans les cas ou une modification gén@enouvelle conformation tridimensionnelle, ces

deux criteres permettent d'assurer que les conditie protéolyse produisent une efficacité de
protéolyse identique entre les formes modifiéeost modifiée d’'une protéine.

Par ailleurs, effectuer une protéolyse rapide pitésplusieurs avantages : 1) limiter 'hydrolyse de
modification dégradable, telle que la locostatigg limiter 'apparition de modifications induites
accidentelles, telles que I'oxydation et 3) limites pertes par adsorption. Il y a donc un gratétrén
d’obtenir une protéolyse compléete dans un tempst cbincubation.

Notre méthode pour évaluer l'efficacité de protéelyconsiste a déterminer la limite de détection

(LOD : Limit Of Detection) de hPEBPL1 intacte, paisnalyser le protéolysat de hPEBP1 dans lequel
la concentration de départ en protéine est condabsence de signal correspondant a la protéine
entiere dans le protéolysat indique que la conatotr de hPEBP1 intacte est en dessous de la LOD.
Cette absence de signal nous permet d’estimeickeité de protéolyse avec I'équation suivante :

LOD hPEBP1
[hPEBP1]protéolysat

Efficacité de protéolyse = (1 — ) X100

Ainsi, 'analyse d’un protéolysat cent fois pluscentré que la LOD permettrait de déterminer dans
le meilleur des cas (absence de protéine intadectd®) une efficacité de protéolyse supérieure ou
égale a 99%.

La LOD de hPEBP1 a été déterminée en présence miglange de peptides pour avoir une
compétition lors de lionisation et ainsi se rapgrer au mieux de I'analyse de hPEBP1 protéolysée.
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La LOD de hPEBP1 obtenue se situe autour de 5 frhoéh MALDI-TOF avec la méthode en
couche ultra-mince (Figure 102).

Figure 102. Limite de détection de hPEBP1 en MALDIFOF avec la méthode en couche ultra-mincdJn mélange
de peptides contenant les peptides de calibragmmp< 1 (Bruker), TACTH 1-39 et l'insuline B oxyé¢ a été utilisé
pour avoir une compétition entre les peptides grdééine lors de l'ionisation et ainsi mimer I'dyse de hPEBP1 apres
protéolyse. Pour cela ce mélange de peptides dilé&a 100 fmol/uL dans la matrice HCCA/TWA etteesolution
matrice-peptides a été utilisée pour préparer i#8rehtes concentrations de hPEBP1. Les concémiaindiquées
correspondent aux concentrations de hPEBP1 damglEnge matrice-peptides. Le rapport signal suit bieil'état de
charge 2+ de hPEBP1 est indiqué. Les pics annptégtac correspondent a des diméres d’ACTH [1sg@hatostatine,
ACTH [1-39]-Insuline B oxydée et ACTH [1-39]-ACTH.{39], respectivement.
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La Figure 103 présente les efficacités de protéslydbtenues aprés 2 h de protéolyse de hPEBP1 par
les protéases trypsine (Tr), Asp-N et chymotryp$@ieymo).
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Figure 103. Efficacités de protéolyse de hPEBP1 pdes protéases trypsine, Asp-N et chymotrypsinelLa
dénaturation de hPEBP1 (7.3 uM) a été réaliséempamaitement thermique de 10 min a 60°C en présdhecée 1 M ou
d'urée 1 M et d’acétonitrile 20%. Les protéolyses été effectuées dans une solution d’ABC 100 mM,8@3 pour la
trypsine et la chymotrypsine et dans une soluti@célate d’ammonium 100 mM, pH 7.1 pour I'Asp-N.uPda
chymotrypsine du CaCl2 10 mM a également été ajtLiticubation a été de 2h & 37°C pour la trypehEAsp-N et 2h
a 25°C pour la chymotrypsine. Les rapports enzyahstsat (p/p) sont indiqués en haut a droite dejehapectre. Les
échantillons ont été analysés par MALDI-TOF pamiéhode en couche ultra-mince apres avoir étélawe1/26™
dans une solution de matrice HCCA/TWA.
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Trois conditions ont été testées : 1) sans dénanr&) avec une dénaturation thermique de 10 min
a 60°C en présence d'urée 1 M et 3) avec une dextiatu thermique de 10 min a 60°C en présence

d’'urée 1 M et d’'acétonitrile 20%. Une efficacité pi@téolyse supérieure ou égale a 98.6 %l (=

735@) X 100) a été obtenue avec la condition 3) et en utilisentapport enzyme:substrat élevé de

20

[1:2] pour la trypsine et [1:10] pour I'Asp-N et ¢daymotrypsine. Nous estimons que cette efficacité
de protéolyse est satisfaisante. En parallele,aielef nombre de MC doit étre vérifié avec la

couverture de séquence.

5.3.2 Cartographie peptidigque

La protéolyse compléte d’'une protéine génere urang& de peptides. Généralement, la majorité de
ces peptides a une masse comprise entre 500 etCgQ0® qui correspond a la gamme classique de
mesure de la plupart des spectrometres de masstefdis, comme nous l'avons vu précédemment
(cf 8§ 1.2.3.1 de la section 2), tous ces peptidesseront pas ionisés et donc détectés par
spectrométrie de masse. Ainsi, lors des analysassiqgues d’identification de protéines par
empreintes peptidiqgues massiques ou LC-MS/MS, leimes sont identifiées a partir de quelques
peptides qui correspondent, dans le meilleur des &anviron 50 % de la séquence totale de la
protéine. Pour lidentification de protéines, cesulat peut étre suffisant, mais il devient limitan
pour caractériser de maniere exhaustive les matiiics d’'une protéine par spectrométrie de masse.
En effet, pour localiser et quantifier tous lesesitmodifiés d’'une protéine, il apparait judicieux
d’avoir une couverture de séquence la plus proossiple de 100%.

La finalité de la cartographie peptidique d’'unetpime est 1) d'analyser la couverture de séquence
pour identifier d’éventuelles zones de la prot&ué ne sont jamais observées en spectrométrie de
masse et pour lesquelles on sait qu’aucune infaomate pourra étre obtenue et 2) de mettre en
évidence des MCs. Cette analyse concerne essemdit les protéines purifiées et n'est
généralement pas abordée pour des études globaldsssmélanges complexes.

Afin d’obtenir la couverture de séquence la plusnptete possible nous avons utilisé trois
endoprotéases : I'Asp-N, la trypsine et la chymmiige. Le choix de la protéase dépend de la
séquence de chaque protéine et doit étre étaldsgpotéolyse théorique de la protéine étudiée. Le
critere déterminant dans ce choix est la taille piegstides générés lors de la protéolyse théorique.
Cette taille dépend directement du nombre et dégartition le long de la séquence protéique des
résidus cibles de la protéase utilisée. Un auiterera considérer est le nombrerd& proches qui
généerent des ambiguités d’annotation, qui ont liesque plusieursm/z théoriqgues peuvent
correspondre a um/z expérimental mesuré. La Figure 104 présente laeses de la protéine
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hPEBPL1. Les résidus en bleu correspondent auxdsteivage par la trypsine, endoprotéase la plus
utilisée en protéomique de par son faible codt, effinacité et sa bonne stabilité. L’analyse de la
séquence de hPEBP1 montre que les résidus lysiaggitine sont répartis régulierement, ce qui
permet de générer des peptides de taille adapiaeadyse MS (< 5000 Da). Le Tableau 14 présente
le nombre de peptides et les ambiguités d’annatatimenues aprés protéolyse théorique de hPEBP1
par différentes protéases. Trés peu de risqueshijaiités d’annotation sont observés : 0 pour la
trypsine et 'Asp-N et seulement trois pour la cloyrgpsine. Un exemple d'ambiguité potentielle est
visible pour les peptides [26-58] et [30-63] qut aim m/zmonoisotopique théorique de 3523.854 et
3523.875, respectivement, correspondant a uneraiif@ de 6 ppm. La précision de masse de nos
instruments MALDI-TOF et ESI-IT ne permet pas dstidguer 'une ou l'autre des possibilités.
L'utilisation de notre QTOF haute résolution-haptgcision de masse (< 5 ppm), ou encore du
couplage LC-MS, permet de circonvenir ces problediambiguités d’annotation. D’'une maniére
générale, ces ambiguités sont statistiquementfi@igaentes lorsque la taille de la protéine augment
et varient en fonction de la protéase utiliséetdpé de réduction/alkylation des cystéines, enntréa

des valeurs supplémentairesrd&théoriques, augmente également la fréquence dendeiguités.

Figure 104. Séquence de hPEBPLa numérotation des résidus correspond a la pm&iec la méthionine initiale. Les
résidus spécifiques d'une protéolyse par la trygsiont indiqués en bleu.

2 PVDLSKWSGP LSLQEVDEQP (QHPLHVTYAG AAVDELGKVL TPTQVKNRPT
52 S| SWDALDSG KLYTLVLTDP DAPSRKDPKY REVWHHFLVVN MKGNDI SSGT
102 VLSDYVGSGP PKGIGLHRYV W.VYEQDRPL KCDEPI LSNR SCDHRGKFKV
152 ASFRKKYELR APVAGICYQA EVWDDYVPKLY EQLSGK

Tableau 14. Nombre d’ambiguités d’annotation sur Ensemble des peptides générés lors de protéolysasoriques
de hPEBP1#.

Endoprotéas Nbre d’ambiguités / nbre peptides théoriq
Asp-N (Nter D; 0/27 (673.36-4610.347

Trypsine (Cter K et F 0/33 (571.25¢ 4338.240

Chymotrypsine (Cter F, Y, W, |, 3/202 (519.25(- 4539.326

#L'ambiguité a été considérée lorsque deuzthéoriques étaient différents de moins de 50 ppm« missed cleavage »
a été considéré pour la trypsine et I'Asp-N et ghogr la chymotrypsine. Les peptidesrd&inférieurs & 500 n’ont pas
été comptabilisés. Les chiffres entre parenthésesespondent aux extrémités de la gammende des peptides
théoriques. Les résidus cibles de chaque endogeot&mt également illustrés.

Les protéolyses ont été réalisées en solutiongnatysées par MALDI-TOF MS et nanoLC-MS. Les
couvertures de séquences obtenues en MALDI-TOF der®1 % pour I'Asp-N, 76 % pour la
trypsine et 77 % pour la chymotrypsine (Figure 105)
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Figure 105. Cartographie peptidique et couverture d séquence obtenues aprés protéolyse de hPEBP1 pasp-N,

la trypsine et la chymotrypsine et analyse par MALD-TOF MS. Pour chaque analyse, environ 200 fmol d’échantill
ont été analysés en mode réflectron positif eisatit la matrice HCCA/TWA et la méthode en coucli@umince. Les

pics annotés dans les spectres de gauche correspioaddes peptides représentés en bleu. Ces depeanettent
d’établir la couverture de séquence de la protéirseialisée par les zones noires. Les zones blandpeésentent les
zones non observées. L'utilisation de trois prasatifférentes permet d’obtenir 100% de couverdgreséquence. Les
recherches ont été effectuées avec une toléran6@ gem et un nombre de missed cleavage de 2 {fap-N et la

trypsine et 5 pour la chymotrypsine
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Nous pouvons observer que pour chaque protéolysistaibution des peptides le long de la
séquence est homogene, suggérant une absence dmewoétalcitrant a la protéolyse. Le cumul de
ces trois couvertures de séquence permet d'ateeimr couverture totale de 100 %, ce qui est idéal
pour une caractérisation compléte de la protéingeEmes de MC, les protéolyses Asp-N et trypsine
présentent des résultats satisfaisants, avec hle fdé nombre de MC observés. Il n’en va pas de
méme avec la chymotrypsine ou quasiment chaque @era séquence est concernée par un MC.
Cette différence peut s’expliquer par I'existeneesites secondaires pour la chymotrypsine (I, Li) qu
sont clivés moins fréquemment que les sites prasdiF, W, Y), et par la forte proximité des sites d

clivage entre eux, générant ainsi une multitud&i@s.

Des résultats similaires ont été obtenus en nandR®'S avec des couvertures de séquence de 95 %
pour I'Asp-N, 89 % pour la trypsine et 86 % pouckymotrypsine (Figure 106).
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Figure 106. Cartographie peptidique et couverture d séquence obtenues aprés protéolyse de hPEBP1 pasp-N,

la trypsine et la chymotrypsine et analyse en nand HRMS. Pour chaque analyse, environ 200 fmol d’échantillo
ont été analysés. Les pics du chromatogramme deéhgaworrespondent a des peptides représentésierCale derniers
permettent d'établir la couverture de séquenceadprbtéine, visualisée par les zones noires. Leeszdlanches
représentent les zones non observées. L'utilisatéotrois protéases différentes permet d’obtend®d@e couverture de
séquence. Les recherches ont été effectuées aeemlénance de 5 ppm et un nombre de missed cleada@® pour
I’Asp-N et la trypsine et 5 pour la chymotrypsine.
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Pour chaque protéase, la couverture de séqueneaugben nanoLC-ESI-HRMS est supérieure a
celle obtenue en MALDI-TOF MS (par exemple, pouclemotrypsine, 77% en MALDI-TOF MS
vs 86% en nanoLC-HRMS). Ceci pourrait étre expliquér I'étape de fractionnement de
'échantillon en nanoLC qui permet d’analyser sgsogement les peptides, limitant ainsi les
phénomenes d’interférence nuisibles a leur détectio

6. Essai de localisation du site spécifique - Approche

gualitative

Dans l'objectif de localiser le site actif de hPEBEbIé par la locostatine un protocole a été éabo

en respectant le cahier des charges suivant :

1) Controler la réaction hPEBP1-locostatine afin déstit un complexe 1:1

2) Eliminer I'excés de ligand en fin de réaction eams’'étape de protéolyse

3) Protéolyser le complexe dans des conditions peamiette se rapprocher d’'une efficacité de
protéolyse et d’'une couverture de séquence de 100e%out en 2 h d’incubation afin de

limiter la dégradation de la locostatine.

Le protocole rassemblant 'ensemble de ces crigseslustré Figure 107.
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Figure 107. Protocole optimisé pour la localisatiodu site spécifique de hPEBP1 ciblé par la locosiat.
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Un complexe hPEBP1-locostatine 1:1 a été obtendh&® d’incubation dans un tampon HEPES
35 mM, pH 7.8 (Figure 108-A). Apres élimination lxcés de locostatine, deux protéolyses ont été
effectuées : par 'Asp-N et la trypsine.

6.1 Analyse MS des peptides

Les peptides issus des protéolyses par I'Asp-M eétybsine ont été analysés en MALDI-TOF MS
(Figures 108-B et C).

Figure 108. Peptides modifiés observés aprés protgge du complexe hPEBP1-locostatine par I'Asp-N ela
trypsine. A, Une solution de protéine hPEBP1 & 6.8 uM aiétéhée avec 1 mM de locostatine pendant 4h30 & 37°C
dans un tampon HEPES 35 mM, pH 7.8 contenant 5%etbaitrile. La réaction a été arrétée par miciditjeation puis
analysée en MALDI-TOF MS aprés une dilution de Haatillon au 1/18"™ dans HCCA/FWI, dépét en couche ultra-
mince et lavage des dép6ts avec du TFA 0.1%. BlyAest MALDI-TOF en mode linéaire positif du protgsat Asp-N
de la réaction apres dilution au 171%dans HCCA/TWA, dépdt sur cible MALDI par la métieoen couche ultra-mince
et lavage des dépdts avec du TFA 0.1%. Les pepinlesnodifiés sont en bleu et les peptides modifada locostatine
ou l'acide butyrique sont indiqués en rouge ou gearrespectivement. C. Analyses MALDI-TOF en modédire
positif du protéolysat trypsine de la réaction aptdution au 1/18" dans HCCA/TWA, dépdt sur cible MALDI par la
méthode en couche ultra-mince et lavage des dépétsdu TFA 0.1%. Les peptides non modifiés sonblen et les
peptides modifiés par la locostatine ou I'acideybiqtie sont indiqués en rouge ou orange, respectug
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Les résultats indiquent que plusieurs peptides soodifies. Ces derniers sont listés dans le
Tableau 15.

Tableau 15. Liste des peptides modifiés observésrap protéolyse du complexe hPEBP1-locostatine paAkp-N et
la trypsine.

Séquence Positior Modification Nombre d
[début-fin] missed cleavade

Asp-N

DELGKVLTPTQVKNRPTSISW [35-55] locostatin: 0

DELGKVLTPTQVKNRPTSISW [35-55] acide butyriqu 0

DAPSRKDPKYREWHHFLVVNMKGN [72-95] acide butyriqu 1

DYVGSGPPKGTGLHRYVWLVYECQ [105-127] acide butyriqu 0

DHRGKFKVASFRKKYELRAPVAGTCYQAEW [144-173] acide butyriqu 0

Trypsine

VLTPTQVKNRPTSISWDGLDSGE [40-62] acide butyriqu 1

GNDISSGTVLSDYVGSGPPKGTGLH [94-119] acidebutyrique 1

YVWLVYEQDRPLKCDEPILSNE [12C-141] locostatin: 1

4Un missed cleavage généré par la présence d’'utieepem P1’ de K ou R est un phénomene bien détrita pas été
considéré

En considérant les peptides chevauchants entreldex protéases, c'est-a-dire les peptides qui
partagent une séquence commune, cing zones madifi@a/ent étre définies :

- la zone [40-55] correspondant au chevauchemenpeéptides [35-55] et [40-62] observés modifiés
par 'Asp-N et la trypsine respectivement,

- le peptide [72-95],

- la zone [105-119] correspondant aux peptidesainghvant [105-127] et [94-119] observés modifiés
par 'Asp-N et la trypsine respectivement,

- le peptide [120-141], et
- le peptide [144-173].

