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Glossaire

AMPc : adénosine monophosphate cyclique

AMA : Agence mondiale anti-dopage

AFLD : Agence francaise de lutte contre le dopage

ATP: adenosine triphosphate

BRB80 : Brinkley BR Buffer 1980

CCP : carboxypeptidase

CCS: collision cross section (Section efficace de collision)

CID: collision induced dissociation (Dissociation induite par la collision)
CE: collision energy (énergie de collision)

EGTA : ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N’,N'-tetraacetic acid.
ESI: electrospray ionization (€électronébulisation)

GDP: Guanosine diphosphate

GH: Growth hormone (Hormone de croissanance)

GHBP: Growth hormone binding protein (Protéine de liaison de I’hormone de croissance)
GHIH : Growth hormone inhibiting hormone (Protéine d’inhibition de ’hormone de
croissance)

GHRH : Growth hormone releasing hormone (Hormone de libération de I’hormone de
croissance)

GHRP: Growth hormone releasing peptides (Peptides de libération de I’hormone de
croissance)

GHS: Growth hormone secretagogues (Sécrétagogues de I'hormone de croissance)

GHS-R: Growth hormone secretagogues receptor (Récepteur des sécrétagogues de 1'hormone
de croissance)

GTP: Guanosine triphosphate

bGH: bovine Growth hormone (Hormone de croissance bovine)

eGH: equine Growth hormone (Hormone de croissance équine)

hGH: human Growth hormone (Hormone de croissance humaine)

HPLC: High performance liquid chromatography (Chromatographie liquide a haute
performance)

IGF-1: Insulin-like growth factor 1 (Facteur de croissance analogue a l'insuline 1)
LBM: Lean body mass (masse maigre)

MALDI: matrix-assisted laser desorption ionization (Désorption-ionisation laser assistée par
matrice)
MAPs : microtubules associated proteins (Protéines associées aux microtubules)

MS: mass spectrometry (Spectrométrie de masse)

MS/MS: tandem mass spectrometry (Spectrométrie de masse en tandem)

11



pl: point isoélectrique
K-PIPES : Acide pipérazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonique) dans KOH.

P-ITI-NP : N-Terminal propeptide of type III collagen (propeptide N-terminal du procollagene
de type III)

SRIF: Somatotropin release-inhibiting factor (Facteur inhibant la libération de somatotropine)
SRIG: Stacked ring ion guide (Guide a ions)

rbGH: recombinant bovine Growth hormone (Hormone de croissance bovine recombinante)
reGH: recombinant equine Growth hormone (Hormone de croissance équine recombinante)
rhGH: recombinant human Growth hormone (Hormone de croissance humaine recombinante)
RPLC: Reversed-phase liquid chromatography (Chromatographie liquide en phase inverse)
TRH: Thyrotropin releasing hormone (Hormone de libération de la thyrotropine)

TTL : Tubulin tyrosine ligase (Tubuline tyrosine ligase)

TTLLs : Tubulin tyrosine ligase like (Tubuline tyrosine ligase analogue)

TWIMS: Travelling wave ion mobility spectrometry (Spectrométrie de masse a mobilité
ionique de type TWIMS)
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Introduction générale

Ces vingt derniéres années, la spectrométrie de masse a montré de maniere évidente son
importance pour I’analyse biochimique [3] . Celle-ci est devenue un outil d*exeelenee pour
I’identification et la caractérisation des biomolécules. L’invention des deux méthodes
d’ionisation MALDI (Matrix-assisted laser desorption ionization) et ESI (electrospray
ionization) a permis 1’analyse fine de molécules comme les peptides et les protéines par
spectrométrie de masse [4], [5]. Le développement de ces méthodes d’ionisation douce pour
I’identification et I’analyse structurale des macromolécules biologiques fut le sujet du prix

Nobel de chimie en 2002.

Les applications de la spectrométrie de masse dans les sciences biologiques sont
nombreuses. Ainsi, les macromolécules biologiques comme I’ADN, les protéines, les sucres
et les lipides ont pu étre identifiées et caractérisées structurellement. La spectrométrie de
masse est aussi une technique de routine dans la protéomique [6]. En effet, le séquencage des
peptides et la présence de banques de données [7], [8] ont permis 1’identification des protéines
isolées ou présentes dans des mixtures biologiques complexes telles quele plasma. La
spectrométrie de masse des protéines a non seulement permis leur identification mais a aussi
évolué vers des caractérisations structurales plus complétes [9]. Ainsi, elle est actuellement un

outil primordial dans la caractérisation des modifications post-traductionnelles des protéines [10].

Le couplage de la spectrométrie de masse avec des méthodes séparatives telles que
I’¢lectrophorese capillaire et la chromatographie liquide ont permis la séparation des
composés constituant un mélange en amont de 1’analyse. Le couplage de la spectrométrie de
masse a la mobilité ionique a permis un avancement majeur pour la caractérisation des
structures protéiques. La spectrométrie de mobilité ionique est une technique qui sépare les
ions en fonction de leurs charges et leurs conformations. Ainsi, en couplant la spectrométrie
de masse (MS) a la spectrométrie de mobilité ionique (IMS), des isomeres de structures
peuvent étre séparés [2]. La spectrométrie de masse a mobilité ionique (IMS-MS) est devenue

rapidement un outil important pour I’analyse des molécules biologiques comme les peptides,
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les protéines et les sucres [11]. En effet, graice a 'IMS-MS, il est devenu possible de
différencier entre les anomeres de sucres [12], les isomeres de peptides et les isoformes

conformationnelles des protéines [13].

La caractérisation de la structure d’une protéine est d’une grande importance car elle est
directement li¢e a ses fonctions biologiques [14]. Par exemple, les moteurs moléculaires sont
les protéines responsables des mouvements dans les cellules en transformant I’énergie
chimique en énergie mécanique [15]. Les microtubules sont des moteurs moléculaires du
cytosquelette. Ils interagissent avec les autres moteurs protéiques et sont impliqués dans
plusieurs processus cellulaires comme le transport et la division cellulaire. Les tubulines,
constituants des microtubules ont des structures trés complexes qui probablement participent
aux fonctions de ces moteurs moléculaires [16]. En effet, les tubulines sont le siege de
polymodifications post-traductionnelles (polyglutamylation et polyglycylation) qui peuvent
générer des isomeres de structure. La capacité de la spectrométrie de masse couplée a la
mobilité ionique qui est de séparer les molécules selon leurs conformations, peut permettre

une avancée pour la caractérisation des modifications post-traductionnelles de la tubuline.

Le couplage de la spectrométrie de masse a d’autres techniques séparatives a diversifié
les domaines d’applications de cette technique. Son couplage a des techniques séparatives
comme la chromatographie et I’¢lectrophoreése fait qu’elle est maintenant une méthode

couramment utilisée dans les domaines de 1’analyse pharmaceutique et de la toxicologie.