L'observation de cing zones modifiées indique qu’é, au minimum, cing résidus modifiés (1 par
zone), sous réserve de I'absence d’isobares. Esidérant les résidus modifiables C, K, H, Y, S et
T, et en faisant I'hypothése qu'un résidu modifié peut étre clivé par une protéase, les
missed-cleavages associés aux peptides trypsi@ué2} [94-119] et [120-141] nous font suspecter
les résidus Lys47, Lys113 et Lys132, respectivemamtmme étant modifiés. Ceci devra étre
confirmé par une analyse MS/MS des peptides. Lae zpi2-95] contient également un
missed-cleavage mais c’est un résidu Asp, doncrmodifiable.
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6.2 Analyse MS/MS des peptides

Afin de localiser définitivement et sans ambiguéé&ésidu modifié, les peptides modifiés ont été
fragmentés en MS/MS. Toutefois, leur rapport signal bruit étant trop faible pour une analyse en
MALDI-TOF/TOF LIFT, ils ont été fragmentés lors die analyse nanoLC-IT MS/MS CID avec
liste d’inclusion. Le protéolysat trypsine a étdlisé dans un premier temps car, d’'une maniere
générale, les peptides trypsiques, du fait deriésidu protonable Lys ou Arg en C-terminal, ont une
meilleur efficacité de fragmentation que les pegtidAsp-N ou chymotrypsine qui, soit sont
monochargés, soit contiennent un ou plusieurs uésmotonables a l'intérieur de la séquence du
peptide, ce qui est néfaste pour la fragmentatitD. Ca protéolyse a été effectuée sur des
échantillons de protéine peu modifiée, donc dasscdeditions de "single-hit" (une modification par
chaine de protéine). S'il existe malgré tout dgsighes isobares, I'étape de nano-ultraHPLC en amont
de la MS doit permettre de bien les séparer danwméange peu complexe. En absence d'ions de
fragmentation & la fois modifiés et non-modifiédigatifs de la présence d'isobares, nous avons donc
fait I'nypothese que tous les spectres interp@ggspondent a des especes uniques.

La Figure 109 présente les spectres MS/MS CID éesiges [40-62]-acide butyrique (Figure 109-
A), [94-119]-acide butyrique (Figure 109-B) et [1281]-locostatine (Figure 109-C).

Le peptide [40-62]-acide butyrique contient sepéssimodifiables : Thr42, Thr44, Lys47, Thr51,
Ser52, Ser54 et Ser60 (la Lys62 n'est pas modffidequ’elle a été clivée par la trypsine) (Figure
109-A). La présence des ions&yyis et iy non modifiés permet d’exclure la modification désidus
Thrd2, Thr51, Ser52, Ser54 et Ser60. L'observalies ions ¥ a yig portant un groupement butyrate
indique que c’est la Lys47 qui est modifiee. L'mmodifié détecté conforte cette annotation.

Le peptide [94-119]-acide butyrique contient neésidus modifiables : Ser98, Ser99, Thrl01,
Ser104, Tyrl06, Ser109, Lys113, Thrll5 et His1li§ufle 109-B). La détection des ionsd hsg

non modifiés montre que les résidus Ser98, SerBE,0L, Serl04, Tyrl06, Serl09 ne portent pas la
modification. De la méme maniére, les iopely % non modifiés indiquent que Thrl15 et His118 ne
sont pas modifiés. La modification de Lys113 egppsutée par la présence des ions ¢t vy,
modifiés par I'acide butyrique.

Le peptide [120-141]-locostatine contient cing dési modifiables : Tyr120, Tyrl25, Lys132,
Cys133 et Ser139 (Figure 109-C). Une forte fragat#om se produit entre les résidus D134-E135 et
E135-P136, avec production d'ions internes détemésme étant modifiés en N-terminal de cette
zone. L'observation des ions @ y, et Iy a b, non modifiés montre 'absence de modification au
niveau des résidus Tyr120, Tyrl25 et Serl39. Les i a Vs et hs modifiés par la locostatine
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permettent de proposer Lys132 ou Cys133 comme étadifiée. La présence de I'ior ynodifié

par la locostatine permet de lever 'ambiguitééstefe que la locostatine est localisée au niveau de
Cys133. Ceci signifie qu'une modification eq Bst suffisante pour prévenir la coupure par la
trypsine. Un réexamen des données précédented tmmapte de cette information n'a pas invalidé
nos conclusions. Si I'on fait 'hypothese que, péogquement, la modification en P1 empéche la
coupure par I'Asp-N, on peut suggérer la Lys77 cemgsidu modifié en position proximale d'un
site de missed-cleavage (Asp78) au vu des donn&es M

Figure 109. Analyse nanoLC-IT MS/MS CID du protéolsat trypsique. Une liste d'inclusion contenant les/z
d’intérét a fragmenter a été utilisée A, Spectrd Gu peptide [40-62]-acide butyrique. L’ion précus dem/z862.5 est
trichargé (encadré). B, Spectre CID du peptide 194}-acide butyrique. L'ion précurseur d&z 886.4 est trichargé
(encadré). C, Spectre CID du peptide [120-141]dtatine. L'ion précurseur dm/z 994.5 est trichargé (encadré).
Plusieurs ions internes sont annotés. Les ionsnfeats modifiés par I'acide butyrique ou la locdsesont représentés
par une étoile.
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En résumé, l'approche qualitative permet d'identlés résidus cibles suivants:

Lys47, Lys113 et Cys133. Les peptides observés fidedien MALDI-TOF MS: [72-95] et [144-
173] n'ont pas été analysés en MS/MS pour le moment

L'observation de plusieurs sites modifiés issudadprotéolyse d’un complexe hPEBP1-locostatine
1:1 peut étre expliquée par trois hypotheses :

1) Présence d'une "poche" spécifique de liaison dbdastatine avec attaque de plusieurs
résidus nucléophiles qui sont proches dans latstitridimensionnelle de hPEBP1. Ce type
d'attaque traduirait une certaine flexibilité denfovmation de la locostatine dans la poche de
liaison ("wobble™)

2) Présence de plusieurs sites spécifiques

3) Présence de n sites non spécifiques sur la protéiigre, en plus du site spécifique

D’aprés la Figure 110, les sites modifiés suspecysd7, Lys113 et Cys133 sont éloignés voire a
'opposé dans la structure, ce qui nest pas eauiade I'hypothese 1). Bien que la structure itiist
corresponde au complexe de hPEBP1 avec la phosphimty, pour que les résidus modifiés des
zones [72-95], [144-173] et les trois résidus Lysdys113 et Cys133 se retrouvent au niveau d’'une
zone commune dans la structure, il faudrait quexédion de la locostatine sur hPEBP1 en une zone
unique entraine une réorganisation structuraleimmpertante de hPEBP1.

Figure 110. Localisation spatiale des résidus Lys4Zys113 et Cys133 de hPEBPLe modéle structural 2QYQ de la
PDB (Protein Data Bank) représentant hPBEP1 en impmvec la O-phosphotyrosine est illustré.
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Cette hypothése est considérée comme tres peubtgpbatamment a la vue des distributions d’états
de charges qui sont trés similaires entre hPEBBIE &t le complexe hPEBP1-locostatine covalent

en conditions natives (Figure 111).

Figure 111. Analyse HRMS en conditions natives duomplexe hPEBP1-locostatine covalentUne solution de
protéine hPEBP1 a 12.2 uM a été incubée avec 1.2dmNbcostatine pendant 1h a 37°C dans un tampétatac
d’ammonium-ABC 100 mM, pH 7.7 contenant 5% d’'acétda. La réaction a été arrétée par micro getdtion puis

analysée en HRMS dans une solution d’acétate d’amumeABC 100 mM, pH 7.7 en infusion. Les spectresty
orange et rouge représentent hPEBP1 non modiéepmplexe hPEBP1-acide butyrique et le complexeBi.-

locostatine, respectivement. Les astérisques iedioges adduits de Na+ et K+.

fniens. 5000] hPEBP1 Z00m 9+
9+ | vronp
4000
4000 1 . .
hPEBP1-acide butyrique
3000 [M+OH]%*
2000 hPEBP1-locostatine
3000 1 [|\/|+9H]9+
1 O+ 1000 *
0 2325 2335 2345 2355 2365
2000 1 m/z
1000 1
11+ " 8+
0 ol - . : - 2 = ‘g—‘
1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 2700 m/z

L’hypothése 2) force, dans le cas présent, a egwisplus de deux sites spécifiques. Elle semble

donc difficile a appliquer a une protéine de ~2lakD'hypothése 3) a donc été privilégiée et nous

avons considéré qu’en plus du site spécifique, mians en présence de réactions non spécifiques
sur la protéine entiére, et ce malgré l'arrét deadaction a une stcechiométrie globale de 1:1.

L'approche qualitative ne permet cependant patadeer les sites les uns par rapport aux autres.
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6.3 Limites de l'approche qualitative

L’interactionin vitro entre hPEBP1 et la locostatine révéle la présdecplusieurs sites modifiés
correspondant trés certainement a un mélange @ssicifique avec plusieurs sites non spécifiques.

Pour le moment, nous ne savons pas si ce phénwagreduit égalemein vivo.

La discrimination d’'un site spécifique parmi plusi sites non spécifiques n’est pas triviale. Tout
d’abord, rappelons qu’un site spécifique est um gitrrélé a I'activité biologique. Ici, la modifidan

de hPEBPL1 par la locostatine inhibe la migratioiutzeére en renforgant un effet naturel de hPEBPL1.
Pour démontrer gu’un site est associé a une activdlogique, I'approche ultime consiste a muter le
résidu en question par mutagénése dirigée et awanda perte d'activité. Cependant, en présence de
multiples sites potentiels, comme c’est le cas pgewysteme hPBEP1-locostatine, la mutation site
par site n'est pas pertinente car trop fastidieetseouteuse en temps. Avant de se lancer dans la
mutagénese dirigée de hPEBPL, il apparait ain&iguk de développer une approche permettant de

discriminerin vitro le spécifique du non spécifique.

L’'approche qualitative utilisée pour mettre en évide tous les sites modifiés de hPEBP1 par la
locostatine ne fait qu’inventorier tous les siteaisnne peut distinguer un site spécifique parmi
plusieurs sites non spécifigues. Dans I'hypothésionnelle ou le site spécifique est le site
majoritaire, seule une approche quantitative capéblquantifier tous les sites modifiés permettrait
d’identifier le site le majoritaire et donc le sitéble de la locostatine. Une telle approche néieess
cependant de planifier les conditions expérimeatafen de pouvoir distinguer le site spécifique des
sites non-spécifique.
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7. Modélisation mathématique pour discriminer le site

spécifique des sites non spécifiques

7.1 Objectif du modele

L'objectif de la modélisation de I'association ctarge d’'un ligand sur une protéine est d’évaluer la
contribution des différents sites, spécifique eh spécifique, a la fraction modifiée globale. Ceci
permet d’identifier les paramétres qui influencestte contribution et de déterminer la fraction
modifiée globale optimale. Celle-ci correspond ailleur compromis entre

1. une contribution élevée du site spécifique, et

2. un rapport signal sur bruit (défini comme lensiglié a la modification au niveau de la protéine
entiere ou des peptides) suffisant pour que I'espaadifiée d’'intérét soit détectée en spectrométrie

de masse.

L’'association covalente d’'un ligand avec une pragossédant 1 + n sites de liaison indépendants
(1 site spécifique et n sites non spécifiqgues) dépmes parametres décrivant le systéme d'un point
vue cinétique (constante(s) de vitesse d'associdti), et staechiométrique (nombre de sites non
spécifiqgues n). Pour quantifier les sites spécégat non spécifiques, il est nécessaire de détermi

1) les conditions expérimentales, concentratioiitiaies en ligand [L] et en protéine [R] ratio

[L] /[P]o, temps de réaction ou fraction modifiée global¢imal(e) permettant de discriminer au
mieux le site spécifique (majoritaire) des sitea Bpécifiques (minoritaires), et 2) un critére ctife

utilisé pour dire qu’un site est majoritaire.
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7.2 Description mathématique du modele

Le modeéle présenté ici décrit 'association d’gahd a I'échelle des sites de la protéine et ngrapa
I'échelle de la protéine prise comme une entitéplmc’est-a-dire que I'on va quantifier la fractio
stcechiométrique globale de modification de la pneté&t non pas la fraction globale de protéine

modifiée (cf paragraphe 2.3.1 de la section 2).

* Description du systéme:
- Réaction covalente en une étape
- Sites indépendants
- Excés de ligand par rapport a la protéine
- 1 site spécifique> site majoritaire

- n sites non spécifique? sites minoritaires
Définitions

- Ps: site spécifique libre

- Pnsi: site non spécifique 1 libre

- Pns2 : site non spécifique 2 libre

- Pnsn : site non spécifique n libre

- L : ligand libre

- kons : constante de vitesse d’association spécifiquéBfeordre (M* s?)

- konns1: constante de vitesse d’association non spéeifigde 2™ ordre (M* s™)
- konns2: constante de vitesse d’association non spéeifiyde 2™ ordre (M* s™)
- konnsn: constante de vitesse d’association non spéeifigde 2™ ordre (M* s™)
- PsL: complexe ligand-site spécifique de la protéine

- PusiL : complexe ligand-site non-spécifique 1 de lat@irme

- Pus2l @ complexe ligand-site non-spécifique 2 de lat@irme

- Pusil : complexe ligand-site non-spécifique n de lat@ire
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 L’association du ligand en exces sur 1 + n sitdgpendants de la protéine est représentée par:

konS
Ps+L — PsL

konNS1
I:)N81 +L— PNSlL

konNS2
Pns2 + L —— Pusak

konNSn
Pnsn+ L —— Prsik

On définit les concentrations molaires:

[P<]: : concentration du site spécifique libre a l'imgta
[Pnsi]t: concentration du site non spécifique 1 libreirgstant t
[Pnsdt - concentration du site non spécifique 2 librérgstiant t
[Pnsit : concentration du site non spécifique n libréréstiant t
[L]:: concentration de ligand libre a l'instant t

On peut alors calculer la vitesse de productioamanée en complexe spécifique PsL et en
complexes non spécifiquadll, Pusal, ..., Pusik suivant les équations 1 a 4:

_dlPsl]:_ _ dIPsk

Ve=— 5 = Ks-[Pdt. [L]: (7
d[Pnsil]+ d[Pnsit

Vst [Pdt = [F;t L= kst . [Pusil: . [L]: ®)
d[Pnsa]: d[Pnsds

Vs [PdtZL] - [F;t = kusz. [Pusdl: . [L]: ®)
d[PnsnL] ¢ d[Pnsnlt

Vs [Pror]: _ dfPuse: Knsn - [Pnsdlt - [L]t (10)

dt dt

Sachant gu'au temps t = 0, on est aux conditianal@s avec
[L]o : concentration initiale (= totale) de ligand

[Pslo : concentration initiale en site spécifique

[Pnsilo : concentration initiale en site non spécifique 1
[Pnszo : concentration initiale en site non spécifique 2

[Pnsrlo : concentration initiale en site non spécifique n,
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si l'on se place dans des conditions ouy/[Bklo > 10, [Llo/[Pnsio > 10, [Ll/[Pnsdo > 10,
[L] o/[Pnsrlo > 10, en s’assurant que pE[Ps + Pys1 + Pus2 +...+ Fusio > 10,
alors on a [L}~[L]o (11)

ce qui signifie que I'on est en condition de pseiftiordre.

Apres intégration, on obtient I'équation de caldel [R];, [Pnsit, [Pnsdt €t [Rus]t, c'est-a-dire les
concentrations consommées a l'instant t en siteifigpde libre R, et en sites non spécifiques libres

dela n, Rs;[é Rusn

[Pg]: = [PgJo . ex°Ps)- (12)
avec koss)= Kons. [L]o (13)
[Pnstt = [Pusio . K0Pyt (14)
avec kosns1)= Konnsz. [L]o (15)
[Pnsdt = [Pusro . g4CPsvsn -t (16)
avec kosnsn)= Konnsn. [L]o (17)

En considérant les équations de conservation adetare

[Pslo = [Pl + [PsL]: (18)
[Pnsio = [Prsa)t + [Pusik]t (19)
[Pnsnlo = [Psdt + [Pusnl]t (20)
avec

[PsL]: : concentration en complexe ligand-site spécifiguanstant t (M)
[Pnsil]: : concentration en complexe ligand-site non sppaf1 a I'instant t (M)

Pnsil]t : concentration en complexe ligand-site non spesfn a l'instant t (M)

on obtient 'equation de calcul dedR: [Pnsil]:, & [Risi]: les concentrations en complexg. P
Pnsil, Pusih et Rysik accumulées a llinstant t:
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[PsL]t = [P]o (1-e*°Pso)- 1) (21)
[PnsiL]t = [Puslo (1-g*0Psnsy -t (22)

[Pnsit]lt = [Pusdo (1-eXoPssn - 1) (23)

Les fractions de liaisons fbound spécifiqueu S) et f bound non spécifiquadfa NS1, ..., found
NSn) s’écrivent:

[Pst]e _ fooung S = 1-gons- [Llo- t (24)
[Pslo

[Prsil]e _ fooungNS1 = 1-gkonns- [L]o . t (25)
[Pnsilo

Prsit]e _ fooungNSN = 1-gkonnsn- [L]o - t (26)
[Pnsrlo

» Du point de vue de la steechiométrie de liaisoa@grdtéine

Le nombre de sites de liaison visibles au ligantksfea-dire la stcechiométrie globale de
modification) découle de :

[sites Red = [PsL]w + [Pusil]oe + [Pnsal]w +...+ [PusnL]o (27)
stoechiométrie : nombre de termes a droite

ici stcechiométrie = n+1.