Le domaine de la biotechnologie pharmaceutique s’est considérablement développé ces
derniéres années, se focalisant notamment sur la synthése des protéines recombinantes.
L’hormone de croissance humaine (hGH) est une des premiéres protéines qui a été produite
par I’industrie pharmaceutique. Elle est principalement utilisée dans le traitement de la
déficience a I’hormone de croissance chez les enfants et les adultes. La production de
I’hormone de croissance a 1’échelle industrielle a augmenté sa disponibilité pour les malades
mais aussi pour les sportifs qui ont en abusé a des fins de dopage. Le dopage est une pratique
interdite pour tout sportif participant a une compétition. Cependant, la détection du dopage a
la hGH est toujours une tache difficile. En effet, la protéine recombinante est trés similaire a

sa forme endogene. Jusqu’a 2004, le dopage a la GH était considéré indétectable, aujourd’hui,

14



les tests anti-dopage approuvés par I’agence mondiale d’anti-dopage présentent plusieurs
limites. D’une part, des limites liées a la détection par immunologie et d’autre part, des limites
liées a la sécrétion et a la régulation de la GH au niveau de son expression et son
métabolisme. Il est donc indispensable de développer de nouvelles méthodes pour la détection
du dopage a la hGH. Dans ce contexte, des méthodes analytiques comme la chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse peuvent représenter une alternative prometteuse

aux méthodes de détection de la GH utilisées a 1’heure actuelle.

Durant mon doctorat, j’ai travaillé sur la caractérisation structurale de deux protéines par
spectrométrie de masse. La premicre est la tubuline, avec pour objectif une meilleure
compréhension des modifications post-traductionnelles trés particulieres de cette protéine. La
deuxi¢me partie de ma thése concerne I’hormone de croissance, cette protéine est présente
sous une forme recombinante sur le marché pharmaceutique et pose un probléme quant a son
utilisation comme un agent dopant dans le sport. Ces travaux seront présentés dans cing

chapitres.

Le premier chapitre est une étude bibliographique sur les tubulines. La premicre partie
porte sur la famille des tubulines, les modifications post-traductionnelles relatives et leur
complexité. Dans un deuxiéme temps, nous présenterons les techniques qui ont été utilisées
pour I’étude de ces poly-modifications. Finalement, nous introduirons le couplage de la

spectrométrie de masse a la mobilité ionique.

Le second chapitre est une étude bibliographique sur I’hormone de croissance. Ce
chapitre est divisé en deux parties. La premicre partie est dédi¢e a I’hormone de croissance,
son gene et sa structure, ainsi que sa sécrétion, sa régulation et ses actions. La deuxiéme
partie, s’intéresse au dopage dans les sports ; son histoire, les agents dopants et les tests

antidopages de 1’hormone de croissance.

Le troisiéme chapitre est une présentation de 1’instrumentation et des méthodes d’analyse
qui ont été utilisées durant cette theése. I décrit la spectrométrie de masse, son mode de
fonctionnement et son couplage avec d’autres techniques analytiques dont la mobilité ionique

et la chromatographie liquide.
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Le quatriéme chapitre portera sur les résultats de 1’analyse des polymodifications des
tubulines. Dans la premiére partie est abordée 1’analyse de peptides synthétiques de tubuline
modifiée par spectrométrie de masse couplée a la mobilité ionique. La seconde partie
détaillera 1’optimisation des parameétres techniques de mobilité ionique. Dans une troisiéme

partie, des travaux sur des tubulines biologiques seront présentés.

Les travaux sur I’hormone de croissance seront présentés dans le cinquieéme chapitre.
Différents lots d’hormones de croissance naturelles et synthétiques ont été caractérisés par

spectrométrie de masse couplée a la chromatographie liquide en phase inverse.

Une conclusion générale sur 1’ensemble de ces travaux termine ce manuscrit, et des

perspectives seront proposées.
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Chapitre 1 Etude bibliographique sur les tubulines

Les tubulines sont des protéines structurelles qui forment les microtubules. Les
microtubules sont des composantes importantes du cytosquelette de la cellule. Ils sont
impliqués dans de nombreux processus cellulaires comme le mouvement cellulaire et la

division cellulaire (mitose).

L. Les tubulines

Les tubulines sont des protéines qui forment une super-famille de protéines. Cette
superfamille est composée de six familles, a, B, v, o, €, et n-tubuline [17]. Dans ce

chapitre, on va s’intéresser seulement aux tubulines a et .

1. Les tubulines a et p.
Ces deux familles de tubulines regroupent 13 protéines de 55 kDa chacune (figure
1). Les séquences d’acides aminées des tubulines a et  sont conservées chez toutes les
especes et ne présentent que de subtiles différences, la majeure divergence se trouve au
niveau C-terminal [18] (cf. figure 1). La tubuline o et la tubuline B s'associent en

hétérodimeres of. Ces diméres constituent 1’unité structurale du microtubule.
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Figure 1. - Hétérogénéité des tubulines a et B Les extrémités C-terminales de tous les
genes de tubulines humaines sont présentées avec leurs modifications post-
traductionnelles possibles. Le site principal et les sites qui peuvent étre modifiés sont
indiqués. Les différentes modifications post-traductionnelles indiquées vont étre
expliquées dans la partie Il. Les extrémités C-terminales des tubulines de levure sont

divergentes (adapté d’aprés [19]).
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2. La polymérisation des tubulines en microtubules

Les diméres de tubulines a et B constituent les briques élémentaires du microtubule.
Les microtubules sont des hétéropolymeres composés d'hétérodimeres stables d’o/f-
tubulines. Ces derniers s’alignent de la téte a la queue pour former des protofilaments
(Figure 2a). La paroi cylindrique et hélicoidale des microtubules comprend
généralement 13 protofilaments parall¢les (Figure 2b). Le pas hélicoidal de 12 nm en
combinaison avec la répétition longitudinale de 8 nm entre les sous-unités de o/f-
tubuline le long d'un protofilament générent une discontinuité en surface de la paroi
microtubulaire (lattice seam) (indiquée par les pointillés en rouge). L'assemblage-
polymérisation et le désassemblage-dépolymérisation des microtubules (Figure 2c) sont
entrainés par la liaison, I'hydrolyse et I'échange d'un nucléotide guanine (GTP:
guanosine triphosphate) sur le monomeére [-tubuline. La polymérisation est
généralement amorcée a partir d'un pool de sous-unités de tubulines chargées en GTP
(Figure 2c). Les feuilles de protofilaments aux extrémités des microtubules en
polymérisation passent de la position légérement repliée a une position droite.
L'hydrolyse de GTP et la libération de phosphate inorganique se produisent peu apres
l'incorporation et sont favorisées par I'enfouissement et le verrouillage du nucléotide
partiellement exposé a la suite de 'assemblage téte-béche des dimeres. Il a été suggéré
que I'hydrolyse de GTP modifie la conformation d'un protofilament d'une tubuline-GTP
légeérement courbée a une structure tubuline-GDP plus profondément courbée [20]. Ce
modele conformationnel nucléotides-dépendant prédit que la courbe tubuline-GDP reste
droite forcément lorsqu'elle fait partie de la paroi microtubulaire. Les feuilles de
microtubules en polymérisation maintiendraient une "coiffe" de sous-unités tubuline-
GTP pour stabiliser la conformation droite de la tubuline a l'intérieur du microtubule
lattice [21]. La fermeture de la structure de la feuille terminale génére des microtubules
intermédiaires métastables a bouts arrondis (Figure 2¢.2), qui peut faire une pause, subir
une croissance supplémentaire ou passer a la phase de dépolymérisation. Les
microtubules en dépolymérisation sont caractérisés par des réseaux en forme de fontaine
contenant des structures annulaires et de protofilaments en spirale (Figure 2¢.3). Ce
changement de conformation, qui est vraisemblablement dirigé par la tubuline-GDP,
peut déstabiliser les contacts latéraux entre protofilaments adjacents. Le cycle de
polymérisation-dépolymérisation s’acheve par 1’échange du GDP avec du GTP par les

produits du désassemblage. (Figure 2c¢).
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Figure 2. - La polymérisation des tubulines en microtubules. a: les hétérodimeres de
tubulines s’associent de la téte a queue pour former un protofilament. b: microtubule
formé par [’assemblage latéral de 13 protofilaments, [’association téte-a-queue des
hétérodimeres af confére aux microtubules une polarité avec un extrémité positive
formée par les [(-tubulines et une extrémité négative formée par les a-tubulines. c:
L'assemblage-polymérisation et le désassemblage-dépolymérisation de microtubules est

assuré par la liaison et I’hydrolyse du GTP au niveau des tubulines [ (adapté de [22]).
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3. La face externe des microtubules
Les extrémités C-terminales des tubulines a et P restent libres sur la face externe
des microtubules [23], ces extrémités ne se polymérisent pas en microtubules. Les
extrémités C-terminales des tubulines ont une grande hétérogénéité et leurs différentes
structures pourraient jouer des roles importants dans les fonctions des microtubules, le

transport cellulaire [19].

4. L'hétérogénéité de la tubuline
L'hétérogénéité de la tubuline est due a la présence de plusieurs geénes de tubulines

a et B et aussi a un nombre important de modifications post-traductionnelles [19].

Il existe treize genes de tubulines a et B [24]. Ces génes donnent, aprés traduction,
plusieurs isoformes de tubulines o et B. Les différents isoformes o et B different
principalement au niveau de leur extrémité C-terminales (voir figure 1). C’est sur cette
région également que la plupart des modifications post-traductionnelles de tubulines se
trouvent. Certaines modifications peuvent générer aussi différentes structures ce qui

produit d’autres isoformes de tubulines.

II.  Les modifications post-traductionnelles (MPT) des tubulines

De nombreuses modifications post-traductionnelles de tubulines ont été
caractérisées (cf. figure 3). La grande majorit¢é de ces modifications se produit

essentiellement sur les extrémités C-terminales des tubulines [25].
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Figure 3. - Les différentes modifications post- traductionnelles des tubulines. Le
microtubule est formé par les parties globulaires des tubulines alors que les extrémités
C-terminales sont exposées sur la surface externe du microtubule. Les modifications
post-traductionnelles sont distribuées sur différentes régions de la tubuline: I’acétylation
de I’a-tubuline est présente sur deux sites, a la surface intérieure du microtubule et a
linterface a-tubuline/(-tubuline. La polyamination (Am) et la phosphorylation (P) se
retrouvent dans la partie globulaire de la tubuline a. La détyrosination/tyrosination les
tubulines A2 et A3 la polyglutamylation et la polyglycylation sont exclusives aux

extrémités C-terminales des deux tubulines o et [ (adapté de [26]).

1. La détyrosination/tyrosination
Il s'agit d'un cycle d'excision et de réaddition de la tyrosine C-terminale de la
tubuline a [27] (voir figure 3, rectangles bleu claire). La détyrosylation est catalysée par
une enzyme encore inconnue, qui appartient a une famille d’enzymes appelés CCPs (C-
terminal carboxypeptidases) (figure 6) [28], [29]. Par contre I’enzyme de tyrosination
appelée TTL (Tubulin tyrosine ligase) a été purifiée et clonée [30]. De manicre
intéressante, la CCP agit sur le microtubule [31] alors que la TTL n'agit que sur les

dimeéres o/f solubles [32]. La détyrosination participe a la stabilité des microtubules. En
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effet, cette modification prévient la dépolymérisation de microtubules par les protéines

moteurs de type kinase [33].

2. Les tubulines A-2 et A-3

Les tubulines A2 ont vu le dernier résidu glutamate excisé coté C-terminal. Une fois
que la tyrosine C-terminale de la tubuline a est détyrosinée, le dernier glutamate de la
séquence peptidique pourrait tre clivé (voir figure 3, rectangle bleu foncé). Ce clivage
bloque la tubuline a I’état détyrosiné [34]. Le role de cette modification est en synergie
avec la détyrosination, elle est présente dans les microtubules stables des neurones [35].
L'enzyme responsable de cette modification est la CCP1 (figure 6) [36], membre de la
famille des carboxypeptidases cytosoliques (CCPs). Récemment, il a ét¢é montré que
cette enzyme peut aussi ¢liminer un deuxieéme résidu glutamate C-terminal des
tubulines, donnant ainsi lieu a la tubuline A-3 [37]. Les fonctions biochimiques des

tubulines A-2 et A-3 ne sont pas encore connues. La seule fonction qu’on peut attribuer

a ces tubulines est gu-elesparticipent-a la stabilité des microtubules.

3. La glutamylation et la glycylation

Ce sont deux polymodifications qui interviennent au niveau des extrémités C-
terminales des tubulines o et B. Elles consistent en l'ajout, sur des amino-acides
glutamate, de résidus glutamate, dans le cas de la glutamylation, et de résidus glycine,
dans le cas de la glycylation. Ces deux polymodifications peuvent générer une diversité
structurale. En effet, plusieurs résidus de la structure primaire des tubulines peuvent étre
modifiés et plusieurs structures des chaines additionnelles sont envisageables. Cette
observation renforce l'idée que ces modifications jouent un réle important dans la
régulation des fonctions des microtubules et principalement dans leurs interactions avec

les protéines associées aux microtubules (MAPs : microtubule-associated proteins) [38].

La polyglutamylation

Elle fut découverte dans les années 90 sur différentes isoformes de tubuline o et 3
dans le cerveau des mammiféres [39], [40]. La chaine polyglutamate peut comporter
jusqu'a six résidus. Selon la fonction des microtubules, le nombre de glutamates ajoutés
varie. Par exemple, les microtubules centriolaires sont beaucoup plus polyglutamylés
que les microtubules cytoplasmiques [41]. La polyglutamylation est importante pour la

survie neuronale: Rogowski ef al. ont montré en 2010 que I'hyperglutamylation
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aboutissait a une dégénérescence de cellules neuronales [36]. L'affinité¢ de la kinésine,
de la protéine Tau, des MAPIB et MAP2 (membres de la famille des protéines
associées au microtubule) est ecennue—peur—e&tre—optimale pour un niveau de
polymodification triglutamylé [42]-{44]. La régulation de ces interactions se fait
vraisemblablement grace a l'augmentation de la charge négative au niveau de l'extrémité
C-terminale des tubulines, qui est due aux groupements carboxylate des résidus
glutamate additionnels. La polyglutamylation a d'autres fonctions, dans le battement des
cils cellulaires et dans la division cellulaire. En effet, elle régule les interactions des
tubulines avec les moteurs moléculaires comme la dynéine des axonémes [45] et elle est

fortement présente dans l'anneau de cytokinese [41] .

La polyglycylation

Cette polymodification, qui fut découverte apres la polyglutamylation, se produit
sur les tubulines o et [ des axonémes de différentes espéces [46]-[48]. La
polyglycylation est exclusivement présente dans les cils cellulaires et les flagelles, ce
qui suggere que cette polymodification joue un role crucial dans les fonctions de ces
structures, en particulier la motilité. De nombreuses études ont montré que I'élimination
des glycylases (par knock out) ou la mutation de sites de polymodification au niveau de
l'extrémité C-terminale des tubulines, conduit a la stérilit¢ des males, probablement due
a la perte de la mobilité du spermatozoide. Ainsi, on pense que l'une des fonctions de la
polyglycylation est la stabilisation des microtubules. En effet, Rogowski et al. ont
montré en 2009 que I'extinction des génes des glycylases aboutissait au désassemblage
des axonemes a des stades tardifs de la spermatogenése [32]. La polyglycylation est
importante pour la maturation des cils cellulaires. En effet, 1’élimination des enzymes
responsables de la glycylation conduit a la perte des cils cellulaires matures des cellules
épendymaires (cellules du systtme nerveux central) [49]. Comme pour la
polyglutamylation, la régulation de la polyglycylation implique deux types d'enzymes,

les glycylases et les déglycylases.