» Du point de vue de la cinétique sur la protéinseem

La production de sites occupés par le ligand darsystéme a n+1 sites est donc :

[sites RegJt= [PsL]t+ [Pnsik]t + [Pnsol]t +...+ [Pusnl]t (28)
[sites Redi = [Ps]o (1-€¥°P%9- Y + [Pysyo (1-€X0PHsy-Y) + [Pysglo (1-€*0P%s2- ) + +
[Pnsro (1-gkebsvsn) - 1) (29)

Si on pose [R]la concentration initiale en protéine,
et que l'on raisonne en fraction de liaison to{#leund sites totdi Par rapport a [B] (division par [P
des n termes),

alorsona:

(foound sites totd = P (1-€0P%9- 9 + [redo (1-gkobswsn- ) [Prelo (1-gkobmmsa- ) +  +
[Plo [Plo [Plo

ol (1-ghobaen - ) (30)
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En considérant que [Pi: [Ps]o = [PN81]O = [Pst]o = [PNSn]O ona:

fhound sites totaF (1'ek°ns' [Ho- t) + (1'ek°nN51' [Ho- t) + (1'ek°nNSZ' [Ho- t) ot (1'ekonNsn' Ho- t) (31)
At=oo,

) _[Pslo | [Pnsdo | [Pnsdo [Pnsrlo — [PsL]e + [Pnsil]w+ [Pnsd ] +...+ [Pusi ]
(fbound sites tot;I - Pl +_[P]o + _[P]o .ot [Plo IPlo (32)

En d’'autres termes, la fraction de liaison totdidgudq sites tordi t€Nd vers la fraction stoechiométrique

globale de modification.

La contribution du site spécifique a la fractionndedification globale correspond a :

(1_e—k0nS.[L]0.t)

: = (
foound S / bound sites totaF (1—e—konS [L0-t) ; (1_e-KONNSL[LJ0.ty 4 (1_e-KOnNSZ [L]0.ty y...; (1—e—konNSn [LJo.ty (33)

Dans le cas particulier ou les constantes de eigegsn spécifiques sont identiquesnki = Konns2=

konNSn ona:

foound sites totar (1'ek°ns' Lo t) +n (1'ek°nNS' (Lo t) (34)
_ (1_e—k0nS.[L]0.t)

fboundS / t)ound sites totat™ (1_e_k0n5_[L]0_t) n (l_e—konNS.[L]O.t) (35)

Cette équation simplifiée (35) montre que la ctttibn du site spécifique dépend de #skkonns
[L]o et t. Les parametres que I'on peut contrdler §igtet t alors que n,ks et knns Vont varier en
fonction du systeme étudié. Afin d’évaluer grapkiment l'influence de ces paramétres sur la

contribution du site spécifique, plusieurs représons ont été réalisées.
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7.3 Représentations graphiques du modéle
7.3.1 Cinétiques comparées d'un site spécifique avedeman-spécifique

L’'association d’'un ligand sur une protéine estsiliée Figure 112 pour un seul site non-spécifique
(n = 1) et kndkonns = 10 pour kns= 0.1 M s et kynns= 0.01 M* s™.

Figure 112. Simulation de courbe d’'association colente d’'un ligand sur une protéine a 1 site spécdue et 1 site

non spécifique (n = 1).Les paramétres sont: [} 5. 10°° M, [L]o/[P]o = 100, kns= 0.1 M* %, kondkonns = 10. La

fraction de liaison du site spécifique et du sita spécifique est représentée en bleu et rougeeatagement. La fraction
de liaison totale est indiquée en noire.

f bound site = f(t)
I(onS/konNS =10, [L]0/[P]o =100,n=1

2.500 ~
2.000 -
1.500 A

1.000 -

f bound sites

0.500 @ I

0.000 T T T T T T T
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000

tl Temps (sec)

Les courbes bleue et rouge représentent la fradeoliaison des sites spécifique et non spécifique,
respectivement. La fraction de liaison totale aediquée en noir. Pour les temps longs (t2), chaque
site est saturé avec un fbound égal a 1 et un thoatal égal a n+1, soit 2 dans cet exemple. Ce
graphique montre que suivant le temps auquel estéar la réaction, t1 ou t2, les sites spécifique e
non spécifique pourront ou non étre distingués tiaivement. Au temps t1, le site spécifique est
majoritaire et donc distinguable du site non spgue#, mais au temps t2 les deux sites sont modifiés
au méme degré. Par ailleurs, comme le montre lidmug35), les parametres,k [L]o et t se
compensent. Ainsi une augmentation dg ¢u de [L} d'un facteur cing permet d’atteindre la

saturation cing fois plus rapidementvate versa
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7.3.2 Contribution du site spécifique a la liaison glabal
7.3.2.1 Représentation en fonction du temps

La contribution du site spécifique a la liaisonlmte, c'est-a-dire f bound S / f bound site tatat,
présentée Figure 113 en bleu.

Figure 113. Contribution du site spécifique et duite non spécifique a la fraction modifiée globalerefonction du
temps, pour différents rapports[L] o/[P]o. Les paramétres sont : {3} 5. 10°° M, kons= 0.1 M* s, kondKonns = 10. Les
contributions du site spécifique et du site norcBjggie sont représentées en bleu et rouge, reéspewnt. Les rapports
[L] o/[P]o sont indiqués pour chaque courbe.
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D’'une maniére générale, plus le temps augmentéustlg contribution du site spécifique diminue.
Cette décroissance s’accentue d’autant plus vieelguapport [LY[P]o est élevé : au temps t1, la
contribution du site spécifique est de 0.9, 0.8.6t pour les rapports [K[P]o de 10, 100 et 400,
respectivement. Des résultats similaires sont aistérsque I'on fait varierkdkonns

7.3.2.2 Représentation en fonction de fbound site total

Dans la représentation de la contribution du gite#ique en fonction du temps, la pente des caurbe
varie en fonction de [l][P]o. Pour simplifier et avoir une vision globale, lantribution du site
spécifiqgue a été tracée en fonction de la fractieriaison totale, ce qui permet de s’affranchis de
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variations du rapport [bl[P]o (Figure 114). En effet, les courbes obtenues &&trois valeurs de
[[L] o/[P]o: 10, 100 et 400 ont un profil identique et supsgide. Cette représentation permet de
montrer que pour une valeur de fbound site totahde, le rapport [l][P]o n'a pas d'influence sur

la contribution du site spécifique et va uniqguemiemgacter la cinétique de réaction. Par contre, il
faut étre conscient que la valeur de fbound sital tla fraction stoechiométrique globale de
modification) en abscisse, ne sera en pratiqueradisie qu'a un temps t bien précis, et que ce temps
sera variable en fonction de [[P]o (Figure 113).

Figure 114. Contribution du site spécificlue a la faction modifiée globale en fonction de la fractiormodifiée

globale. Les paramétres sont : [} 5. 10°° M, kons = 0.1 M* s, kyndkonns = 10 et n = 1. Les rapports [[P]o sont
indiqués pour chaque courbe.

f bound site S / f bound sites total = f(f bound sites total)
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Dans l'exemple de la Figure 114, le site spécifigsielargement majoritaire au moins jusqu'a une
fraction stcechiométrique globale de 1. D'autressid@nations peuvent influencer le choix d'une

valeur expérimentale de fbound sites total.
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7.3.3 Influence de n

L’influence de n, nombre de sites non spécifigseas,la contribution du site spécifique a été éwalué
Ce nombre dépend de chaque systéme protéine-ligandie et est souvent inconnu. La Figure 115
présente les résultats obtenus pourn =1, 2 et 10.

Figure 115. Influence du nombre de sites non spéigjfie n sur la contribution du spécifique.Les paramétres sont :
[Plo=5. 10" M, kons= 0.1 M* s, kondkonns = 10. La contribution du site spécifique, d’uresiibn spécifique et de tous
les sites non spécifiques est représentée en fdage et gris, respectivement. Les valeurs de i isdliquées pour
chaque courbe. Les spectres MALDI-TOF MS de I'émtcharge 2+ du complexe hPEBP1-locostatine canglsmt a
des valeurs de f bound sites total de 0.35, 0.323dtsont également présenteés.
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Lorsque n augmente, la contribution du spécifigineértle. Pour chaque cas, lorsque la saturation est
atteinte, c’est-a-direydund sitestotal = 1+N, la contribution du site spécifique est égall / (1+n). Les
spectres du complexe hPEBP1-locostatine correspbrddifférentes valeurs de f bound sites total
de 0.35, 0.72 et 3.34 sont également présentésidlegrs de f bound sites total comprises entre 0.4
et 1, représentées par un rectangle gris, corrdspbra un bon compromis entre une contribution

maximale du site spécifique et un rapport S/N safft en spectrométrie de masse.
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7.3.4 Influence du rapportddkonns

L’influence du rapport kdkonns Sur la contribution du site spécifique a égalenggétévaluée. De la
méme maniére que n, les valeurs ge &t kns dépendent de chaque systéme protéine-ligand étudié
Pour des systémes simples a un seul site, lesierpés de cinétiqgues permettent d’obtegisk_a
Figure 116 présente les résultats obtenus pgdkins = 100, 10, 5, 2 et 1.

Figure 116. Influence du rapport kygkonns Sur la contribution du spécifique.Les parameétres sont : [R5 . 10°° ™,
kons= 0.1 M* st n = 1. Les valeurs de¢konns SOnt indiquées pour chaque courbe.
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Ces courbes montrent que la contribution de liagmtifique est d'autant plus basse que le rapport
des vitesses est bas, ce qui rend la liaison speéeiti'autant plus difficile a distinguer de ladan
non-spécifique. Encore une fois, les valeurs deodind sites total comprises entre 0.4 et 1,
représentées par un rectangle gris, correspondemheailleur compromis entre une contribution

maximale du spécifique et un rapport S/N suffisanspectrométrie de masse.
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7.3.5 Facteur de discrimination

Pour discriminer le site majoritaire des sites miades, il est nécessaire de définir un critére
objectif de discrimination. Ce critére peut étr@raxé comme un seuil a partir duquel un site peut
étre considéré comme majoritaire. Les graphiquéségaents indiquent qu’il n’est pas judicieux de
fixer une valeur absolue pour la contribution de spécifique car cette derniere varie en fonatien

n et du rapport kdkonns EN d'autres termes, on ne peut pas se basea guoportion de liaison
spécifique dans I'ensemble des liaisons pour défmseuil.

Par contre, on peut intuitivement concevoir unéecetqui compare les liaisons deux a deux et
considére que le spécifique doit se distinguer tiizivement de toute liaison non-spécifigue. Nous
avons donc considéré le rapport f bound S / f bdd8d Plus ce rapport est élevé, meilleure sera la
discrimination entre le site spécifique et un asib@ spécifique. On peut ensuite fixer une valeuilse
de f bound S / f bound NS, a partir de laquelldideson est considérée comme spécifique. Cette
valeur seuil est définie comme le facteur de disicration (FD). Par analogie avec les principes de
détection du signal, qui imposent de ne considéoemme du signal que les valeurs supérieures ou
égales a trois fois la valeur du bruit (S/N = 3),peut proposer le principe que la liaison spéadiq
doit étre supérieure ou égale a trois fois la vadkula liaison non-spécifique la plus abondaneziC
correspondrait a FD = 3.

L’influence de n et dekdkonns Sur le rapport f bound S / f bound NS a été éwllrégures 117 et
118).
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Figure 117. Influence de n sur le rapport f bound S f bound NS.Les paramétres sont: [P} 5 . 10 M, Kons =
0.1 M* s, kondkonns = 10. Les valeurs de n sont indiquées pour chaquebe. La ligne en pointillée noire représente un
fbound S/ fbound NS = 3.
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La Figure 117 montre que n a peu d’'influence suapgport f bound S / f bound NS, notamment pour

des faibles valeurs de f bound site total : f bo8ndf bound NS est égal a environ 8.5 pour n=1 et
n=2 et environ 9 pour n=10 lorsque f bound sitaltest égal 0.4.
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Figure 118. Influence du rapport kygkonns Sur le rapport f bound S/ f bound NSLes parameétres sont: [P} 5. 10
%M, kens= 0.1 M* s*, n = 2. Les valeurs de,k/konns sont indiquées pour chaque courbe. La ligne entifjée noire
représente un f bound S/ f bound NS = 3. Insedmrzsur les rapports f bound S / f bound NS < 10.
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La Figure 118 indique que plug.¥konns diminue et plus le rapport f bound S / f bound diifinue.

Ce graphe montre qu’en fixant une valeur seuil dodind S / f bound NS égale a 3, seuls les
systémes protéine-ligand avec undkonns trés faible < 5 ne pourront étre discriminés, ae gous
considérons comme acceptable. Des résultats giesiladnt obtenus pour n=1 et 10.

270



8. Essai de localisation du site specifigue — Approche

guantitative

Afin d’identifier tous les sites de hPEBP1 modifigar la locostatine, une approche quantitative
originale a été développée.

8.1 Développement d'une nouvelle méthode pour la qfieation
exhaustive et parallele du degré de modificatichaque site

Draft : Exhaustive parallel inventory and quangtion of the extent of modification at each siteaof

protein: a subtractive approach.
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Introduction

Protein modifications play a crucial rolen living organisms By changing the
physicochemical properties of proteins through dbemand biochemical reactions,
modifications modulate the function of proteifsotein modifications can be the resultaof
endogenous cell process in the form of post-tréinsial modifications. Alternatively, they
can be induced, intentionally or not, by exposorary number of external environmental or
man-made agents. Broad cellular functions includiiggnaling and metabolism rely on PTM
that are finely regulated and involve endogenousecoutes. Induced modifications on the
other hand are usually the result exposure to drdigss, stress, infectious agents, lifestyle-
derived xenobiotics (e.g. tobacco, alcohol), enwimental pollutants and radiations,
(Rappaport and Smith, 2010). Disorders of PTMsa@nitiluced chemical modifications may

lead to developmental dysfunctions and human dese@@ubino et al., 2009).

The quantification of protein modifications is ofegt interest for the comprehension of
biological processes and for clinical research stigations.The determination of the extent
of in vivo modification gives a measure of the effect of eneyinhibitors (e.g. anti-kinase
drugs) on modification (in this case, phosphorgialiat a given site. Covalent drugpresent
an ancient class of medicine whose interest has bE®ewed in recent years (Singh et al.,
2011). The quantification of the extent of a residnodification by these drugs gives access
to the addition kinetics. The quantificationiafvitro induced modification is of great interest
for recombinant therapeutic proteins such as antibod®&gxidation could occur during the
manufacturing process and storage, leading tonthetivation of the protein (Torosantucci et
al., 2014). Today, a concerted effort has been madwaluate the impact of modifications,
whether induced by a covalent drug or undergona bidrug, on efficacy and human safety

(Johnson et al., 2010; Torosantucci et al., 2014).
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Mass spectrometry (MS) is a powerful technique fbe detection, localization and
guantification of modifications (Olsen and Mann13D Although it is hoped that top-down
methods can solve the proteoform riddle, the coteeparation of isoforms they rely on are
elusive at this pointtocusing on methods based on proteolysis of tlggetarotein prior to
MS analysis, i.e. bottom-up methods, several amhres have been described to determine
the degree of modification of proteins. A numberstiddies have used the relative signal
intensities of the modified peptide and its corcegpng nonmodified form to infer a degree
of modification. However, since a modification suels phosphorylation can alter the
ionization efficiency of a peptide to an unpredutadegredGropengiesser et al., 2009he
extent of modification of a peptide cannot be deteed by simple comparison of these
signal intensities.

In an alternative label-free approach, the ion t@imodified and nonmodified peptides was
titrated over the course of an experiment, the@mywing for the calculation of normalized
signals according to the saturation paiSteen et al., 2005)A direct ratio of normalized
signals at each time point was then used to qyathé extent of phosphorylatiohis
approach cannot compensate for any sample-to-sarapbkgion during sample handling and
depends on the analysis of a series of samplesisgatine gamut to saturation.

Other approaches use isotopically labeled inters@ndards to carry out absolute
guantification of modified and nonmodified protémthe form of AQUA peptidegGerber et
al., 2003)or PSAQ proteingCiccimaro et al., 2009)The degree of modification can then be
deduced by calculation from the ratio of absolutardities. These approaches require the
costly synthesis and purification of numerous statbtope-labeled internal standard peptides
or proteins in their modified and nonmodified formSurthermore, they require prior

knowledge of the type of modification and the nataf modified residue(s).

275



Elucidation of the fraction of modification has @ldbeen reported in the case of
phosphorylation usinga minimum of three different ratios representingotein,
phosphopeptide and unmodified peptide changes lmssthble-isotope labeling with amino
acids in cell culture (SILAC)Olsen et al., 2010)However, becausef the complex math
involved, even slight errors in measurement canseawildly changing stoichiometry
calculation results.

Finally, another elegant strategy used a combinatibdeuteroformaldehyde/formaldehyde
stable isotope chemical labeling and alkaline phatgse treatmerfiVu et al., 2011a)The
sample of interest was divided into two aliquotse as treated witlphosphatase while the
other is not. Following differential chemical lalvgj of free amines with stable isotopes, both
aliguots are recombinedlass spectrometric analysis of the recombined mextaeveals the
degree of phosphorylation by measuritige signal increase from the dephosphorylated
peptide of the corresponding phosphopeptide (Wal.eP011a) Nonetheless, this strategy is
compromised if the derivatization step or the ematienremoval of the phosphate group are

incomplete. Moreover it cannot be applied to irrside modifications.

In an attempt to circumvent the limitations of ¢xig approaches, we set out to develop a
method for a robust, reliable and comprehensiventifiGation of modification. The ideal
method should be insensitive to changes in thebgibyuand the ionization efficiency of
peptides containing the modified residues, ablelétect and deal with missed cleavages
caused by the modificationgpable of quantifying modifications in paralledanithout prior
knowledge of the type of target residues. It shdaddniversal in that it can be applied to all
types of protein modification arekhaustive, i.e. capable of quantifying all modifeasites.
This last criterion is crucial because, in a botgpnapproach, even under the best possible

conditions, several peptide purification or detactifactors can affect the accessibility of
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residues to the analysis, so that some modifies sitay be missed by MS. Thus, the map of
observed modified sites may not be complete asdatld be borne in mind that the failure to
identify a modified site is insufficient to claitsinon-existence. Finally, the developed tools

should allow for the straightforward visualizatiohthe result.

In this study, we present a subtractive methodHerparallel quantification of thextent of
modification at each sitef a purified protein. In this strategy, we usetdpically labeled
unmodified protein as an internal standafthis approach is a powerful tool to list all the
detectable modified sites on the protein, to cleahlow the areas were no information could

be drawn, if any, and to demonstrate the absenn®dffication on other residues.