4. Les enzymes responsables des polymodifications
Les enzymes de polymodification des tubulines sont nombreux et constituent une
famille: les TTLLs (tubulin tyrosine ligase like). Leur appellation vient de I’homologie
de séquence qu’ils partagent avec la premicre enzyme modifiante des tubulines, la

tubuline tyrosine ligase (TTL) [50], [51]. En effet, le domaine catalytique des TTLLs,
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tel qu'il est prédit par les algorithmes d'alignement de séquence, correspond au domaine
catalytique de la tubuline tyrosine ligase (TTL). Ce domaine est divisé en deux parties,
une partie commune a la TTL et aux TTLLs, dit domaine cceur (core TTL domain) et
une partie spécifique des TTLLs, en N-terminal du premier, dit domaine étendu

(extented TTL domain) (cf. figure 4).

TTL [ I |

TTLL1 LT | il ]

TTLL2 [ | Il |
TTLL3 | 111 I 1l ]

[ TTLL4 | | il ]

TTLLS L | il

TTLLE L || | ]
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I
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TTLLY [ 1l ]
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| ATP site with
TTLL12 [ I a1 essential E326 (TTLL1)

TTLL10 [ I[f7d il |

TTLL11 [ |- 1l ]

TTLL13 [ [ 1 il |

Figure 4. - La famille des TTLL. Les rectangles jaunes correspondent a la région
dite « core TTL domain » qui est commune a la TTL et les TTLL, ce domaine est moins
conservé chez la TTLL 1. Les rectangles oranges correspondent a la région dite
« extended TTL domain » qui est spécifique au TTLL. Ce domaine est moins conservé
chez les TTLL 3, 8 et 10 (rectangles oranges avec rayures blanches). La marque rouges

correspond au site de la liaison a I’ATP (adapté de [51]).

Ces enzymes sont au nombre de 13: dix glutamylases et trois glycylases. Les

différentes spécificités de ces enzymes connues a ce jour, sont illustrées sur la figure 5.
Les glutamylases

Ces enzymes catalysent la formation d'une liaison isopeptidique entre deux glutamates.
La liaison implique le groupement a.- ou y-carboxylate du glutamate qui précede dans la
chaine latérale, et le groupement oi-amine du nouveau résidu glutamate rajouté. Il ne
peut s'agir que du y-carboxylate dans le cas ou la liaison implique le résidu glutamate de
la chaine principale de la tubuline [50], [51]. Les glutamylases se différencient par leur
spécificité de substrat et la réaction qu’ils catalysent. Les TTLL1, TTLLS, TTLL®6,
TTLL11, TTLL13 ciblent I'a-tubuline, alors que les TTLL4 et TTLL7 modifient la 3-
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tubuline [51]. Il existe des glutamylases qui sont capables d'ajouter le premier résidu
glutamate sur la chaine principale des tubulines et des gultamylases qui allongent la
chaine glutamate latérale [51] (figures 5 et 6). Dans le systéme nerveux, la TTLL1 est

une sous-unité d'un complexe protéique responsable de I'activité polyglutamylase [50].

I Spécificités enzymatiques ‘ Détermination du motif final
/ \ de la polymodification

|réaction | |tubuline|
TTLL1 élongation E
TTLL2 ? ?
o [TTLL4  initiation p
S |TTLLS  initiation E
EJTILLE  éongation 0
2| TTLL7  initiation B
TTLLS ? ?
TTLL11  élongation O
TTLL13  élongation o
@ JTTLL3  initiation )
S BTTLL8 initiation D
;}: TTLL10 élongation o

Figure 5. - Les différentes TTLL et leurs spécificités. Ces enzymes sont caractérisés
par leurs spécificités chimiques (glutamylase ou glycylase), structurale (initiation ou

¢élongation) et de substrat (tubulines a ou f) (adapté de [19]).

Les glycylases

Les glycylases sont des enzymes comparables aux glutamylases, a ceci pres qu'ils
ajoutent des résidus glycine et non pas des résidus glutamate. Ils ont été découverts dans
les axonémes des cils cellulaires [52]. Chez les mammiferes, la polyglycylation est le
produit d'une coopération entre une initiase (TTLL3 ou TTLLS) et une élongase
(TTLL10) (figure 6). Chez la drosophile, en revanche, la TTLL3 est bifonctionnelle, car
elle est dotée des activités initiase et ¢longase [52]. La TTLL10 humaine a perdu sa
fonction polyglycylase [52], ce qui explique que l'on n'observe que de Ila

monoglycylation dans le flagelle du spermatozoide humain [53].
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polyglutamylases
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polyglutamylation | detyrosination, A2-tubulin

— —_—
B S -
CCP5 CCP1,4,6
(CCP5%)
5 monoglycylases polyglycylases
= TTLLS3, 8 TTLL10
> — —_—
= < -
g inconnue inconnue
2

Figure 6. - Les enzymes impliqués dans les modifications post-traductionnelles de
tubulines. Détyrosination/A2-tubuline : [’enzyme responsable de la détyrosination est
inconnue mais celle qui catalyse la tyrosination est la TTL (tyrosin tubuline ligase), les
CCPl1,4 et 6 le dernier glutamate de la tubuline « pour donner la A2-
tubuline. Polyglutamylation : [’addition du point de branchement (premier glutamate
ajouté) est catalysée par les TTLL4, 5 et 7. L’ élongation de la chaine polyglutamate est
catalysée par les TTLLI, 6, 11 et 13. Les glutamates ajoutés peuvent étre enlevés par les
CCP1, 4 et 6 mais le point de branchement par la CCPS5. Polyglycylation : la premiére
glycine est ajoutée grdce a la TTLL3 ou 8 alors que la TTLLI10 catalyse l’élongation de
la chaine polyglycine (adapté d’apres [19]).

5. La complexité structurale des queues C-terminales des
tubulines

La haute complexité des structures C-terminales polymodifiées (Figure 7) des
tubulines est due a plusieurs facteurs. La polymodification peut étre présente sur un seul
glutamate de la séquence C-terminale de la tubuline, dans ce cas-1a, la polymodification
est dite linéaire (figure 7.a), ou alors plusieurs glutamates sont polymodifiés et dans ce
cas-la, la polymodification est dite multisite (figure 7.c). La présence de branchements

différents entre résidus de la chalne latérale polyglutamate conduit a une
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polymodification dite ramifiée (figure 7.b). En effet, Le glutamate a deux groupements
carboxylates a et y, et donc il est possible d’ajouter des glutamates au niveau des Ca et
Cy. En plus il y a la présence de tubulines A-2 et A-3, qui se conjuguent avec les
différents niveaux de polyglutamylation/polyglycylation.

a) Linéaire

o VEGEGE".EEGEE

C‘:HZ 71 a2 a3 ad
“:’CO—NH—C‘juH—CO—NH—§1<xH—CO—NH—leaH—CO—NH—C‘TQH—COOH
?Hg ?Hg %‘Hg (‘ng
7COOH 7YCOOH 7COOH YCOOH
b) Ramifiée
a VEGEGE".EEGEE
CH,
CH, 71 a2 a3
Y CO—NH—C‘T(YH—CO —NH—C\qu— CcO —NH—leu‘H—C‘OOH
(J,‘-Hg ([JHQ (leg
7COOH '7(|3() " YCOOH
NII*(‘TOH*COOH
CH,
7COOH

¢) Multisite
Qo VEGE‘IGEF“E‘EGEE
E EEE

Figure 7. - Exemple d’isomérie de polymodifications de tubulines. Séquences des
peptides C-terminaux des tubulines o qui peuvent faire l'objet de polymodifications. a :
tétraglutamylation linéaire, structure yloa2a3a4. b : tétraglutamylation ramifiée,

structure yl a2y3a3. c : tétraglutamylation.

Dans la figure 7 (1, 2 et 3), plusieurs structures de peptides C-terminaux de tubuline
o tétraglutamylés sont présentées.—Ils ont exactement la méme formule chimique et

donc la méme masse.
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IIl.  Techniques d'analyse des polymodifications des tubulines

Les polymodifications des tubulines ont été étudiées dés le début des années 90. A
I’aide notamment de I"'isoélectrofocalisation, qui sépare les polypeptides en fonction de
leur point isoélectrique [54]. Différents types de chromatographie échangeuse d'ions et
sur résine de phases inversée (principalement pour les peptides) ont également été
employées. La spectrométrie de masse (sur les peptides) ainsi que le séquencage
d'Edman, ont permis de localiser le point de branchement de la chaine polyglutamate/
polyglycine latérale sur la structure primaire des tubulines [55]. Différents anticorps ont
été produits pour reconnaitre les tubulines polymodifiées. L'anticorps GT335 reconnait
toutes les structures des tubulines glutamylées quel que soit le nombre de résidus
additionnels, car il reconnait spécifiquement le point de branchement [56]. L'anticorps
polyE, plus récent [51], est spécifique des structures polyglutamate a plus longue
chaine. L'anticorps AX049 reconnait un niveau élevé de polyglycylation [57] alors que

TAP952 reconnait des tubulines glycylées quel que soit leur niveau de glycylation [53].

Cependant, ces méthodes n’ont pas permis d’identifier tous les isoméres structuraux
des tubulines (exemple, cf. figure 7). La spectrométrie de masse a été trés utile pour
I’étude des polymodifications des tubulines. Elle a permis la caractérisation des niveaux
de polyglutamylation et de polyglycylation [39], [46] et dans certains cas, des
structures de peptides C-terminaux de tubulines ont été caractérisées. En 1990, Edde et
al. [39] ont suggéré que les 21 variants de tubuline détectés par isoélectrofocalisation
[54], ne pouvaient étre que le fait de modifications post-traductionnelles. Ces auteurs
ont pu montrer par spectrométrie de masse, que la tubuline o peut porter, a la position
E445 de sa séquence C-terminale (voir figure 3, rectangle rouge), de 1 a 5 résidus
glutamates. En 1991, Redeker ef al. ont caractéris¢ la structure de la chaine
polyglutamate ajoutée a la tubuline o [55]. Grace a la spectrométrie de masse et au
séquencage d'Edman, ils ont pu déterminer le point de branchement de la chaine

polyglutamate sur les tubulines a [55].

D’autres études s’intéressaient a la polyglycylation de la tubuline 3. En 1999, Vinh
et al. ont réalisé un travail plus élaboré pour caractériser les structures des différentes
chaines polyglycine post-traductionnelles des tubulines B de paramécie (organisme
eucaryote unicellulaire). La structure la plus abondante trouvée dans ces tubulines

correspondait a un niveau hexaglycylé: deux glycines étant localisées sur chacune des
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positions E437 et E438 et un résidu glycine se trouvant sur chacune des positions E439

“IDATAEEEGEFEY E®® g#9 G g# Q*

ot E441 G G G G

[58], [59]. Ces résultats ont été
obtenus grace a la spectrométrie de masse en tandem MS/MS (voir chapitre 3, section
1.3), les peptides C-terminaux de tubulines 3 de différents niveaux de polyglycylation
ont été séparés par MS. Les différents peptides de tubulines B polyglycylés ont été
fragmentées dans le spectrométre de masse afin de déterminer les structures des chaines
polyglycines additionnées avec différents niveaux de polyglycylation observées [58].
L’identification des différentes structures de polyglycylation a été possible grace aux
ions fragments qui portent la chaine polyglycine latérale (cette chaine ne se fragmente
pas). Des isomeres de structure de certains peptides de tubulines 3 polyglycylées ont été
identifiés [58], [59]. Ces travaux ont démontré que la spectrométrie de masse en tandem
est capable de différencier des isomeéres de peptides C-terminaux de tubulines
polymodifi¢es. Cependant, ceci n’a été démontré que dans le cas de la polyglycylation
de la tubuline B. Dans le cas de la polyglutamylation de la tubuline o par exemple, la
différenciation entre les isomeéres de structure de peptides polyglutamylés (figure 7)
pourrait étre plus difficile. En effet, la séquence C-terminale de la tubuline o est
composée principalement de glutamates qui sont les résidus ajoutés dans le cas de la
polyglutamylation, ainsi, certains isomeéres peuvent avoir des fragments communs.

D’autre part, les structures y/a2a3 a4 et yl a2 y3 a3 (figure 7) restent difficiles a séparer

car ils produisent les mémes fragments.

Récemment, un nouveau type de spectrometre de masse a été commercialisé par
Waters. C’est un spectrométre qui couple deux techniques, la mobilité ionique et la
spectrométrie de masse. La mobilité ionique sépare les isomeres chargés selon leur
conformation (voir chapitre 3, section II): L’analyse de cette propriété ajoute des
données analytiques complémentaires a la spectrométrie de masse, est importante pour
la biochimie. Ce couplage analytique pourrait aider a mieux caractériser des structures

isomeres des peptides C-terminaux de tubulines polymodifiées.
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Chapitre 2 Etude bibliographique
sur I’hormone de croissance

Dans cette partie bibliographique nous nous intéressons a 1’hormone de croissance,
d’une part, son origine, sa structure et ses fonctions. D’autre part, nous présentons
comment cette protéine est devenue importante non seulement pour le traitement de la

déficience a I’hormone de croissance, mais aussi pour le dopage dans les sports.

1. L’hormone de croissance

L’hormone de croissance (GH) est connue pour étre la molécule responsable de la
croissance postnatale [60], [61]. Mais le role physiologique de la GH n’est pas limitée a
la croissance postnatale, elle est également impliquée dans la régulation d’autres
métabolismes [62]. La GH a notamment une action sur le métabolisme glucidique et
lipidique [63], sur la synthése protéique et I’hypertrophie musculaire [64]. En
conséquence, I’hormone de croissance est utilisée pour traiter la déficience a 1’hormone
de croissance et comme agent dopant grace a ses actions sur les muscles et sur la

composition en matiere graisseuse du corps.

L’hormone de croissance humaine (hGH) est une protéine qui a été isolée et
purifiée a partir de glande pituitaire pour la premicre fois en 1956 par Li et Papkoff
[65]. C’est un polypeptide de 191 acides aminés (figure 8) [66]. Elle est synthétisée par
les cellules somatotropes de I’antéhypophyse, d’ou son appellation de somatotropine

[67].
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Figure 8. - Séquence primaire de I’hormone de croissance humaine. Les deux ponts
disulfures sont localisés entre les cystéines 53-156 et 182-189. Les acides aminés de 32 a
46 sont absents dans la hGH 20K-GH. Les résidus annotés en noir a coté de la chaine
principale sont remplacés dans la séquence de [’hormone de croissance du placenta (par
exemple la lysine 140 est remplacée par une asparagine), les résidus avec un astérix
pourraient étre déamidés. L’asparagine Asn 140 est glycosylée dans ['isoforme du

placenta (tiré de [68)).