As a concrete example, this method was appliech¢oiriteraction of human Phosphatidyl
Ethanolamine Binding Protein 1 (hPEBP1) with a dentligand, locostatin. The hPEBP1
protein, named according to the current classibcadf the PEBP family of proteins (Zeng et
al., 2008) - also named Raf Kinase Inhibitory Pro{&®KIP) in mammals - is a metastasis
suppressor gene product in different types of aanfieee et al., 2006; Klysik et al., 2008).
Locostatin, (S)-4-benzyl-3-crotonyl-oxazolidin-2egnis the only known compound with
demonstrated activity towards PEBP1. At a cellltarel, it prevents cell migration by
binding to PEBP1, as demonstrated by a chemicatgsnapproach (Mc Henry et al., 2002;
Zhu et al., 2005). The unigue observation of itheitro anti-migration effect of locostatin,
together with the anti-metastasis effect of itgearmprotein, is the basis for the study of the
hPEBP1-locostatin complex vitro with the aim to obtain valuable information foreth
design of new molecules as potential anti-metasta#ids. To date, there is no known X-ray
or NMR structure of the hPEBP1-locostatin complexd the determination of the covalent

site of addition of locostatin on hPEBP1 has proaecexing analytical challenge to several
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teams. Thus, we have undertaken the quantificatiothe degree of modification of all
modifiable sites of hPEBP1 by locostatin. In thegent study, all the sites modified by
locostatin were detected and quantified in a cdiettadeaction, i.e. in conditions of single-hit
statistics with elimination of the excess of lo@tist before complete proteolysis. The method
we developed could be generally applied to targetradr protein-reagent complexes of a

covalent nature, as well as to PTMs where a remoiidle modification is available.
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Results and Discussion

Strategy and general workflow for parallel quantification of the degree of site

modification

The quantification strategy presented here was ldeed in the context of an induced
modification, i.e. a protein-ligand covalent complélowever, it can be applied e facto
modifications such as PTMs, provided that the mealiion can be removed. The strength and
originality of the subtractive method is that iti@e exclusively on signals derived from
nonmodified peptides. For the sake of clarity, ldgc behind the strategy can be explained in
the case of an induced modification of the protéime reasoning being the same for
removable PTMs. The method is based upon the lattthe modification of a given site in a
protein automatically leads to a decrease in tha pbprotein that is non-modified at this
site. Consequently, the modification produces g@riional decrease of the signal associated
with the peptide that includes this site and it lebnmodified in the sample. This
phenomenon is even cumulative, as the subtracffeete of modification at two or more
sites would add up to a total sum of decreasedrptptide's signal. Thus, by quantifying the
decrease of the nonmodified peptide, we can indyeyuantify the increase in modified

peptide, and thereby calculate the extent of moatifon.

Depending on whetherde factoor an induced modification is measured, differfeomt-ends
are required to produce the samples and their @lsnisr quantification igure 1-A. In the
case ofde facto modification, the®*N protein control is generated by removal of the
modification by chemical or enzymatic means, amdekperimental sample is left untouched.
In the case of induced modifications, ti protein in the absence of ligand or reagentas th
control. The method then consists in performing¢hincubations in parallet’N protein

without ligand (or after modification removal) asntrol, **N protein with ligand (ode facto
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modification) as experiment, arfdN protein without ligand (or modification) as intex
standard. The internal standard is used in the steps of the workflowio compensate for
losses during sample processing, as well as fammptete proteolysis and variations in the
chromatographic injection voluméfter incubation, the same volume of internal g
solution is added into the tubes containing therodand experiment solutions. This step is
the only source of random variability for quan@ion and must be done carefully. For
induced modifications, there is an extra step whieeeexcess ligand/reagent is removed by a
size exclusion spin column to prevent non-speacifdification of peptides. At this point
both workflows merge (Figure 1-B). The next twopst@im at achieving the most complete
proteolysis to prevent bias in the measurementhefextent of modification and to have
optimal peptide signal to noise ratios. They alasuee that the modified and non-modified
forms of the target protein undergo proteolysishvihe same efficiencies despite possible
differences in their tridimensional structure. Tlgsachieved by the combined use of a
denaturation step followed by a proteolysis in gnesence of denaturing agent at a high
enzyme:substrate ratio. Multiple proteolyses argiezh out in parallel in order to have
maximum coverage of sequence by combining the egeeobtained for different proteases.
Ideally, each and every residue of the protein sege should be covered by at least one
proteolytic peptide, so that no residue can esdiyee quantitative measurement of its
modification. The proteolysis efficiency is assestd@ough detection of the intact protein by
MALDI-TOF MS, and counting of missed cleavages iinduct peptides. The mixtures BN
and >N peptide solutions are analyzed by nanoUltraHPLEIRUQTOF MS in triplicate.
Data are then processed using a quantificatiorwsodt such as Skyline to identify peptides,
to extract related nonmodifiddN and*®N ionsto construct the extracted ion chromatogram
(XIC), and to calculate the area under the curve (AUQach™N and'*N XIC peak. By

dividing the*N area with the®N area, one obtains a ratio of decrease in*tNesample
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versus the"™N standard. In the control sample, the expected améio is 1, while in the
experiment, the area lost due to the modificatindsf itself subtracted from tH&N area, so
that the ratio drops below 1 upon modification. Twaind fraction is then calculated using

Equation 1:
f bound = 1 — (Ared*N/Area™N) (1)

In the control sample, as the protein is not medifif bound values are expected to be equal
to zero for all peptides. Even if some sites suffem non-optimal cleavage efficiency, the
effect will be compensated by the similar behawbrthe internal standard. The observed
deviation from zero corresponds to a combinationsygtematic and random error. The
systematic error, which we call e, is calculatazhfrtriplicate data and corresponds to an

average of bound fraction (f bound av) (Equation 2)
e = f bound av. ctrl (2)

The e value calculated in the control sample is theed to correct the bound fraction of each

charge state and peptide in the experiment sarfjgjeagion 3).
f bound corr. = f bound av. exp. - e (3)

The corrected bound fractions f bound corr. fofedént charge states of the same peptide are
then averaged to obtain the value of the averageceated bound fraction per peptide (f
bound corr. av.). Finally, a graphical represeatatf the degree of modification of each
peptide was designed using Equation (4ptovide a comprehensive viesf the modified,

nonmodified and nonobserved sequences of the protei

f bound corr. av. = f(sequence) (4)
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In the remainder of the paper, experimental valaes shown for the hPEBP1-locostatin

complex.

Evaluation of *°N metabolic labeling and experimental consideratios

Isotopic metabolic labeling efficiency has to beaswed at the beginning of the workflow to
validate the use of the labeled protein as intestetidard. Here, metabolic labeling with the
stable *°N nitrogen isotope was performed. Metabolic incoation was evaluated by
MALDI-TOF MS analysis by measuring the delta massnseen the labeled and nonlabeled
protein peaks (Figure 2). The observed massé3\ohPEBP1 and’N hPEBP1 are 21,160
Da and 20924 Da, respectively. The mass increassedaby®N labeling is 236 Da.
Considering that there are 256 nitrogen atoms eénpttotein, the incorporation efficiency is
thus 92.2%. This isotope incorporation efficiensy rather low. As a consequence, the
isotopic peak distribution of°N-labeled peptides will be broad. In many quartificn
strategies, only the first three isotopic peakshef monoisotopic distribution, a0, al, and a2
are taken into account to calculate the area uthdecurve (AUC). When the incorporation is
complete (= 100%), no bias on tH&/*N ratio is expected with this approach. When the
isotope incorporation is incomplete as is the dase, the contribution of the first three
isotopic peaks to the distribution will depend de tmolecular composition. To evaluate the
effect of less-than-100% isotope incorporationocigficy, we compared thEN/**N ratios
calculated using the first three isotopic peagrsusall isotopic peaks in the distribution. For
this test, Asp-N peptides from a 1:1 mixture'8% / *°N hPEBP1 protein solutions were
analyzed in decaplicate by nanoUltraHPLC-UHR-QTORS NMaXis, Bruker), and the
1N/*N ratios for each peptide were plotted as a functibm/z (Figure 3-A). When the first

three peaks of the monoisotopic distribution aresitered, thé’N/**N ratio increases as a
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function ofm/z demonstrating the influence of molecular compmsibn their contribution.
Furthermore, the ratio values range from 1.5 to ®tsch is far from the expected value of 1.
When the whole distribution is used, the regressimve is practically a horizontal line with
a y-intercept at 1.13, i.e. much closer to the etgukvalue of 1. This remaining error of 0.13
can be explained by errors in protein concentrabombined with pipetting errors. These
results were confirmed by plotting the theoreticahtive isotopic abundances using either
three or all isotopic peaks (Figure 3-B), thus hgjtting the importance of considering the
whole isotopic distribution. As the incorporatios rarely 100% complete, we propose to
systematically use the whole isotopic distributibm ensure a reliable and accurate

guantification.

Graphical representation of parallel peptides quanfication

The hPEBP1 protein was incubated for 5 hours with dheuit locostatin and cleaved with
Asp-N, chymotrypsin and trypsi.he proteolysis efficiency for each protease wssessed
by checking for the absence of intact protein afpgoteolysis (data shown). After
nanoUltraHPLC-UHR-QTOF M&nalysis, the extent of sequence coverage andutmbder
of missed cleavages were checked. The quantifitatidtware Skyline was used to derive
1N / N ratios, and the raw f bound for each charge stheach peptide was calculated. In
the control, as the protein is not modified, th@eoted f bound is zero for all peptides.
However, a combination of systematic and randoraremsults in deviation from zero for
each data point, as shown for Asp-N peptides imr€igi-A. An error calculation based on a
global average of control f bounds would seem gmpeite to correct for systematic error.
However, correcting all of the control data witle thlobal average error generates a dataset

with a wide dispersion, suggesting a weaknessisnajproach to correction (data not shown).
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To help trace the origin of the dispersion, we dedito plot the control foound against each
charge state of each peptide (Figure 4-A). Contrargxpectations, strong local effects are
observed, i.e. the spread and trend of the eremmsé¢o depend on the peptide identity and on
its charge state. Thus, a local epsibooorresponding to an average bound fraction foheac

charge state of each peptide was calculated friphicate data (Equation 5).

€= f bound av. Ctl’| i (f bound;harge Stawncharge states (5)

Each local epsilon was then used to correct theunhtd of each corresponding peptide and

charge state (Equation 6) (Figure 4-B), leavingy aligpersion due to random error.

f bound corr. = f bound av. cte- (6)

The dispersion of the corrected f bound can be umedsfor each protease. A standard
deviation of 0.0164, 0.0238 and 0.0232 was obtaioedAsp-N, chymotrypsin and trypsin

datasets, respectively.

Each local epsilon calculated in the control samyds also used to correct the bound fraction

of the corresponding charge state and peptidesiexperiment sample (equation 7).

f bound corr. = f bound av. expe- (7)

The corrected bound fractions f bound corr. fofedént charge states of the same peptide
were then averaged to obtain the value of the geeraorrected bound fraction per peptide (f

bound corr. av.).

The corrected bound fractiofibound corr. avobtained in presence of locostatin for each
protease Asp-N, chymotrypsin and trypsin are preskefigure 5. The standard deviations

calculated from the control datasets were usedsess the likelihood that a f bound differs
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from zero. At twice the standard deviation, theseairisk of 5% to consider a f bound as
different from zero while it is not. The threshaidlues are 0.033, 0.048 and 0.046 for Asp-N,
chymotrypsin and trypsin, respectively. A band esponding to f bound corr. av. values
within the threshold boundaries is representedefch protease in Figure 5. The f bound

outside this band are considered as significami$tive or negative.

At this stage, all f bound values different frommaevere expected to correspond to modified
peptides, and thus to have positive values. Howdsgure 5 shows that some f bound are
significantly negative. Indeed, this is the casethe [83-93] and [133-141] trypsin peptides
which are observed at f bound -0.290 and -0.144peasively. The significance of this

observation will be apparent in the next section.

Detection of missed and shifted cleavages causedthg modification

If a cleavable residue of a proteinase is modifigd,assume that it cannot be cleaved, thus
leading to a missed cleavage caused by the moaibiicgMCm). This MCm must be
differentiated from the classical MC caused by mpéete proteolysis due to close proximity
of sites, or due to an effect of the substrateibhmaequence specificity of the protease (e.g.
for trypsin: presencef a proline, lysine or arginine residue in the’ pasition, or of a
negatively charged residue such as glutamate goartate residues in the vicinity of the
cleavage site A MCm leads to a decrease of the amount of bothe nonmodified peptides
flanking the modified residue. In terms of quaation, the MCm gives the peptide adjacent
to the modification an artificially high f bound e&j to the f bound of the peptide which is
really modified. The specific pattern of peptidebdunds generated by this behavior is
illustrated by theheoretical scheme in Figure Bhis pattern was observed experimentally in

the trypsin graph, specifically with peptides [4D}4nd [48-62] (Figure 5) which are detected
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astwo contiguous peptides with near identical fragsi@f modification (f bound = 0.05). This
interpretation is corroborated by the fact that tesidue in position 47 is a lysine, a
modifiable and cleavable residue. On the two adjgpeptides, the peptide to eliminate is the
one that does not contain the cleavable residee[48-62] peptide in this example. From a
gualitative point of view,since the protease cannot cleave a modified residusICm
constitutes a clue that the residue where it ocauisdeed modified. Lys47 can thus be

proposed to be modified by locostatin.

Although the presence of MCm was expected, the tivegé bound values such as those
observed for th¢83-93] and [133-141] trypsin peptides were not. iMes set out to find the
causal factor for this unexpected behavior. Wet fchecked for the presence of an
interference in the isotopic distributions, whiclasvruled out as described (Zhang et al.,
2010). If the observed negative f bound is due ¢hange in thé*N / N area ratio, it means
that the'*N / **N area ratio in the experiment increases relativéhe ratio in the control,

which is constant by design.

To explain a relative increase of the experiméht / *°N area ratio, we hypothesized the
existence of a shifted cleavage (SC). The defininbba SC between experiment and control
is a modification-induced difference in the proteid efficiency at a site adjacent to the
modification. In other words, the SC involves theegence a cleavable residue in the
immediate vicinity of a modified cleavable residlrethe control, the close proximity of the

two cleavable residues leads to classical MC, st theavage at site #1 is much more
efficient than at site #2 (see theoretical schemgerE 7). In the experiment, based on the
rational hypothesis that a cleavable residue whghmodified cannot be cleaved, the
modification of the cleavable residue prevents\dge, producing a MCm at site #1, and
more importantly, promotes cleavage at site #25 thareasing th&N / **N area ratio of the

corresponding peptide. A recognizable pattern ofdhpeptides is produced, two of which

286



have adjacent positive f bounds due to the MCmJewttie third with negative f bound is
shorter than the second (Figure 7). There is symynietween the positive and negative f

bounds if and only if the cleavage is spread 50-b@¥ween adjacent sites.

This SC pattern is observed for the [63-80], [8]1-@8d [83-93] peptides. A MC at Lys82
may be caused by the neighboring cleavable Lys8thi$ case, if Lys80 is modified, it can
no longer be cleaved, and a MCm is generated. Eagage of Lys82 will thus be promoted,
thereby increasing the area of tHal [83-93] peptide in the experiment and leadinghe

observation of a negative f bound. The existenca &C at Lys82 is corroborated by the
relative increase of thEN [83-93] area compared to 3N counterpart in the experiment,

while both'*N and*®N [83-93] areas are predictably small in the cdntro

The [133-141] peptide also bears a negative f bold interference in its isotopic
distribution was detected. The shifted cleavagenphenon was thus considered for this
peptide. However, in the absence of a cleavaldeirsithe immediate neighborhood of residue
Lys 32, this seems unlikely. In Asp N and chymosigpcleavages, the corresponding
sequence was not associated with negative f bosndgesting that an artefact was produced
in the trypsin incubation alone. It should be notkdt this peptide contains an exposed
cysteine which is normally free, so that some comepmbd that is exclusive to the trypsin
incubation may affect the corresponding peptidéedshtly than in the other proteolysis.
While the source of this odd behavior is not clgeatr, this f bound cannot be taken at face

value and was not used for subsequent data pragessi

At this stage, there is a lot of overlapping peggidboth within and between proteolyses,

preventing a straight interpretation of the data.
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Narrowing down the modified positions

Usually, the quantification of modifications is fimed at the peptide level, whereas the
guantification of interest for the biologist is tite amino acid site level. The quantitative
measurement from a peptide can be narrowed dowa tesidue only if it is the only
modifiable residue in the peptide. If there areesal modifiable residues in a peptide,
gualitative MS/MS analysis is classically carriedt do operate this narrowing down of
candidate residues. However, the localization ofliffeation sites is a more difficult task
than the detection and identification of modifie@ppdes. This is because MS/MS
localization requires a good quality spectrum cosegb of relatively complete series of
fragment ions to unambiguously identify the speaifiodified amino acid. The low ionization
efficiency and/or low abundance of some modifiedtipes lead to low signal to noise ratios
which affect their selection for fragmentation asneld low fragment ion intensities. In some
cases, current interpretation algorithms may alstulad to mislocalization and thus
misquantification of the modified site, especiaily the case of modification at different
positions of co-eluting peptides isomers, i.e. @a@bmodified peptides. There is thus great
advantage in exploiting MS data for this purposkee Epecifics of the experiment presented

here led us to propose an original angle to addhesproblem.

The segmentation approach

Figure 6 shows that, in spite of our efforts to gemplete cleavage with maximum sequence
coverage, MC still occurred at a significant levedpecially in the case of chymotrypsine
to the close proximity of sitesThis leads to local ladders which differ by a fessidues,
sometimes as little as 1, 2, or 3. Modified resgaeuld be contained in these short stretches

of sequence difference. This means that thereeeiqus, unexploited information contained
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in the dataset. To extract f bound data from groofp$adder peptides, we developed a
powerful tool, which we call the segmentation agutg to refine at the MS level the
guantification of the extent of modification, withe ultimate goal of narrowing down the

measurement to a single modifiable amino-acid.