1. Le gene de I’hormone de croissance et ses produits
Chez I’humain, le locus du géne GH est localisé sur le bras q du chromosome 17. 1l
est composé de 5 genes apparentés (figure 9): GH1 ou GH-N et CS-L qui sont exprimés
dans la glande pituitaire, GH2 ou GH-V, CS-A et CS-B qui sont exprimés dans le

placenta.

Le gene GH-N ou GHI code principalement pour le variant 22K-GH. La masse
moléculaire de cette isoforme est de 22129 Da et c’est I’isoforme majeur de I’hormone
de croissance humaine (hGH). Une autre isoforme aussi produite par le géne GH-N est
le variant 20K-GH. C’est le produit d’un épissage alternatif dans 1’exon 3 (voir figure
10) [69]. La forme 20K-GH ne représente que 5-10% de la GH [70]. La hGH 20K-GH a
la méme structure que la hGH 22K-GH, si ce n’est que la région 32-46 de la séquence
peptidique est absente, conduisant a une hormone de croissance de 176 acides aminés

avec un poids moléculaire de 20274 Da.
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Figure 9. - Cluster des génes de I’hormone de croissance humaine. Le géne hGH est
localisé sur le bras long du chromosome 17. Il contient 5 genes apparentés : GH-N
(normal growth hormone gene), GH-V pour [’hormone de croissance du placenta, CS-A
,-B and -L pour les génes des somatomammotropines chorioniques A et B et le gene de la
somatomammotropine like-protein. Le gene GH-N est composé de 5 exons et 4 introns.
Le produit majeur de ce gene est [’hormone de croissance de 22 kDa. Un épissage
alternatif a lieu a l'exon 3 pour produire [’hormone de croissance de 20 KDa.

L’arrangement des genes (boites violettes) est décrit par [71].

Le géne GH-V ou GH2 code pour I’hormone de croissance placenta. Elle est similaire
a I’hormone de croissance 22K-GH, sauf que sa séquence peptidique différe en 13 acides
amings, sa masse moléculaire est de 22321 Da. Cette isoforme peut étre glycosylée a son
asparagine 140 et donne ainsi le variant de 24 KDa [68], [72]. Les somatomammotropines
chorioniques sont aussi exprimées dans le placenta, et sont les produits des genes CS-A et
B. En revanche, le géne CS-L est exprimé¢ dans la glande pituitaire et donne la
somatomammotropine  chorioniques  like-protein. Les  somatomammotropines
chorioniques sont trés similaires a ’hormone de croissance humaine mais elles ont des

activités biologiques différentes [68].

2. La structure de I’hormone de croissance humaine
L’hormone de croissance humaine est synthétisée sous forme d’une pro-hormone
avec un peptide signal de 26 acides aminés [73], [74]. Ce peptide signal adresse la GH a

sa destination cellulaire et il est éliminé a sa sécrétion. L hormone finale est composée
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de 191 acides aminés. Sa structure secondaire est maintenue par deux ponts disulfures
entre les cystéines 53-165 et 182-189, formant ainsi, une petite et une grande loupe qui
lient quatre hélices a (figure 10). La structure tridimensionnelle de la GH a été prédite
pour la premiére fois par Cohen et al. [75]. Le travail de Abdel-Meguid et al [76] par

cristallographie a rayons X a permis d’établir la structure tridimensionnelle de

I’hormone de croissance.

Figure 10. - La structure tridimentionnelle de I’hormone de croissance humaine. Les
quatre cylindres colorés (vert, rose, orange et bleu) sont les quatre hélices a. L extrémité
de Uhélice bleue (a gauche, en haut de la figure) est le N-terminal et [’extrémité de
I’hélice orange (a gauche, en bas de la figure) constitue le C-terminal de la protéine. Les

dimensions de la molécules sont : 554 x 354 x 354 ([76]).

Chaque hélice a contient 20-30 acides aminés, les hélices o sont connectées par des
segments qui sont impliqués dans la liaison de la GH a son récepteur. Les sites de
fixation du récepteur ont été définis grace a la structure cristallographique du complexe

de la hGH avec le domaine extracellulaire de son récepteur (figure 11) [77].
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Figure 11. - Sites de fixation de la GH a son récepteur. Le site | se situe entre les hélices a

1 et 4 et le site 2 se situe entre les hélices a1 et 3([77]).

3. Les modifications post-traductionnelles
L’hormone de croissance est une protéine qui n’a pas beaucoup de modifications.
La forme la plus abondante est la forme non modifiée [68], [70]. Un petit nombre

d’hormone de croissance modifié a été identifié.

L’hormone de croissance humaine du placenta a été identifiée comme ayant un
variant glycosylé sur 1’asparagine 140 [78]. Une décennie plus tard, Kohler et al. ont
décrit une autre hormone de croissance pituitaire glycosylée. Cette dernicre est une O-
glycosylation sur la thréonine 60 [79]. Des formes acétylées, déamidées et

phosphorylées de I’hormone de croissance humaine ont été identifiées [68], [80].
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4. La secretion de I’hormone de croissance

L’hormone de croissance est synthétisée, stockée et secrétée par les cellules
somatotropes de 1’hypophyse antérieure. La sécrétion de la GH est maximale durant les
périodes de croissance, la période post-natale et la puberté et aprés elle diminue
progressivement avec 1’age [81], [82]. La sécrétion de la GH est pulsatile [83] et reli¢e
au rythme circadien [84]. le premier pic a lieu apres le début du sommeil [85]. Les taux
de GH nocturnes sont plus élevés que ceux diurnes [86]. Les amplitudes de pics de GH
dépendent de I’age et du sexe, ils sont plus importantes chez les enfants et chez les
femmes par rapport aux hommes [87]. Les valeurs plasmatiques basales de la GH

normales diminuent avec 1’age, les amplitudes #s sont de 1-4 ng/L. chez I’adulte [87].

5. La régulation de I’hormone de croissance

Comme pour toute hormone, il existe un systeme de régulation pour la GH. La
régulation de la GH se fait par un systéme neuroendocrinien. Un schéma résumant les
facteurs de la régulation de la sécrétion de GH est présenté dans la figure 12. La
sécrétion de la GH est principalement régulée par deux facteurs hypothalamiques, la
GHRH (growth hormone releasing hormone) et la somatostatine, GHIH (growth
hormone inhibiting hormone) ou SRIF (somatotropin release-inhibiting factor), eux-

mémes régulés par des neurotransmetteurs comme la dopamine et I’adrénaline [88].
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Figure 12. - Régulation de la sécrétion de la GH. La sécrétion de la GH est stimulée
par la GHRH et la Ghréline. Le SRIF inhibe la sécrétion de la GH. Un rétrocontrole
négatif se fait par I’IGF (adapté de [89]).

La GHRH est un peptide de 44 acides aminés secrété par les neurones

neuroendocrines de 1’hypothalamus [90]. Quand il arrive aux cellules somatotropes, il
se fixe sur son récepteur qui est couplé a une protéine G. La transduction de signal
stimule 1’augmentation de I’ AMPc (adénosine monophosphate cyclique) qui a son tour,
d’une part, induit I’ouverture des canaux a Ca**, ce qui libére les granules de GH par

exocytose, et d’autre part, active la protéine kinase A qui induit la transcription de GH

via Pit-1 qui se lie sur le promoteur du gene hGH-N (geéne de la GH 22k) [88], [91].

Il existe d’autres peptides qui ont une action synergique a la GHRH. On distingue

deux classes : La classe des peptides « GHRH-like » et la classe de peptides GHRP (GH
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releasing peptides). La premicre classe est formée de la sécretine (VIP, « vasoactive
intestinal peptide »), le GIP « Gastric inhibiting peptides », le CRF « Corticotropin-
releasing factor », le glucagon et le PACAP « Pituitary adenylate cyclase-activating
peptide » [92]. Ces peptides sont semblables a la GHRH dans la structure et la fonction.
La deuxiéme classe est composée par les GHRP sont des peptides synthétiques
analogues a la GHRH [93]. Ces peptides sont appelés GHS (growth hormone
secretagogues), ils stimulent la sécrétion de la GH par la glande pituitaire en se fixant
sur leur récepteurs GHS-R (growth hormone secretagogues receptor). Le clonage de ce
type de récepteurs a permis la découverte de son ligand endogene, la Ghréline [94]. La
Ghréline est un peptide de 28 acides aminés secrété par les cellules endocrines de
I’estomac. La sérine 3 de la Ghréline est acylée, cette modification post-traductionnelle
est indispensable a son activité. Les récepteurs de la ghréline sont présents dans
I’hypothalamus, la glande pituitaire et 1’estomac. Ainsi, la ghréline est un facteur

important dans la régulation de la GH et stimule fortement la sécrétion de la GH [95].

En revanche, le peptide hypothalamique SRIF inhibe la sécrétion de la GH. C’est un
peptide cyclique présent sous deux formes, SRIF-14 et SRIF-28. Ces deux formes
proviennent du clivage de la présomatostatine. Son mode d’action est 1’opposé de celui
de la GHRH. 1l se fixe sur son récepteur transmembranaire couplé a une protéine G ce
qui déclenche un signal d’inhibition de I’AMPc. Par conséquent, les canaux a Ca** se
referment et la concentration des ions Ca?" diminue dans les cellules somatotropes ce
qui bloque la libération de GH. La sécrétion de la GH est aussi inhibée par une autre

hormone qui est la TRH (Thyrotropin releasing hormone) [88].

L’inhibition de la sécrétion de la GH se fait également par un rétrocontrdle négatif
exercé par I’IGF-1(Insulin-like growth factor 1) et la GH elle-méme. L’IGF-1 est le
médiateur principal des actions de la GH. L’IGF-1 semble agir sur la transcription du

gene de la GH et la sécrétion de SRIF qui inhibe la sécrétion de la GH [96], [97] .

Finalement, il faut citer que la sécrétion de la GH est également régulée par des
facteurs extérieurs comme [’age, le sexe, le sommeil et le stress, 1’exercice et la

nutrition.
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6. L’hormone de croissance dans le sang

La GH sécrétée par I’hypophyse est transportée vers ses tissus-cibles par la
circulation sanguine. Les récepteurs a I’hormone de croissance sont présents dans la
plupart des cellules de l’organisme. La durée de vie de la GH est de 20 min
approximativement [98]. Dans le sang, une partie de la GH se lie a sa protéine de
liaison, la GHBP « growth hormone binding protein », une autre partie se dimérise soit
avec une autre molécule de 22K-GH, soit avec une molécule de 20K-GH [68]. La
GHBP est un facteur important qui joue sur la biodisponibilité¢ de la GH dans le plasma

puisque la moitié de la GH est complexée a la GHBP [99].

La GHBP est la forme soluble du domaine extracellulaire du récepteur de la GH. La
GHBP est une glycoprotéine de 61 kDa qui lie la GH 22K avec une forte affinité [70].
La liaison de la GH a la GHBP augmente sa durée de demi vie et permet de garder un
taux plasmatique de GH basal entre les pics de sécrétion. Comme la structure de la
GHBP est semblable a celle du récepteur de la GH, la GHBP peut inhiber la liaison de
la GH a son récepteur. Par contre, ceci n’a pas été confirmé que par des études in vitro,

probablement parce que la demi vie de la GH complexée est prolongée [70].

Il existe dans le plasma humain une autre GHBP mais d’une affinité plus faible
pour la GH. Cette forme de GHBP a un poids moléculaire de 100 kDa et n’a pas de
relation avec la GHBP de forte affinité, ni avec le récepteur de la GH. De maniére
intéressante cette forme de GHBP lie préférentiellement la forme 20k de la GH avec

une affinité plus forte que celle de la GH 22k [70].

L’¢limination de la GH se fait principalement par le foie et le rein et par la
dégradation dans ses organes-cibles. L’¢élimination rénale est trés différente selon les
différentes formes de GH qui circulent dans le sang (22k, 20K, dimeres, complexe GH-
GHBP). Les fragments produits dans les tissus peuvent revenir dans la circulation

sanguine [70].

A la lumiére de ce qui précede, on apercoit la complexité de la GH plasmatique. La

conséquence principale est que la composition du sang en GH n’est pas fixe. Par
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conséquent, le dosage de la GH, soit pour les diagnostics, soit pour les tests anti-dopage,

reste une opération qui fait face a beaucoup de défis et de limitations.
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Figure 13. - Tissus-cibles de I'hormone de croissance. L’ ’hormone de croissance de
multiples actions sur différents tissus et organes. Voici quelques actions de la GH : la
croissance longitudinale des os, [’hypertrophie musculaire, elle favorise la
steroidogenese et la folliculogenése et le développement cardiaque [62]. Adapté

d’apres [100]

7. Les effets de I’hormone de croissance
L’hormone de croissance est connue pour son effet primordial sur la croissance
postnatale mais elle est aussi une hormone qui a un réle physiologique s’exergant au
niveau de différents organes (figure 13). En effet, la présence de son récepteur dans
plusieurs types cellulaires explique la diversité de ses roles. La GH peut avoir au niveau

de ses tissus-cibles, une action directe ou action indirecte via les facteurs de croissance
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IGF. Les actions directes et indirectes de ’hormone de croissance sont résumées a la

figure 14.

Role de GH sur la croissance

La croissance et la prolifération cellulaire sont les roles principaux de I’hormone de
croissance. Par son médiateur principal ’IGF-1, la GH stimule la prolifération des
chondrocytes et des ostéoblastes pour favoriser la croissance osseuse longitudinale
[101]. Il semble qu’en plus de son action indirecte, la GH a une action directe dans la
croissance osseuse. En effet, la croissance est maintenue chez des souris dont le géne de
I’IGF-1 est déleté [102]. D’ailleurs, il a ét¢ montré précédemment que la croissance des
os long peut étre induite par I’injection de la GH dans le cartilage (action locale) [103],

[104].
Roéle de la GH sur le muscle

La GH est une hormone importante pour le développement musculaire. Le muscle
squelettique est une cible directe de la GH [105]. La GH augmente la synthése
protéique dans le muscle squelettique et peut inhiber la dégradation des protéines [106].
La GH exerce aussi ses actions sur le tissu musculaire par ’intermédiaire de I’IGF-1
induit I’hypertrophie et la force musculaire [107]. La déficience a 1I’hormone de
croissance est accompagnée d’une diminution de la masse musculaire, de la force et de
la performance physique [108], [109]. Le traitement par la GH augmente la masse
corporelle maigre (en anglais LBM pour Lean body mass), la masse musculaire et la
résistance [110], [111]. Les effets de la GH et I’'IGF-1, quand ils sont couplés a une

pratique d’un exercice physique augmentent I’endurance et la force musculaire [112].