Peptides couples can be classified into four categas shown in Scheme 1.

A B C D

Scheme |

Only class A pairs, corresponding to fully overlaggppeptides with a common end, can be
used for segmentation. The principle of segmemasahat the difference in f bound of two
peptides with a common end is attributable to modgliion of the sequence that differs
between them. It is based on the identification ase of class A peptides, within a given
proteolysis and/or from different proteolyses, &aldce a f bound value of the complementary
sequence as shown in Scheme 2.

— 30 %
T 50 %

20 %

Scheme I

If segmentation generates more than one f boundsggment of sequence, these fbound

values are averaged and assigned to this segmehefaext cycle. The segmentation process
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can be iterated by reusing the complementary segufem segmentation. The segmentation

process stops when only B, C and D class pept&ain.

To prevent the generation of artificially high flbaws, all artefacts caused by MCm and SC

are removed manually from the dataset before langadhe segmentation routine.

Figure 8 shows the segmentation results for eacteipase. The graph shows segments that
are significantly above threshold and can thus desidered asnodified, segments with f

bounds that are not significantly different fromr@eand nonobserved sequences of the
protein. Propagation of random error is expecteddour as a result of the math used in the
segmentation process. The propagated error willedgpon the number of applied

segmentation cycles that generate subtractionssamgtimes averages, and thus vary along
the sequence. An estimation of propagated error caésulated based on the location and

number of observed segmentation cycles for eackease. Applying i iterations of the

segmentation cycle generates/él + i) error multiplier, while applying j iterations ohe

average calculation generates/zg error multiplier. The combined error propagatioveg in

equation 8 was applied to each proteolysis datasatg a conservatively low number of

averages as these tend to reduce the error (Table 1

o(h)= @A+ -\/;-GO (8)
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Table 1. Calculated (i,j) errors propagated through the segmentatrocgss (Equation 8)

roteinase segmentation averaging (i)

P ©0 cycles i operations | o)
Asp-N 0.0164 1 0 0.0232
chymotrypsin 0.0238 3 1 0.0337
trypsin 0.0232 1 0 0.0328

The threshold of significant deviation from nubbdund was set at twice the propagated error,
and the resulting numbers of +/- 0.046, 0.067 af@®for Asp-N, chymotrypsin and trypsin,

respectively, were reported as 95% confidence bandke graphs.

For Asp-N, four sequences appear as modified: [5458-95], [128-133] and [144-173].

No information is present for [2-3] and [70-77].

For chymotrypsin, two segments have a clearly pesftbound: [69-84] and [132-149]. For
the [69-84] sequence, segmentation consolidates inf@mation which was initially
distributed over three peptides: [65-84], [67-84]da[69-84] (Figure 5). Nonobserved

sequences are [85-87], [121-131] and [150-154].

For trypsin, [78-80] is the only segment that cormbsve the threshold as modified. The [78-
80] sequence clearly shows the benefit of the satatien approach: the initial information
distributed over three peptides: [63-76], [63-77da63-80] was refined down to three

residues. Nonobserved sequences are [2-7], [4&62][142-156].

The data in Figure 8 was combined in Figure 9 tvide a synthetic view of the results.
Figure 9 shows a number of B and C class overlgpmiadified pairs which cannot be easily

interpreted. Before applying a final processing sie attempt to improve resolution in the
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sequence dimension however, the f bounds obtaiftedsgmentation can be used to test for

coherence in the whole dataset.

Determination of the total modified stoichiometricfraction

Determination of the total modified stoichiometiriaction is performed at the protein level. It
corresponds to the sum of the extent of modificatat each modified sites. Mass
spectrometry is one of the few methods that camulsameously measure the amplitude of a
proteoform signal and calculate the modificatiaricdtiometry in terms of number of sites per
protein chain for a given modification type. Comrao the commonly used total modified
fraction, which corresponds to the proportion ofdified chains in the total pool of protein
chains, the total modified stoichiometric fracti@SF) takes into account the stoichiometry

of modification (Equation 9):

Total modified stoichiometric fraction =

Y. (number of modification of a proteoform n x signal of a proteoform n) (9)

signal of total protein

If each site is 100% modified, i.e. if saturatigrattained at all sites, the TMSF value tends to
the total integer stoichiometry of the modificatifired on the protein. For example, if a
protein has 3 modification sites capable of reaglsaturation, TFMS tends to 3, whereas the
total modified fraction tends to 1

In most cases, the detrimental or beneficial effetta modification on the ionization
efficiency of a whole protein is greatly diluted the large number of protonation sites on the
protein. When using TMSF as a direct quantitatieasurement of protein modification, the
approximation that different proteoforms have tlagns ionization efficiency can thus be

made.
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The point of measuring TMSF is that it can thencbenpared to the sum of individual f
bound measured by parallel quantification in adratup approach such as the subtractive
method. The comparison gives a measure of the enberof the extent of modification found
on the whole protein with the data obtained afpigtide level.

The hPEBP1 and locostatin partners were incubaied th at 37°C before removing the
excess of locostatin by micro gel filtration. Thevalent complex was then analyzed by
MALDI-TOF MS (Figure 10). Figure 10 shows a peak+243.8 Da corresponding to the
hPEBP1-locostatine complex which bears a theotetoass increment of 245.27 Da
compared to locostatin. An additional peak at +8YaGs detected and corresponds to butyric
acid, a hydrolysis product of locostatin we prewglgudentified as butyric acid (theoretical
mass increment of 86.09 Da) and which is also entdl attached to hPEBP1 (Gabant et al.).
Taking into account the intensity of the hPEBPIlekiatin and hPEBP1-butyric acid
complexes, a total modified stoichiometric fractioin0.50 is found. In this experiment, the
5N labeled internal standard was not added beceseotresponding peak partially overlaps
with the peak of'N hPEBP1-locostatin complex, thus preventing itsedion and
guantification.

By comparing the extent of modification on the wehgrotein measured as TMSF with the
sum of individual f bounds for segments for eacbt@nase after segmentation, a percent

recovery of modification at the peptide level isabed (Table 2)
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Table 2. Comparison of the extent of modificationtbe whole protein measured as TMSF
with the sum of individual f bounds for segmentsdach proteinase after segmentation.

Proteinase | X fpounas | TMSF % recovery
ASPN 037 | 050 74
proteolysis
Chymotrypsin| = o5 | g.50 44
proteolysis
Trypsin 012 | 050 24
proteolysis

The subtractive method is not sensitive to the dlydrs of locostatin since it only measures
the nonmodified peptides. ThisfyoundsiS €xpected to be equal to TMSF. However, only 24
to 74% of TMSF is recovered at the peptide levedrasegmentation. The remainder may
correspond to modification that is widely distribdtover slightly modified segments and/or
nonobserved sequences. The origin of the differef@ercent recovery between proteinases
is not clearly identified yet, but it may be du¢,least in part, to the difference in average

length of the proteolytic peptides resulting in gedly higher f bounds per segment.

Local Minimum

As mentioned above, Figure 9 still shows a numbeclass B and C pairs of overlapping

segments between proteolyses, which lead to rdsaubiguity. The reason for this is the

presence of nonoverlapping sequences on both gfdssleast one of the peptides. Contrary
to class A pairs, any f bound difference betwegptides cannot be unambiguously assigned
to a modification location on either side of thgwence in common. While f bound difference
calculations are meaningless for class B and Gpaire piece of information can be derived
from the comparison of f bounds in the common segegeand used to further refine the data

as shown hereatfter.
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The principle of the local minimum is that in thegsence that is common to two or more
partially overlapping class B or C pairs or groupg, lowest f bound, i.e. the local minimum
(LocMin), gives the highest possible value of tleeat of modification in that region. If one
of the segments has a higher value, logic dicthtgsit can only be due to a modification in a
nonoverlapping region. As stated above however,etect f bound of this modification
cannot be calculated from the difference since ehm® not a class A pair. The Local
Minimum concept is thus simply based on the salectior each residue, of the minimum
value of f bound found for all segments. ResultthwiocMin treatment applied on the 3
combined proteolyses data are shown in Figure 11.bAund histogram as a function of
sequence is shown in Figure 12. The propagatealculated for Figure 8 was used for each
protease to assign an error bar to the LocMin athesegment in the figure. Table 3
summarizes the observed segments positively igestds modified, along with modifiable
amino acids they contain and the observation ofcaVbr SC in the segment.

Table 3. Final segments identified as modified rakt®cMin narrowing of modified

sequences. The italicized sites in the table cpomd to f bounds that are higher thawyet
within 2 ¢ of zero. The non-italicized sites are significgmtifferent from zero.

Sequence| fpound after . . Site leading to Unambiguously
. Modifiable sites MCm or SC due to . . .
segment LocMin . identified site
a modification
[2-3] 0.047 N-terminal N-terminal
[78-80] 0.084 Lys80 Lys80 Lys80
[81-87] 0.039 Tyr81, His85, His86
[107-113] 0.034 Serl09, Lys113
[144-149] 0.111 His145, Lys148
[150-154] 0.128 Lys150, Ser153
[155-156] 0.059 Lys156 Lys156

Care should be taken in the interpretation of Lat¥bounds, as class B pairs generate a
falsely high f bound on at least one of the nonlaygring sides. This is represented by a small

linking line between the residual sequences in l@dli. In this dataset, an example of such
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potential problem areas are [4-8] and [13-17] Wittounds around zero. LocMin f bounds
generated by class C groups can also be overestiimagcause modifications leading to these
f bounds can be located outside the common sequenad segments in the group. There
may even be cases where the common sequence dobsamaany modification. So, while
LocMin minimizes errors by representing the uppeurimary for the true f bound in the
common sequence, this minimization may still not ds@ugh, preventing unambiguous
assignment of the measured f bound to a modifiedd&due in that sequence. Examples of
LocMin of class C groups leading to potentially mastimated f bounds concern sequences

[81-87] and [144-149] in this dataset.

The most striking aspect of the parallel quantticma of modifications on hPEBP1 is that no
single residue appears with an f bound value thatearly superior to any other. This result
explains why, in spite of years of the best effaytsseveral teams (Shemon et al., 2009;

Beshir et al., 2011), including ours, the locostéiinding site was never clearly identified.

Table 3 shown seven narrowed segments. Three ségmentain only one modifiable
residue: [2-3], [78-80] and [155-156]. The f bounmisserved in these areas can thus be
attributed to these sites, i.e. the N-terminal,sitgs80 and Lys156, with some level of
confidence. Lys 80 is the only residue of the thsath a f bound that is significantly above
zero. For the remaining segments [81-87], [107-1[13}4-149] and [150-154], up to two or
three residues may be modified, thus preventingaatifative measurement at the amino acid

level.

Lys47 was identified as modified in the [42-55] s®mt based on the generation of a MCm
with trypsin cleavage. As the segmentation procdightly increases the global error, the

final threshold of significance is increased. Aftiee segmentation and LocMin processes, the
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f bound associated with this segment indicatesnaldwel of modification at this site, below

the threshold of significance.

One of the two modifiable residues in the [150-15d@iments is Serl153, a residue which is
pivotal to signalization since its phosphorylatiop PKC switches PEBP1 from the Rafl-
MAP kinase pathway to GRK2 (Deiss et al., 2012) d¥oation by locostatin followed by its
hydrolysis into butyric acid would introduce a ngga charge in this area. If located on
Serl53, the negative charge could mimic phosph@yl&erl53. Downstream signaling of
this "always-on phosphorylation" switch may thewoiaanti-migratory effects. On the other,
if the negative charge of butyrate was locatedrwilger residue near Serl53, it could prevent
GRK?2 kinase binding to Ser153, preventing the dwétway from Rafl, thus re-enforcing the
inhibition of the Rafl MAP kinase pathway. This @bindirectly trigger Aurora with positive
anti-tumoral and anti-metastasis effects. It coaldo act through hPEBP1's ability to
modulate the nkB pathway (Yeung et al., 2001). Interestingly, [8®&-87] segment contains
Tyr81 and His86, two residues that are part ofdtelutionarily conserved ligand-binding
pocket of PEBP1 (Tavel et al., 2012). Beshir gtialthe proceedings of a workshop (2011),
claimed to have identified His86 as the primargearsite of locostatin, while suggesting that
other residues were alkylated. His86 was singlddoenause it is a highly conserved residue
at the bottom of the anion pocket. However, thé@tsgt used a high concentration of hPEBP1,
leading to precipitation in the presence of exdesestatine. The MS results were obtained
after resolubilization of the insoluble fraction bRKIP/hPEBP1-locostatin complex. The
precipitation of the protein obviously indicateprafound destruction of the protein structure,
which casts serious doubt about the biologicalveaiee of the result. Despite the lack of
credible evidence and the fact that locostatinosan anion, these results were then used in

support of a computational simulation for locostdiinding in the anion pocket (Rudnitskaya
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et al., 2012). Our results show that the [81-8¢jhsent modification cannot be distinguished
from the background.

In light of the present quantification study of éstatin modifications on hPEBP1, both

functional and structural studies could be undemakvith the aim to better characterize the
binding site responsible for the anti-metastatitivitg. The rational design of activators of

hPEBP1 natural antimetastasis effect would grdshefit from these developments.

The present parallel quantification method can measbounds with less than 0.07 standard
deviation. The reliability of the method thus degeion modifications generating sufficiently

high f bounds. In the present study, the individuadund values are relatively low due to the
number of parallel sites that were modified, wHilISF was kept at a low 0.5. For systems
with TMSF over 1 and only 2 or 3 sites with no bgrddund, the relative error should be

comparatively low. The method is also essentialbdoiar: segmentation could be omitted if
none of the proteolyses generate MCs. Proteolgsialts can be combined before or after
segmentation, and LocMin can be applied or not niéipg on the presence of class B and C

groups.

Conclusions

The subtractive method developed here is well abiat address some of the common issues
associated with the parallel quantitation of maadifions. Because it deals only with
nonmodified peptides, it circumvents problems Ioshki® ionization efficiencies and the
progressive loss of integrity of the modificatioftea covalent addition, as was the case for
locostatin, and poor solubility of modified peptdbéecomes a non-issue. In the case of

induced modifications, it can also work withoutgerknowledge of the types of modified
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residue, provided that a sufficient set of proteaseused to cover the whole sequence and
that cleavages are achieved at least once betwssn raodified residue. With a slightly
different front end, it could be applied more gadigrto PTM quantification with the

appropriate enzymatic removal tools.
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Materials and Methods

ReagentsUnless otherwise stated, all chemicals used instlidy were obtained from Sigma
(St. Louis, MO). Locostatin was purchased from Acfrganics. Ammonium acetate and
calcium chloride (CaG) were procured from Merck (Darmstadt, Germany)ycible was

purchased from Eurobio (Courtaboeuf, France). Eratemases Asp-N, chymotrypsin and
trypsin (sequencing grade) were from Roche. Alpy@ao-4-hydroxycinnamic acid was
obtained from Bruker Daltonics (Bremen, Germanyke#nitrilie and isopropanol were
procured from Carlo Erba (Milan, Italy). Formic @éc90% (FA) and trifluoroacetic acid
(TFA) were purchased from Fisher (Loughborough, UK) solvents and buffers were

prepared using 18 M purified water (MilliQ reagent grade system, Mithre).

Purification of recombinant hPEBP1. Recombinant &nnmPhosphatidyl Ethanolamine
Binding Protein 1 (hPEBP1) was cloned and overesgee in BL21DEZ.coli as previously
described by Schoentgen and coworkers (Atmaner,e2009). The protein was purified
without tag using the protocol originally develdpgy Bernier and Jolles (Bernier and Jolles,
1984) consisting of QAE Sephadex A-50 chromatogyap$oelectrofocusing and Blue-
Sepharose chromatographic steps, and concentatekviously described (Jaquillard et al.,
2012) (Jaquillard et al 2012). The purified proteuas stored in milliQ water with 2

equivalents of TCEP at -80°C.

Interaction of hPEBP1 with locostatin. A solution of hPEBP1 protein at 748M was
incubated with or without 1 mM locostatin for 4 B &t 37°C in a buffer consisting of 100
mM HEPES, pH 7.7, and 2% acetonitrilBhe control and experiment samples were then

spiked with an™®N labeled unmodified hPEBP1 solution at 5 uM. Afteternal standard
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addition,the excess locostatin was removednligro gel filtration as followsSpin columns
with a bed volume of 75 pL eve usedEfficient elimination of the conditioning buffer fro

the gel filtration phase requirel cycles of equilibration with 5QL volumes of incubation
buffer. The sample was loaded onto the spin column amd dbllection performed

immediately with a 30 s centrifugation at 1000 g.

Denaturation and Enzymatic ProteolysisAt this stage the sample was split into three tubes
in order to perform parallel proteolysesotins were thermally denatured for 10 min at 60°C
in a solution of 1 M urea, 100 mM glycine, and 2@%etonitrile. The glycine was added
during this step to prevent urea-induced carbanoylaif Lysines, Arginines, Cysteines, and
the N-terminal amine. Denatured proteins were theteolyzed in parallel for 2 h a high
enzyme:substrate (E:S) ratio using optimized caobtfor Asp-N, chymotrypsin and trypsin.
For Asp-N, the reaction was carried out at 37°@06 mM ammonium acetate, pH 7.0, with
an E:S ratio of 1:10. For trypsin, the cleavage wasied out at 37°C in a solution of 100
mM ammonium acetate-ammonium bicarbonate, pH 7. an E:S ratio of 1:2.. For
chymotrypsin, proteolysis was carried out at 257¢he same buffer with 10 mM CaCWwith

an E:S ratio of 1:10. Proteolysis reactions wepsed by addition of TFA at a final
concentration of 0.1% and immediate desalting/cotmaéion on a C18 ZipTip from Millipore
(Billerica, MA, USA). The volume of TFA solution waadjusted so as to dilute acetonitrile as
well, to a final concentration of 2.5%. This lownoentration of organic solvent ensures

efficient binding of the peptides on the revershdge of the ZipTip.

Mass spectrometry. Whole proteins were analyzed by MALDI-TOF MS. Theatnx
solution consisted of a saturated solution of 4rbyga-cyano-cinnamic acid (4HCCA) in

3:1:2 formic acid:water:isopropanol. Proteins ire tmicromolar range were prepared by
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twenty-fold dilution into the matrix solution. Tranalyte-matrix samples were spotted onto a
gold-plated sample probe using the ultra-thin layethod as described (Cadene and Chait,
2000; Gabant and Cadene, 2008). Spots were washedOwW% TFA before acquisition.
Analyses were performed using an Ultraflex | maggctometer (Bruker Daltonics,
Germany) equipped with a 337 nm nitrogen laseraagddless delayed extraction ion source.
An accelerating voltage of 25 kV was used and defatymized at 250 ns to achieve a mass
resolution greater than 1000 over the mass rangatetst (10000-20000 Da). A deflection
of matrix ions up to 800 Da was applied to prewdgtector saturation. Spectra were acquired
in the linear positive ion mode by accumulation16D0-1200 laser shots. Calibration was
performed externally using a neighboring spot wé&hsolution of apomyoglobin and
cytochrome c. The instrument was controlled usingkBr FlexControl 3.3 software and
MALDI-TOF-MS spectra were processed using FlexAsmly3.3 software from Bruker

Daltonics.

Proteolytic peptides were analyzed by nanoUltraHPBGoESI UHR-QTOF MS.

Experiments were performed using an UltiM&te3000 NanoRSLC System (Dionex,
Sunnyvale, CA) connected to a Bruker MaXis UHR-QT@FGHz mass spectrometer
equipped with an online nano-ESI ion source. TheM® setup was controlled by Bruker
Hystar™ software version 3.2. Peptides were pre-concemtranline on a Dionex Acclaim

PepMapl100 C18 reverse-phase pre-column (inner ¢tkarh@0 pm, length 2 cm, particle size
5 um, pore size 100 A), and separated on a namos&calaim Pepmap100 C18 column (inner
diameter 75 pum, length 25 cm, particle size 2 poresize 100 A) at a flow rate of 450
nL/min using a 2—-35% gradient of acetonitrile i1%. formic acid. Chromatographic peaks
were about 3-4 s at Full Width at Half Maximum (FWN corresponding to a peak width at

the base around 8-10 s. Mass spectrometer scapssefeat a frequency of 1 Hz in MS mode
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only. These settings ensure that there is arourdhi® points per extracted ion chromatogram
(XIC) allowing for an accurate determination of e#mea under the curve (AUC). Mass spectra
were acquired in positive ion mode framz50-3000. Lock mass calibration was performed
on m/z 622 (Hexakis(2,2-Difluoroethoxy)Phosphazene; CAS:N.86817-57-2) and 1222

(Hexakis(1H, 1H, 4H-hexafluorobutyloxy)Phosphazi@&S NO: 186406-47-3).

Skyline MS1 Quantification. MS data from nanoUltraHPLC-UHR-QTOF MS were
processed using the open source software Skylth€éSzhilling et al., 2012) to calculate the
area under the curve for each peak from XIC. Xl@senconstructed for all isotopic ion peaks
of each peptide with a base peak threshold of 1&@am/'ztolerance of 5 ppm. Each XIC was
manually checked in terms of retention time aligntmgetween light and heavy peptides as
well as across acquisition replicates. The coefficiof correlation between the observed and
expected isotopic distributions was below 0.95 &89 for light and heavy peptides,
respectively. The area for each charge state df paptide was exported to .csv format and
used as an input for our in-house software dedictdehe quantification of modification at

each site.
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Figures

Figure 1. Quantification workflow. A. Preparation of the samples and their controfsguantification ofde

facto or induced modifications. B. Production of pepsidand nanoLC-HRMS quantification of the unmodified
peptides.

A Modification de facto Induced Modification

. Unlabeled protein
Unlabeled protein Control

(no ligand

or )
reagent) *ligand @
+ . or reagent
{ ] Isotopically labeled
Control protein (5N and/or 13C)

(modification .
T Isotopically labeled
removal) protein ('5N and/or *C)

«* T ¥ |ncu\£'ation v + 0:
‘I'L/Spiking\‘l' «®* o0
- @] ey

+ ®
(R
+ @ + @
¢ Elimination of the ¢
excess ligand
+
- * & W

* Protein’s denaturation ¢’

9
Multiple proteolyses
SN Tr Chymo 'iJn p';m”el ¥ po = Crymo
[y n ~
r r r r [PRAN
Qe ddad QB UIWIP
v v ¥ nanoL.C-HRMS v ¥
Raw data Raw data
Software interpretation
N ¢ N ¢ N & XIC for each unmodified peptide, * * ¢
= time = time = time. E UA = UA E UA

Segmentation procedure,
Graphics

Modification %
Modification %
1 ‘

sequence
sequence

306



Figure 2.Metabolic incorporation measurement on hPEBP1A 1:1 mixture of *N/**N
hPEBPL1 protein solutions was analyzed by MALDI-TK26.
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Figure 3.Influence of the number of isotopic distribution peaks used for area calculation
on the quantification result. The **N/**N ratios for each peptide were calculated using
Skyline software and plotted as a functionnoz A. Asp-N peptides from a 1:1 mixture of
“N/"N hPEBP1 protein solutions were analyzed in decasi by nanoUltraHPLC-UHR-
QTOF MS. B. Theoretical relative isotopic abundancethe Asp-N peptides of hPEBP1. In

blue : the first three peaks of the monoisotopstrdiution are considered. In red : The whole
monoisotopic distribution (isotope > 1 %) is comse.
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Figure 4.Local epsilon correction of the f bound of hPEBP1Asp-N peptides in the
control. A. Dispersion of the f bound before correton. B. Dispersion of the f bound
after local epsilon correction.
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Figure 5.Graphical representation of parallel quantification of peptide modifications for
the hPEBP1-locostatin t=5h reaction time
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Figure 6. Bound fraction pattern caused by a missed cleavageaused by the
modification. This scheme is valid for both N- and C-endopra@sés. Protein and peptides
are represented in color with associated abundanties corresponding f bounds are

calculated using non modified peptides and grati¢lde bottom.
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Figure 7.Bound fraction pattern caused by a shifted cleavag This scheme is valid for
both N- and C-endoproteinases. Protein and pepéidesepresented in color with associated
abundances. The corresponding f bounds are cadulasing non modified peptides and
graphed at the bottom. Two cleavable and modifisliles separated by two residues are
shown: site 1 and site 2. In the control, site &ampletely cleaved while a missed cleavage
of 70% is considered at site 2. In the experim2d®% of 14N protein is modified at site 1, so
that there is a MCm at site 1 and there is no M@eat site 2 in this modified population of
protein. The di-peptide generated after cleavagestes 1 and 2 is not represented in the
bottom graphs because of its short length whichaimnspts detection by MS.
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Figure 8.Graphical representation of parallel quantification of sites modifications for
the hPEBP1-locostatin t=5h reaction timeSegmentation was performed on the dataset.
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Figure 9.Graphical representation of parallel sites quantifcation for the hPEBP1-

locostatin t=5h reaction time.Proteolytic peptides results from the three pratses were
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combined.
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Figure 10. MALDI-TOF MS analysis of the hPEBP1/RKIP-locostatin complex. The
hPEBP1 protein and locostatin were incubated foras 37°C before removing the excess of
locostatin by micro gel filtration. The covalentngplex was then analyzed by MALDI-TOF
MS.
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Figure 11.Graphical representation of parallel sites quantifcation for the hPEBP1-
locostatin t=5h reaction time.LocMin calculation was applied to the dataset fiféigure 8.
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Figure 12 Histogram representation of parallel sites quantifcation for the hPEBP1-locostatin t=5h reaction time
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8.2 Compilation des résultats des approches qualitatigeiantitative

L’'approche quantitative révele que Lys80 et le semgnil50-154] sont significativement modifiés.
Ce résultat précieux permet de localiser le régiddifié du peptide Asp-N [72-95] et de restreindre
la zone du peptide Asp-N [144-173], deux peptideseovés avec I'approche qualitative mais qui
n'avait pas encore été fragmentés. Par ailleuss,résidus Lys47, Lys113 et Cys133 identifiés
comme étant modifiés par I'approche qualitative wume fraction de liaison (f bound) en dessous du
seuil significatif. L'analyse quantitative révelerst qu’ils sont peu modifiés. Les résultats obtenus
par les approches qualitative et quantitative somipilés dans le Tableau 16.

Tableau 16. Résultats compilés des approches qualive et quantitative. La stoechiométrie de modification de la
protéine entiere est de 0.50. NSM : non signifieatient modifié (seuil ~0.05).

Séquence ou site modi  Fraction de liaison (bound

Lys47 NSM
Lys8C 0.08¢
Lys11: NSM
Cys13: NSM
[150-154] 0.12¢

En faisant le rapport entre les deux fractionsigiedn les plus élevées on obtient une valeur 8e 1.
(0.128/0.084). Cette valeur est nettement inféeeur facteur de discrimination (FD) de 3 que nous
avons fixé suite aux simulations réalisées avemdelele mathématique présenté paragraphe 7. Ce
résultat révele que, parmi les sites modifiés @dndostatine, il n'y a pas de site majoritaireajres

la modélisation mathématique, ceci signifie quealeport kndkonns €St inférieur a 5 (Figure 118),
autrement dit, que la vitesse de réaction spédafigest pas visiblement plus rapide que celle des
réactions non spécifiques.

9. Modélisation moléculaire de [I'interaction hPEBP1-

locostatine

La modélisation moléculaire a été entreprise enll@de a I'approche expérimentale pour tenter de
lever d’éventuelles ambiguités sur les segmentienant plusieurs résidus modifiables. Un calcul de
minimisation de conformation de la locostatine diéde maniére covalente sur tous les résidus
modifiables de hPEBP1: C, K, S, T, Y et H a éféatié en collaboration avec Stéphane Bourg et
Norbert Garnier au CBM. Le logiciel utilisé est @i Le principe a été d’explorer le volume de

balayage du ligand (= volume d'accessibilité, étilannage conformationnel du ligand) et de

trouver la meilleure conformation liée. L’approcte déroule en trois étapes : 1) fixation du ligand
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sur un résidu modifiable, 2) exploration de I'espamnformationnel du ligand, 3) mesure de
'énergie d’interaction. Les vingt meilleures posksligand ont été retenues, ce qui ne correspond
pas a une exploration exhaustive de toutes lessppsssibles de la locostatine sur un résidu. La
meilleure pose de chaque résidu parmi les vinghtets est présentée Figure 119.

Figure 119. Meilleur score conformationnel sur 20 pses pour chaque addition de locostatine sur lessiéus
modifiables K, C, H, Y, S, T de hPEBP1.

7 -
(]
6 -
. (] (]
5 - - L
[ |
¢, ] - - “
S ] u [ ]
S (] (]
3 m = n
33 - ? m ' ] | ol
(]
(]
2 -
1- T167
c168
H26 Ta44 T65 T69 S109 H118 Y169 K187
0 — = 2 R . - @ . — —
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
numéro d'acide aminé

Ces scores nuls indiquent un probléme d'encombrestnique se traduisant par un volume

disponible insuffisant & proximité du résidu ciblgn résultat dabsence de score" est précieux et
fiable, car il permet de déterminer avec certitgdéun résidu ne peut étre modifié. Dix résidus,

His26, Thr44, Thr65, Thr69, Ser109, His118, ThrlBys168, Tyrl69 et Lys186, n'ont donné aucun

score. Ce type de résultat a été utilisé pour ldanbiguité de segments modifiés contenant
plusieurs résidus modifiables. Seul le segment -[ll83] observé avec I'approche quantitative est
concerné. Ce segment contient Ser109 et Lys113 eorasidu modifiable. Etant donné que Ser109
ne peut pas étre modifiée d’aprés la modélisatioléaulaire, Lys 113 peut étre proposée comme un
site modifiée par la locostatine. Ce résultat e$técent avec les données MS/MS du peptide [94-
119]-acide butyrique détecté avec I'approche qaidlie (Figure 109).

Malheureusement, cette approche ne permet pas lambiguité entre Lys150 et Serl53 du
segment [150-154] observé modifié par quantifigatio
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On remarque que I'ensemble des scores non nuldaest la méme gamme de valeurs, ce qui ne

permet pas de dégager un résidu parmi les autres.

D’'une maniére générale, les résultats de moddisathnt & considérer avec précaution car on ne sait
pas si la locostatine induit ou non un changemenfacmationnel de hPEBPL1. En effet, hPEBP1 n'a
pu étre co-cristallisée avec la locostatine poundament, et la structure du complexe en RMN n'est
pas atteignable du fait de son insolubilité a catregion élevée. Les seules données de RMN
disponibles concernent le produit d’hydrolyse (S)ehzyloxazolidin-2-one (Shemaat al,, 2009) et

sa pertinence biologique n'est pas établie.

10. Conclusions

L’interaction entre la protéine hPEBP1 et la loatise a été finement caractérisée au niveau
structural et cinétique par spectrométrie de mdsserésultats montrent que la locostatine sedee
maniere covalente a la protéine puis s’hydrolysegesupement butyrate. Des expériences de
cinétiques suggerent l'existence d'un intermédiadér@ctionnel non covalent et réversible (P L
PL* - PL). L’analyse de la réaction en conditions natij@daptées a I'observation des complexes
non covalents) n'a pas permis de mettre en évidencemplexe non-covalent, trés certainement di
a un k, trés bas et unsk trés élevé. La stoechiométrie du complexe a étéé&yagar une expérience
de saturation de la protéine en ligand mais n'a&fa obtenue du fait de I'absence de saturation
méme apres huit jours de réaction. Par ailleurs, loegues incubations ont mis en évidence la
présence de réactions non spécifiques de la ldoestsur hPEBP1 en comptabilisant jusqu’a six
ligands fixés sur la protéine. Ces réactions na@tigjpues ont été corroborées en démontrant que la
locostatine a la capacité de réagir avec des npleies libres en solution tels que le GSH, le TCEP
ou les chaines latérales d’acides aminés C, H,,YT 8t K. Dans l'objectif de localiser le site
spécifique ciblé par la locostatine, les conditiales réaction et de protéolyse en solution ont été
optimisées. Un temps court de réaction a été fagogt 'excés de locostatine libre a été éliminé
aprés réaction. Concernant les conditions de piyst€oune protéolyse complete de hPEBP a été
obtenue en présence d'urée, d'acétonitrile et datio Enzyme:Substrat élevé. Malgré ces
précautions, I'approche gqualitative révele la pnésede plusieurs peptides modifiés, ce qui indique
la présence de sites de réaction non spécifiquéss Ideostatine sur la protéine méme pour un temps
court de réaction (staechiométrie 1:1). Ces résuttat conduit au développement 1) d'un modéle
mathématique pour déterminer la fraction de liaisgimale permettant de discriminer le site
spécifique des sites non-spécifiques, et 2) d'udihade pour la quantification paralléle et exhaesti
du degré de modification de tous les sites modifiésla protéine. Un site modifié, Lys80, est
guantifié ainsi qu’'une séquence [150-154] conterlayg150 et Ser153 modifiables. Selon nos
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critéeres, la quantification de ces sites/séquencaifités ne permet pas de proposer un site
majoritaire. Afin de tenter de lever 'ambiguitér des séquences contenant plusieurs résidus, dont

[150-154], une modélisation moléculaire a été @mise mais n'a pas été fructueuse.

11. Perspectives

L’ensemble de ces informations met en avant lagsitéede concevoir des analogues de locostatine
gui soient plus stables et plus spécifiques. Simake des résultats obtenus, plusieurs analoguies on
déja été synthétisés par les équipes de Luigi Agtiof et de Sylvain Routier. Ces analogues ont été
testés au niveau moléculaire pour leur capacité lesa hPEBP1 et au niveau cellulaire pour leur
capacité a inhiber la migration et I'invasion ddludes tumorales mammaires et pulmonaires. Les
résultats indiguent que certains analogues sontsvaaitifs que la locostatine et d’autres appanatisse
plus actifs. Une corrélation entre I'activité cddiwe et la quantification de tous les sites medifde
chaque analogue de locostatine pourrait peut-émagttre d’identifier le site spécifique.

Par ailleurs dans l'optique de concevoir des ansdsgplus efficaces que la locostatine, il serait
pertinent de synthétiser des analogues qui soierg @ffins pour hPEBP1 et peut-étre moins
électrophile que la locostatine. En effet, 'augta¢ion de l'affinité permettrait de maintenir plus

longtemps le groupement électrophile de I'analogeidocostatine & proximité du résidu nucléophile
spécifique de la protéine, favorisant ainsi la ti@accovalente. Dans ces conditions, la cinétigee d
fixation pour le site spécifique devrait étre plapide que les réactions non spécifiques.

Une autre possibilité pouvant expliquer la difftéut’observer un site majoritaire est que hPEBP1
n'est pas dans une conformation optimale pour agieravec la locostatine. En effé, vivo, on ne
peut exclure que lorsque la locostatine se fixen®EBP1, hPEBP1 soit en complexe avec une ou
plusieurs protéine(s) et que la structure tridinmmelle de hPEBP1 dans ce complexe protéique soit
différente de celle de hPEBP1 seule. Si cette Ingsst est vraie, tant que les partenaires protéiques
en question ne sont pas identifiés, le complexeauwgra étre réalisé vitro. Une solution serait alors
d’identifier le site spécifique sur le complexe MHA-locostatine génér@ vivo. Pour cela, un
analogue stable de la locostatine contenant ungesalu type fonction azoture par exemple, devra
étre congu. Ensuite, ce complexe pourra réagictédnent avec un support solide fonctionnalisé

avec un groupement alcyne.

Sur le plan biologique, le mécanisme par lequelotzostatine inhibe la migration cellulaire et
renforce le potentiel antimétastatique de PEBP&tréacore élucidé. Lorsque PEBP1 est associée a
Rafl et TAK1, elle inhibe les voies ERK et ®B- impliquées dans la prolifération et la survie

cellulaire. Si I'on fait I'hypothese que I'inhib@n de la migration cellulaire, médiée par le comple
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PEBP1-locostatine, passe par une inhibition de vtass, on peut supposer que la locostatine

renforce l'interaction de PEBP1 avec Rafl ou TAK1 plutét empéche la dissociation de ces

complexes. Sachant que la phosphorylation en Sens&ine la dissociation de ces complexes, nous
faisons I'hypothese que la locostatine pourrait &hpr la kinase PKC de phosphoryler la Ser153 de
PEBP1. L'observation de cette zone modifiée estinfloemation excitante.

Sur le plan technique, la méthode de quantificatiéveloppée doit étre éprouvée avec une protéine
modifiée de référence. Le choix de cette protégiead’'étude. Pour compléter la méthode, il reste a
déterminer sa gamme de linéarité. Lors du dévelmppé de cette méthode, un test avec un rapport
0.33 :1 a été réalisé et les résultats ont éteocae’s a nos attentes.

Au-dela de l'application a hPEBP1, la quantificatibe sites modifiés est un outil précieux pour
corréler la liaison moléculaire avec I'activité loddire d'agents thérapeutiques covalents potentiel
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Conclusion génerale et
perspectives
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Les modifications de protéines jouent un rdle @audans les organismes vivants. En modifiant les
propriétés physico-chimiques des protéines par mestions chimiques et biochimiques, les
modifications modulent la fonction des protéinesesCmodifications peuvent étre post-
traductionnelles (PTMs), c’est-a-dire qu’elles stentésultat d'un processus cellulaire endogéne, ou
alors elles peuvent étre induites suite a une admos intentionnelle ou non, a un des agents
environnementaux externes ou liés a une intervertiiomaine. Un certain nombre de pathologies
humaines sont dues a un déséquilibre de PTMs auadkfications induites. Il est fondamental de
caractériser ces modifications afin de comprendoe t6le et leur dynamique, et de pouvoir ainsi
concevoir un jour un médicament contre les pathetogju'elles occasionnent. Par ailleurs, ces
derniéres années, les médicaments capables a& aeiprotéines de maniére covalente suscitent un
regain d’intérét. La spectrométrie de masse (MS3)uee technique de choix pour l'étude de
modifications de protéine. Elle présente l'avantadjétre sélective, sensible, rapide et peu

consommatrice d’échantillon.

L'objectif de cette these est de caractériser gaan structural et cinétique des complexes protéine
ligand et des PTMs, dans le but de disséquer leéranisme et de fournir des informations
précieuses pour la conception de médicaments cusatontre des protéines liant 'ADN, des
protéinases, ou des kinases. Selon le cas, il rodallu aller plus ou moins loin dans le
développement d'approches de biochimie combinéles anéthodes MS en résolution standard ou a
haute résolution et de MS/MS CID et ETD pour tedtatteindre I'objectif.

La grégline est une protéine capable d'inhiber gffisacement 'élastase de neutrophile humaine
(HNE), protéase impliquée dans l'invasion tumogdlelans les maladies pulmonaires. Elle possede
des propriétés remarquables de résistance a laofysé et a la dénaturation thermique, acide ou
basique. Pour comprendre l'origine de cette résiganous avons caractérisé les PTMs de la
grégline et déterminé sa séquence exacte. Poyrezeleomplément des études cristallographiques,
nous avons utilisé la spectrométrie de masse haatdution-haute précision combinée a des outils
biochimiques tels que la réduction de ponts disalfla déphosphorylation par Aaphosphatase et
'enrichissement de phosphopeptides. Les résultspciés aux données de cristallographie aux
rayons X de la grégline clivée [19-80], montrenteqgla grégline posséde un pont disulfure
additionnel par rapport autres membres Kazal. Catrigtme pont disulfure permet de connecter
l'extrémité C-terminale a I'hélicen et explique trés certainement l'origine des prétgs de
résistance accrue de la grégline. Trois phosphiiogk ont été identifiées et une modification
nouvelle a été détectée dans la région N-termifjag7]. Ces modifications ne semblent pas étre
directement liées a lactivité anti-protéase deglggline dans la mesure ou Gauthier et ses
collaborateurs ont montré que la grégline clivé&-82] conservait ses propriétés inhibitrices
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(Brillard-Bourdet et al, 2006). Elles pourraient par contre étre impliquéns la localisation
subcellulaire et/ou la stabilisation de la gréglioe dans le recrutement d’autres protéines pour
former des complexes. Dans ce projet, 'apportadgpectrométrie de masse haute résolution — haute
précision a été décisif. En effet, cette technidegointe a permis 1) de déterminer de manierdefiab
le nombre de ponts disulfure, modification délicatétudier car elle induit une différence de masse
faible de 2 Da et 2) de proposer une formule brpoeir une nouvelle modification post-

traductionnelle.

La protéine MOSL1 est une transposase de I'élémeanner-Mosl qui présente des caractéristiques
communes avec l'intégrase du VIH-1. Plusieurs iidilys de MOS1 ont été identifiés et pourraient
étre utilisés a des fins thérapeutiques pour imhilke intégrases rétrovirales. Afin de décrypter le
mécanisme de liaison et de localiser le ou le¢s3itdble(s) des inhibiteurs, la caractérisation S
leur interaction avec MOS1 a été entreprise. Lemigspréliminaires en MALDI-TOF suggeérent
l'existence d’'un complexe covalent, mais une hd@éngité détectée sur la protéine empéche la
caractérisation de la liaison de MOS1 aux inhilsgelAvant de poursuivre cette caractérisation,
'hétérogénéité de MOS1 a été étudiée. L'utilisatide la HRMS et de la fragmentation ETD
combinées a une déphosphorylation pahH4ahosphatase a permis de montrer que la transposase
MOS1 est a la fois acétylée et phosphorylée. Etanhé la taille conséquente de la protéine MOS1
recombinante (~80 kDa), il parait judicieux de réelucette hétérogénéité car elle ajoute de la
complexité non désirée pour I'étude de complexesépre-ligand. Par ailleurs, nos collaborateurs
ont montré que la phosphorylation en Serl70 inkidstivité de transposition de MOSL1. Il serait
ainsi trés pertinent de trouver un inhibiteur aitblgette sérine. Ces deux objectifs pourraient étre
conciliés en déphosphorylant MOS1 ou mieux encereproduisant une forme de MOS1 non

modifiée.

La protéine Abf2 a récemment été décrite commet étam enzyme impliquée dans la réparation de
'ADN via une activité lyaseéPour contribuer a la compréhension du mécanisnadytigue et ainsi
appréhender le potentiel éventuel d'Abf2 commeecibérapeutique, son site actif a été recherché.
Une stratégie originale combinant le piégeage dupdexe transitoire Abf2-ADN, la purification du
complexe covalent Abf2-ADN, suivie d’une protéolyae billes et d'une hydrolyse de 'ADN, avec
lanalyse MS, a été développée. Plusieurs zonesfigeglont été observées, notamment I'étiquette 6
His, ce qui témoigne d’'une réaction non spécifitprs de I'étape de piégeage de l'intermédiaire
réactionnel. Sur la base des résultats de MS,quitssimutants ont été produits et purifiés, maisiauc
mutant ne montre une baisse d'activité indépenddnte diminution de I'affinité pour ’ADN. Afin

de localiser le site actif d’Abf2 pour l'activitéectlivage de sites abasiques, il faudra s’affrandéi
ces réactions non spécifiques. Sur le plan teclenides outils performants et fiables de purifiaatio
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de complexes protéine-ADN, de détection d’hétérpmprés peptide-oligonucléotide et de
localisation de résidus modifiés ont été développés

La protéine humaine Phosphatidyl Ethanolamine Bigd®rotein 1 (hPEBP1), est un suppresseur de
métastases dans différents types de cancer. Latiio® est le seul composé connu qui empéche la
migration des cellules en se liant a hPEBP1. Lagatrx présentés ici s'inscrivent dans un projet
collaboratif dont l'objectif est d’exploiter le patiel anti-métastatique naturel de PEBP1 en
synthétisant, de fagon rationnelle, des analogedsabstatine ayant un effet agoniste (ou activateu
de la protéine pour en faire de futurs médicameafzables d’empécher le développement des
métastases cancéreuses. Dans le but de fournirinftasnations précieuses pour la synthese
raisonnée d'analogues de locostatine, l'interacBotre hPEBP1 et la locostatine a été finement
caractérisée au niveau cinétique et structuramgeanisme de liaison a été disséqué et montreaque |
locostatine se fixe de maniere covalente a la prefguis s’hydrolyse en groupement butyrate. Nous
montrons également que la cinétique d’'associatbteate et que la locostatine est capable derréagi
de maniére non spécifique sur la protéine. Cedtaéswnt conduit au développement 1) d'un modele
mathématique permettant de déterminer la fractienligison optimale pour discriminer le site
spécifique des sites non-spécifiques, et 2) d'udithade pour la quantification paralléle et exhaesti
du degré de modification de tous les sites moddig$a protéine. Selon nos critéres, les résuttats
guantification de ces sites/séquence modifiés mmgteent pas de proposer un site majoritaire. Ce
résultat indique que la vitesse de réaction du sptecifique n’est pas visiblement plus rapide que
celle du non spécifique, ce qui complique forteméidaentification du site spécifique de la
locostatine sur hPEBP1.

L’ensemble de ces informations met en avant lagsitéede concevoir des analogues de locostatine
qui soient plus stables et plus spécifiques. Pela, @ serait pertinent de synthétiser des anasgu
qui soient plus affins pour hPEBP1 et peut-étrensmadlectrophile que la locostatine. En effet,
l'augmentation de l'affinité permettrait de mainteplus longtemps le groupement électrophile de
'analogue de locostatine a proximité du résidulémghile spécifique de la protéine, favorisant ains
la réaction covalente. Dans ces conditions, laticjné de fixation pour le site spécifique devraité
plus rapide que les réactions non spécifiques.

Mes travaux montrent que la caractérisation de éexep protéine-ligand covalents et notamment la
localisation du ou des résidu(s) cible(s) (ou nésidodifié dans le cas de modifications post-
traductionnelles) peuvent se heurter a des difésulLe niveau de difficulté rencontré dépend de

'écart de masse associé a la modification, duélegrmodification de la protéine, de la stabiligé d
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la modification au cours des analyses MS et MS/MS J'effet de la modification sur ['efficacité
d'ionisation de la protéine et/ou du peptide meédifie la présence d’isoméres de position. De plus,
dans plusieurs des cas étudiés ici, un recensesrbatistif de sites de modification sur une protéine
montre un niveau non-négligeable de réactions pégand non spécifiques. En conséquence, la
localisation de résidus modifiés post-traductiolamént ou par une molécule covalente, médicament
potentiel, n'est pas toujours triviale et nécedsitelus souvent des développements méthodologiques
originaux permettant de surmonter les différeniégudités rencontrées. La quantification a un role
important & jouer pour pouvoir évaluer de mani&onnelle si le niveau de modification non-

spécifique est "a bas bruit" et pour le compararraodification spécifique.

Les méthodes développées au cours de ces travaumopbétre utilisées pour I'étude structurale et
fonctionnelle d’autres PTMs ou dautres complexe®téine-ligand covalent. Le traitement
d’échantillons plus complexes tel gu’un protéonsei id’'un biofluide nécessitera la mise en ceuvre de
techniques séparatives pour réduire la complextdééthantillon. Actuellement, le domaine de la
séparation HPLC de protéines est en plein effeprasc et permet de séparer de plus en plus de
protéines par des approches bidimensionnelles. &escées technologiques, associées au
développement de spectrométres de masses plublesngilus précis et avec une meilleur gamme
dynamique, seront trés bénéfiques pour caractéeisguantifier les PTMs, pour approfondir les
études d'impact de médicaments covalents, ainsipque caractériser finement les modifications

induites au cours de la purification ou du stockdige biomédicament.
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Matériel et méthodes
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1. Produits biologiques et chimiques

La protéine grégline a été isolée a partir d’'oaide criquetSchistocerca gregari@omme décrit
dans la section Matériel et Méthodes de la pulidinak Crystal structure of greglin, a novel non-
classical Kazal inhibitor, in complex with subtiiis».

La protéine MOS1 a été exprimée en fusion avec ktdde Binding Protein (MBP) dans
Escherichia coliet baculovirus et purifieée comme décrit dans ldisedVatériel et Méthodes de la
publication « cAMP protein kinase phosphorylates kfosl transposase and regulates its activity:
evidences from mass spectrometry and biochemicdysas ».

La protéine Abf2 a été exprimée avec une étiquetestidines (6 His) dans la souche BL-21(DE3)
d’E. coli a partir d’'une construction obtenue dans le pldenpET28a. Apres lyse des cellules par
sonication puis centrifugation, la fraction solublé&té récupérée. Cette fraction a ensuite ét@&pass
sur une chromatographie d’affinité Ni-NTA en utlig un systeme FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography). Aprés élution avec 250 mM imidazdh fraction éluée a été purifiée par
chromatographie échangeuse de cations (colonneo8P Sulfo-Propyl) qui utilise les propriétés

basique d’Abf2. La protéine a ensuite été éluéeupagradient NaCl 0.1-1 M. Enfin une derniére
étape de gel filtration ACA 54 a été réalisée.

La protéine PEBP1 humaine (hPEBP1) a été produitgusfiée sans étiquette a partir d’E. coli
comme décrit dans la section Matériel et Méthodedadpublication en cours de soumission «
Exhaustive parallel inventory and quantification tbé extent of modification at each site of a
protein: a subtractive approach ».

L'Uracile DNA Glycosylase (UDG) et l'apurique/apgridique endonucléase 1 (Ape 1) ont été
achetées chez New England Biolabs. Les oligonudié®tont été obtenus chez Eurogentec
(Hampshire, UK). Les endoprotéases utilisées, ingpsAspN et chymotrypsine, proviennent de chez
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Allemagne). Lesatrices acide 4-hydroxy-cyano-
cinnamique (4-HCCA) et acide 3-hydroxy-picoliniq(@HPA) ainsi que le mélange de peptides
standards de calibration pour 'analyse par speawtde de masse MALDI-TOF proviennent de chez
Bruker Daltonics (Leipzig, Allemagne). Les standadg calibration pour les analyses ESI trappe
ionique ou UHR-QTOF ont été achetés chez Agilenthifielogies (Santa Clara, CA, USA). . Les
solvants organiques acétonitrile, isopropanol aétabtenus chez Carlo Erba (Milan, Italie). L'eau
ultra-pure de qualité 18 § utilisée pour toutes les expériences a été pardié utilisant le systeme
MilliQ reagent grade system de chez Millipore (Bedf MA, USA). Tous les autres réactifs et
solvants proviennent de chez Sigma-Aldrich Chen@mahpany (St Louis, MO, USA).
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2. Purification d’hétéroconjugués Abf2-ADN

2.1 Formation du duplex ADN contenant un site AP ou=3>d

Les duplex ADN ont été préparés par nos collabaratecomme indiqués ci-aprés. Les
oligonucléotides ont préalablement été purifiés @lactrophorése dénaturante sur gel acrylamide-
urée. L’hybridation des oligonucléotides a étéiséal dans des concentrations équimolaires de 50
MM dans un tampon 10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 1 mM EDEA 100 mM NaCl par un cycle de
dénaturation & 85°C pendant 5 min, puis refroidiesd a température ambiante pendant 30 min. Le
traitement a I'Uracile DNA Glycosylase (UDG) a éfféectué pendant 15 min a 37°C dans le tampon
d’hybridation avec une concentration en UDG de 400/pmol de duplex. Lorsqu’il a été réalisé, le
traitement a I'apurique/apyrimidique endonucléagéde 1) a consisté en une incubation de 15 min
a 37°C de 'Apel a 1 nM dans le tampon d’hybridatontenant 10 mM MgCI2.

2.2 Formation d’'un complexe covalent Abf2-ADN

La protéine Abf2 et le duplex ADN contenant un sitesique (AP ou 5'dRP) ont tout d’'abord été
incubés par nos collaborateurs pendant 2 min adeatyre ambiante pour former le complexe Abf2-
ADN. Ensuite 5 mM NaBH4 ont été ajoutés pour réellgr base Schiff et ainsi piéger de maniere
covalente et irréversible I'intermédiaire réactiehr.’incubation en présence de NaBH4 a été de 1 h
dans la glace. Les concentrations et rapports eemyistrat suivants ont été utilisés : rapport E:S
1.5:1 avec 75 pM d’Abf2, 1:1 avec 66 uM d’Abf2, 4a¥ec 1 uM d’Abf2 et 1:1 avec 0.25 pM
d’Abf2. Le rendement de piégeage est estimé a@miib % d’apres l'intensité des bandes sur SDS-
PAGE.

2.3 Purification du complexe covalent Abf2-ADN en deéxapes
(stratégie expérimentale 1)

2.3.1 Elimination des protéines libres par chromatographaffinité avidine-
biotine

La purification par chromatographie d’affinité awid-biotine a été réalisée par nos collaborateurs
avec de lavidine monomérique immobilisée sur m@s{Rierce, ref 20227). La mini-colonne
d’avidine (1.2 mL) a été équilibrée avec 1 M Natllp mM NaH2PO4 (PBS) puis I'échantillon a été

chargé. La résine a ensuite été lavée dans le rr@nmpon PBS afin d’éliminer Abf2 libre. L’élution
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a été réalisée avec 2 mL de D-biotin a 2 mM dar®B8. Le rendement de cette étape est estimé a
20%.

2.3.2 Elimination des oligonucléotides libres

La purification par chromatographie d'affinité sumétal immobilisé a été réalisée par nos

collaborateurs avec des billes magnétiques Ni-NEAcHez Qiagen. Le mélange complexe Abf2-

ADN et ADN libre (2 mL) a été chargé en quatre pgss de 500 pL sur les billes magnétiques (800
pL) en présence de 10 mM imidazole. L’ADN libreres@ite été éliminé par lavage des billes avec
100 mM NaH2PO4, 100 mM NaCl et 20 mM imidazole.

2.4 Purification du complexe covalent Abf2-ADN par chmatographie
échangeuse d’'anions (monoQ) (stratégie expérinegjal

Le complexe covalent Abf2-ADN a été purifie par nosllaborateurs par chromatographie

échangeuse d’anions (MonoQ) en utilisant un systéRieC et un tampon 10 mM Hepes pH7.5, 1
mM DTT. Le volume de colonne utilisé a été de 1 mlélution a été réalisée par un gradient de
NaCl 0.1-1 M. Ces conditions permettent de sépeffEacement les trois populations de molécules :
la protéine seule n’est pas retenue sur la colethe complexe covalent Abf2-ADN puis le duplex

ADN sont élués successivement au cours du gradiest.fractions correspondantes au complexe
covalent Abf2-ADN ont été collectées puis groupdgss un volume total de 2 mL. Ensuite les billes
magnétiques Ni-NTA ont été ajoutées en présendaveen20 0.005% suivi d'une incubation de 30

min a 4°C sous agitation douce.

2.5 Dénaturation et protéolyse sur billes

La dénaturation a été réalisée sur le complexe -ARIRl fixé sur les billes Ni-NTA. Un traitement
thermique de 10 min a 60°C dans 8 M urée a ét&taiepour déplier la protéine et dissocier le
duplex ADN. Le surnageant a ensuite été éliminé prois lavages de 100 puL de bicarbonate
d’ammonium pH 8.0 (ABC) ont été réalisés. Rapidetmeme protéolyse par la trypsine et/ou 'AspN
a éteé réalisée dans 25 pL d’'une solution 100 mM ABT % acétonitrile pendant 3h a 37°C sous
agitation 1400 rpm au thermomixer. Le rapport EsBneé est de 1:5 et 1:20 pour la trypsine et
'AspN, respectivement. La protéolyse a été arrgigeun traitement thermique de 5 min & 95°C
suivi d’'un stockage immédiat dans la glace.
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2.6 Enrichissement d’hétéroconjugueés peptide-oligoraié

L'échantillon est repassé aux mains de nos cobdbors pour cette étape. Le surnageant de la
protéolyse (20-50uL) a été mis en contact avec 1@ résine monoQ préalablement équilibrée
dans 50 mM ABC, 20 % acétonitrile. Apres une coeéttgpe de vortex (~10 sec), I'échantillon a été
centrifuger a 300g puis le surnageant a été élinlingésine a ensuite été lavée avec 30 pL 50

mM ABC, 20 % acétonitrile puis x 50 uL 50 mM ABC. Les hétéroconjugués peptide-
oligonucléotide ont été élués avec deux fois2puL 50 mM ABC, 650 mM NaCl. J'ai réalisé toutes

les étapes restantes du protocole.

2.7 Hydrolyse de I'oligonucléotide

Les échantillons (10 pL) ont tout d’abord été d@dia un pH de 5.2 par ajout de 0.15 pL d’acide
aceétique 50 % puis 1.1 pL d’acétate d'ammonium 1LNwydrolyse de l'oligonucléotide a été
réalisée selon les indication du fabricant parraiteément a la Nucléase P1 (Sigma, ref N8630) a 0.1
U/10 pL de volume réactionnel pendant 30 min a 70°C

3. Dessalage/Concentration

L’étape de dessalage/concentration a éte effeetvesele ZipTipC18 (Millipore) pour les peptides et
les protéines de masse moléculaire inférieure &3 et avec le ZipTipC4 (Millipore) pour les
protéines de masse moléculaire supérieure a 50ld3aZipTip utilisés contenaient 0.6 pL de phase
stationnaire capable de retenir 5 pg de matéripies activation de la colonne par une solution 1
constituée d'acétonitrile/acide 70/30 (v/v), puisiiébration avec une solution 2 d'acétonitriledsei
2.5/97.5 (vlv), les peptides ou les protéines det f&xés sur la colonne par une série d'étapes
d’aspiration et de refoulement. Les sels ont easélié éliminés par lavage avec la solution 2 et les
peptides ou les protéines ont été élués avec ldeidolution 1.

Pour les échantillons destinés a l'analyse nanollC MALDI, l'acide utilisé était l'acide
trifluoroacétique a une concentration finale de%@.1Pour les échantillons analysés en infusion
électrospray, I'acide formique a une concentrafioale de 1% a été utilisé. Lorsque les échantilon
dessalés/concentrés étaient destinés a l'analys®L8aMS, une étape d’évaporation au speedvac
puis de reprise dans une solution d’acétonitril&DFL% 2.5/97.5 (v/v) a été effectuée.
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4, Spectrométrie de masse

4.1 Spectromeétrie de masse MALDI

Les échantillons (protéines entieres ou mélang¢igiepe) ont été dilués a une concentration finale
située entre 0.5 et 5 uM dans une solution d’aditigdroxy«-cyano-cinnamique (4-HCCA) saturée
dans un mélange acétonitrile:eau:acide trifluorbqeé 33.3:66.6:0.1 (TWA) ou acide
formique:eau:isopropanol 3:1:2 (FWI). Le mélanghattillon-matrice a ensuite été déposé sur une
cible plaquée or en utilisant la méthode en coudtramince (Cadene and Chait, 2000; Gabant and
Cadene, 2008). Les dépdts contenant des molécalesapt nuire au processus d’ionisation telles
gue le NaCl, le KCI, le Tris, 'Hepes, l'urée ou ddycine ont été lavés par du TFA 0.1% avant
l'acquisition. Les analyses ont été réalisées suMALDI-TOF/TOF LIFT UltraFlex | (Bruker
Daltonics) équipé d’'un laser a azote< 337 nm) et d’une extraction retardée. Les spsabnt été
acquis a une fréquence de 5 a 25 Hz en mode méftepbsitif (gammen/z500-5000) ou en mode
linéaire positif (gammen/z 1000-100000) et représentent la somme cumulée008 firs. Une
tension d’accélération de 25 kV a été utiliséeatdlai a été optimisé a 50 ns pour le mode rédlact
ou 250 ns pour le mode linéaire afin d’atteindre ubsolution supérieure a 18000ralz 2465 pour

le mode réflectron ou 1000 entre la gamme 1000@Q20&e m/z pour le mode linéaire. Une
déflection des ions de matrice jusqu'a 450 Da peumode réflectron ou 800 Da pour le mode
linéaire a été appliquée pour empécher la saturatio détecteur. Une calibration externe a été
réalisée en utilisant des solutions de calibrastandard, déposées a proximité de l'analyte apres
mélange avec la solution de matrice: Pepmix | (BruRaltonics) pour le mode réflectron et un
mélange de cytochrome c et d’'apomyoglobine poundde linéaire. L’acquisition des spectres a été
réaliséevia le logiciel Flexcontrol 3.3 (Bruker Daltonics) kgxploitation des données a été réalisée
via le logiciel Flexanalysis 3.3 (Bruker Daltonics).

4.2 Spectromeétrie de masse a source électrospray

4.2.1 nanoUltraHPLC-MS

Le matériel utilisé est un systéme UltiME{e3000 nanoUltraHPLC (Dionex, Sunnyvale, CA)
connecté soit a une trappe ionique HCT Ultra PTMcDvery (Bruker), soit a un MaXis UHR-Q-
TOF 4 GHz (Bruker), tous deux équipés d’'une sowdleetrospray. La configuration LC-MS était
pilotée par le logiciel HystarTM version 3.2 (BrukelLes peptides ont été pré-concentrés en ligne
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sur une précolonne en phase inverse Thermo AcdaEpMapl00 C18 (diameétre interne 100 pum,
longueur 2 cm, taille des particules 5 pum, tailkes ghores 100 A), puis séparés sur une colonne
analytique Thermo Acclaim Pepmapl00 C18 (diamétrerne 75 um, longueur 25 cm, taille des
particules 2 um, taille des pores 100 A) a l'aidendgradient de 2 & 35% d’acétonitrile dans 0.1%
d’acide formique réalisé a un débit de 450 nL/rh# colonne était thermostatée a 40°C. La sortie de
la nano-colonne a été reliée directement a la sonanoESI en ligne en utilisant un NanoFlow ESI

Sprayer (nanosprayer) (Bruker).

4.2.2 Trappe ionique HCT Ultra PTM Discovery
4.2.2.1 Couplage nanoLC-MS

Une tension de - 4000 V et une pression d’azotgldpsi ont été appliquées au niveau de l'aiguille
de nébulisation du nanosprayer. Le gaz de séchd@jeétait a une température de 300°C avec un
débit de 5 L/min. Les spectres ont été enregigtnésode positif entre 300 et 1500rdé&en MS et
entre 100 et 2800 dm/z en MS/MS. Les acquisitions ont été réalisées awsx résolution de
balayage améliorée (8100/zs-1). La valeur cible d’accumulation des ions (I6@ur lon Charge
Control) a été fixée a 90 000 et le temps maximonr @tteindre cette valeur d'ICC a été fixé a 200
ms. La fragmentation CID a été réalisée avec ueeg@nde collision de 1.20 V et de I'hélium (gaz
de collision), et d’'une maniéere préférentielle s ions dichargés. La fragmentation ETD a été
réalisée en accumulant du fluoranthéne jusqu’anaitte une ICC de 400 000 en 200 ms. Le temps de
la réaction de transfert d’électrons a été fix®@ ms. Les spectres MS/MS ont été acquis en utilisa
une liste d’inclusion ou en mode « data dependeqtisition » (DDA). Dans le mode DDA, un
maximum de trois ions précurseurs par cycle arégnfenté en MS/MS en utilisant une exclusion
dynamique de 12 s. Les fragmentations CID et ETDétd effectuées dans des analyses nanoLC-IT-
MS/MS séparées. Une calibration externe a étésgmmlen utilisant le calibrant ESI-T Tuning Mix
(Agilent Technologies).

4.2.2.2 Infusion directe

Pour les expériences en infusion directe, les diloas ont été analysés dans une solution
d’acétonitrile:eau:acide formique 50/49.8/0.2 (WAR#our Water Acetonitrile Formic Acid). Les

échantillons ont été infusés a un débit de 180 jall/hide d’'un pousse seringue et d’'une aiguille de
nébulisation ESI (Agilent Technologies). Les paraegd’ionisation, de désolvatation et d’analyse
MS et MS/MS sont identiques a ceux utilisés pourcteiplage nanoRSLC a l'exception de

'exclusion dynamique qui est inactivée. L'analyse infusion permet d’accumuler du signal et
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d’optimiser certains paramétres tels que la fené&fisolation ou I'énergie de fragmentation.
L’acquisition des spectres de masse été réualisie logiciel Esquire Control 6.2, et le traitemelets

donnéewia Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics).

4.2.3 Maxis UHR-Q-TOF 4GHz

Le Maxis UHR-Q-TOF 4GHz est un instrument a haégsolution-haute précision de masse capable
d’atteindre une résolution supérieure a 50000 etpracision de masse inférieure a 2 ppm.

4.2.3.1 Couplage nanoLC-MS

Pour le couplage avec la nanoUltraHPLC, le Max@HE a fonctionné uniqguement en mode MS. Au
niveau de l'aiguille de nébulisation du nanosprayee tension de - 4000 V et une pression d’azote
de 1.1 bar ont été appliquées. Un offset de - 5@0é fixé a I'extrémité du capillaire de transfer

end plate »). La désolvatation a été réalisée avegaz séchant (N2) de débit 4 L/min et de
température 200°C. Les spectres ont été enregatrésode positif entre 300 et 3000rd&en MS.

La fréquence d’acquisition a été réglée a 1 Hzespwndant a une sommation de 5494 spectres. Une
calibration interne (« lock mass ») a été réalige utilisant le m/z 622 (Hexakis(2,2-
Difluoroethoxy)Phosphazene; Apollo Scientific) et Im/z 1222 (Hexakis(1H, 1H, A4H-
hexafluorobutyloxy)Phosphazine; Agilent Technolsyie

4.2.3.2 Infusion directe

Pour les expériences en infusion directe, les diloas ont été analysés dans une solution
d’acétonitrile:eau:acide formique 50/49.8/0.2 (WAFRes échantillons ont été infusés a un débit de
180 pL/h a l'aide d’'un pousse seringue et d'unaii@de nébulisation ESI (Bruker). Les paramétres
d’ionisation, de désolvatation et d’analyse MS smantiques a ceux utilisés pour le couplage
nanoUltraHPLC. Pour les analyses MS/MS, la fragat@on a été obtenue en mode CID en utilisant
de l'azote et en ajustant I'énergie de collisiotrer8 et 60 eV. Le paramétre isCID (in source
collision induced dissociation) a été ajusté efitet 200 eV pour éliminer des adduits de types TFA
ou pour induire une fragmentation dans la source thlibration externe a été réalisée en utiligant

calibrant ESI-L Low Concentration Tuning Mix (Agile Technologies). L'acquisition des spectres
de masse a été réalisée grace au logiciel micrOoQFal 3.2 (Bruker Daltonics) et le logiciel Data

Analysis 4.0 a été utilisé pour retraiter les dam@Bruker Daltonics).

Pour la déconvolution des spectres de protéinésrest I'algorithme MaxEnt a été utilisé.
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4.3 Analyse bioinformatique des donnees

Pour l'analyse de peptides, les données de spettiiende masse ont été confrontées a une banque
de données particuliere, composée uniqguement deeisées de la gregline, MBP-MOS1, Abf2 et
hPEBP1 avec leur différentes étiquettes, a l'aidaalcopie locale du logiciel Mascot 2.3.02 (Matrix
Science). L'utilisation de cette « mini » base dmmkes permet de faire la recherche sur des
protéines fusions et de diminuer les temps loradecherche. Toutefois, il est parfois nécessigre
faire la recherche dans une base de données damdlarque SwissProt pour pouvoir annoter des
pics contaminants, issus par exemple de kératioar R recherche, les différentes modifications
recherchées ont été considérées comme variabled AEDI-TOF, la tolérance a été fixée a 50 ppm
en MS. En ESI-IT, la tolérance a été fixée a 0.5dDaMS et MS/MS. En ESI-UHR-QTOF, la
tolérance a été fixée a 5 ppm en MS et 0.02 Da 8fiM8. Le nombre de « missed cleavage » a été
fixé a 2 pour la trypsine ou I'Asp-N et 5 pour lymotrypsine. L’annotation des résidus modifiés a
été validée manuellement a l'aide du logiciel Ba$a3.2 (Bruker Daltonics). En paralléle a Mascot,
le logiciel PAWS version 8.5.0.3 (ProteoMetrics,vN&ork, NY) a également été utilisé pour
'annotation MS des peptides. Pour la recherchdodmaules brutes, les logiciels SmartFormula et
Smart Formula 3D (Bruker) ont été utilisés pourdeanées MS et MS/MS, respectivement.
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Spectrométrie de masse des modifications induites o u post-traductionnelles de
protéines : méthodologie et application a des proté ines d'intérét thérapeutique

Résumé :

Les modifications de protéines, qu’elles soient post-traductionnelles (PTMs) ou induites chimiquement, ont
une influence considérable sur l'activité des protéines. Des méthodes de spectrométrie de masse (MS)
HRMS, MS/MS CID et ETD, et de biochimie ont été développées pour la caractérisation structurale et
cinétique de complexes protéine-ligand et de PTMs, dans le but de disséquer leur mécanisme et de concevoir
des médicaments covalents contre des protéines liant des protéases, des kinases, ou I'ADN.

La MS combinée avec des outils biochimiques a permis de séquencer l'inhibiteur de protéases grégline, et de
détecter une PTM originale. De méme, la transposase MOS1, modele de l'intégrase du VIH pour la conception
d'inhibiteurs, s'avere étre a la fois acétylée et phosphorylée. Pour la lyase Abf2, une stratégie de piégeage,
purification, protéolyse et hydrolyse ADN du complexe covalent Abf2-ADN, couplée a l'analyse MS, a été
développée. Enfin, I'interaction entre le surpresseur de métastase hPEBP1 et la locostatine a été disséquée
sur la protéine entiére et par approche bottom-up. La locostatine s’hydrolyse en butyrate apres fixation. Afin
d’identifier le site ciblé par la locostatine, les conditions de réaction et de protéolyse ont été optimisées. La
présence de réactions non spécifiques a conduit au développement 1) d'un modele mathématique permettant
de déterminer la fraction de liaison optimale pour discriminer le site spécifique des sites non-spécifiques, et 2)
d'une méthode pour la quantification paralléle et exhaustive du degré de modification de tous les sites
modifiés d'une protéine. Ces outils sont applicables aux ligands covalents de protéines et/ou a leurs PTMs.

Mots clés : modification de protéine, PTM, ligand covalent, quantification, spectrométrie de masse.

Mass spectrometry for induced or post-translational modifications: methodology and
application to proteins of therapeutic interest

Abstract :

Protein modifications, whether post-translational (PTMs) or chemically induced, play a crucial role on the
activity of proteins. Mass spectrometry (MS) techniques such as HRMS, CID/ETD MS/MS, and biochemistry-
based methods for structural and kinetic characterization of protein-ligand complexes and PTMs have been
developed.

MS combined with several biochemical tools has been used to sequence the proteinase inhibitor gregline and
to detect a novel PTM. A similar approach shows that the transposase MOS1, a model for the design of HIV
integrase inhibitors, is both phosphorylated and acetylated. For the lyase Abf2, a strategy of trapping,
purification, proteolysis, and DNA hydrolysis of the Abf2-DNA covalent complex, coupled to MS analysis, has
been developed. Finally, the interaction between the metastasis suppressor hPEBP1 and locostatin was
dissected. Upon binding to hPEBP1, locostatin undergoes hydrolysis. To identify the site targeted by
locostatin, the conditions of reaction and proteolysis were optimized. The qualitative approach reveals the
presence of non-specific reactions, leading to the development of 1) a mathematical model to determine the
optimum bound fraction for discriminating the specific site from non-specific sites, and 2) a method for the
parallel and exhaustive quantification of the degree of modification of all modified sites of a protein. These
tools are widely applicable to covalent protein ligands and/or PTMs.

Keywords : protein modification, PTM, covalent ligand, quantification, mass spectrometry
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