Role de la GH sur le métabolisme

I’hormone de croissance joue un role important dans le métabolisme [113]. Il y a
une forte expression des récepteurs de I’hormone de croissance dans le foie [114]. La
fixation de I’hormone de croissance sur son récepteur stimule la sécrétion de I’'IGF-1
(Insulin-like growth factor 1). Par la suite, ’IGF-1 agit sur ces cellules cibles, c’est une
action indirecte de la GH. Des études ont montré que I'IGF-1 stimule la synthése
protéique et la lipolyse [115]-[117]. Par ailleurs, I’action directe de la GH sur les

cellules hépatiques induit la production de glucose soit par glucogenése ou
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glycogénolyse [118]-[121]. En plus de cette action anti-insuline, la GH agit directement

sur le tissu adipeux et augmente la lipolyse [89].

-
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Figure 14. - Effets directs et indirects de l'hormone de croissance. Les effets indirects
de I’hormone de croissance sont exercés par l'intermédiaire de 'IGF. L’IGF agit sur
la croissance musculaire et sur la prolifération cellulaire. Les effets directs de
[’hormone de croissance ont une action ant-insuline, ils augmentent le taux de glucose

dans le sang et la lipolyse. Adapté d'apres [122].

8. L’hormone de croissance humaine recombinante

L’hormone de croissance humaine est une des premicres protéines issues des
biotechnologies produites par 1’Escherichia Coli [123]. En 1985, différentes
compagnies ont commencé a utiliser ce systeme d’expression dans la production de
I’hormone de croissance pharmaceutique: Protropin par Genentech, humatrope par
Lily, Biotropin par Biotech, Norditropin par Novo Nordisitk, Serostim par Serono
[124]. Un avantage important,—li¢ a la production industrielle de I’hormone
biosynthétique, est de remplacer I’hormone de croissance extraite de cadavres (parfois
contaminée aux prions). Ceci a eu une incidence positive sur le traitement des maladies

liées a une déficience a la GH chez les enfants et les adultes. Certains personnes traitées
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avec cette hormone de croissance ont développé plus tard la maladie de Creutzfeldt—
Jakob, qui est une maladie neurodégénérative liée a une altération conformationnelle de
la protéine du Prion [125]-[127]. Du fait de la capacité de I’hormone de croissance a
augmenter la croissance musculaire, la tonicité, la force, la production du lait [128] et a
booster la performance physique, depuis 1981, elle est utilis¢é comme agent anabolique

par les athlétes, dans I’¢élevage du bétail et dans les compétitions des courses d’animaux.

II.  Ledopage

Dans le monde du sport, il arrive que des sportifs, de haut niveau ou amateurs,
utilisent des méthodes interdites afin d’améliorer leurs performances physiques.
L’organisation mondiale des nations unies pour 1’éducation, la science et la culture
définit le dopage comme 1’utilisation de substances ou méthodes interdites par le sportif
pour améliorer ses résultats a l'entrainement et en compétition. Les stéroides sont les
substances qui viennent le plus souvent a l'esprit lorsqu'il est question de dopage, mais
le dopage comprend aussi l'utilisation par le sportif d'autres substances
interdites (comme les stimulants, hormones, diurétiques, narcotiques), le recours a des
méthodes interdites (comme la transfusion sanguine ou le dopage génétique). Le refus
de se soumettre a un controle anti-dopage ou encore la tentative de fausser les résultats

d'un contrdle sont également sanctionnés [129].

1. Histoire

Le dopage est bien antérieur a ce que 1’on peut croire généralement. Cette pratique
existait déja a 1’époque des grecs [130]. Le cycliste danois Knud Enemark Jensen est
mort en 1960 lors des jeux olympiques de Rome. Apres ce déces, les contrdles anti-
dopage sont devenus obligatoires. Dans les années 80, le dopage se multiplie avec la
présence de plusieurs agents dopants (Stéroides, EPO et hormones de croissances). En
1999, I’Agence mondiale anti-dopage (AMA) a été créé. Les activités de I’AMA se
regroupent sur I’éducation pour sensibiliser aux dangers du dopage, la recherche
scientifique pour le développement de méthodes anti-dopage et la supervision de la

conformité du code mondial antidopage. En France, I’Agence frangaise de lutte contre
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le dopage (AFLD) a été créé en 2006, ses activités consistent dans le conseil, la

réglementation et les analyses anti-dopage.

2. Agents dopants

Il existe différents types d’agents dopants. On distingue les agents anabolisants
comme les stéroides, les hormones peptidiques, facteurs de croissance, 1’érythropoiétine
(EPO) et I’hormone de croissance (GH). On trouve ces agents dans la liste des
substances interdites de I’agence mondiale anti-dopage [131]. L’efficacité des tests anti-
dopage est trés variable. Il y a des substances plus facile a détecter que d’autres [132].
C’est la nature des agents dopants qui pose parfois des difficultés analytiques. En effet,
parmi les produits dopants, on trouve des substances synthétiques qui ont des analogues
naturels dans le corps humain : les deux principaux sont 1'érythropoiétine (EPO) et
I'hormone de croissance (GH). Les molécules obtenues par biotechnologie sont, dans la
plupart des cas, identiques ou trés proches de leurs formes endogenes. Par conséquent,
la détection de la forme exogene dans les fluides biologiques devient trés difficile [133].
En plus des difficultés lies a la détection de certains produits dopants, il y a des défis
liés a la détection de certaines méthodes de dopage comme 1’autotransfusion qui jusqu’a

ce jour, ne présente pas de méthode de détection [132].

3. Détection du dopage a I’hormone de croissance

L’hormone de croissance naturelle a été largement étudiée, soit pour améliorer les

diagnostics des maladies liées a la hGH, ou pour développer des tests anti-dopages.

Les Techniques d’immunoessais ont ¢ét¢ le plus employées pour détecter et
quantifier I’hormone de croissance [134]. Les tests immunoessais sont efficaces pour
diagnostiquer les maladies reliées a la GH, mais ils ne sont pas trés performants pour
détecter le dopage a I’hormone de croissance. Ces tests sont parfois limitants pour la
détection du dopage a I’hormone de croissance [135]. En effet, une augmentation de
hGH peut étre induite par d’autres facteurs que 1’administration d’hormone de
croissance recombinante. La sécrétion de la GH est stimulée par 1’exercice [136], ce qui

fait qu’elle est dé¢ja élevée chez des individus tres actifs comme des athlétes. En outre,
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la sécrétion de la GH est pulsatile, un pic de sécrétion pourrait coincider avec une
mesure de GH, donnant lieu a des faux positifs. La sécrétion de la hGH est régulée par
le sommeil, la nutrition et les émotions et donc elle présente une variabilité intra et
interindividuelle. C’est pour cela que les chercheurs travaillent sur le développement de

techniques pour détecter 1’abus de I’hormone de croissance.

A T’heure actuelle, il existe deux tests anti-dopage de la hGH utilisés dans les

contrdles officiels: le test des isoformes de GH et le test des biomarqueurs de GH.
Le test des isoformes de GH

C’est une méthode directe pour détecter le dopage a la hGH. Elle est basée sur la
différenciation entre les proportions des isoformes de la hGH normales et celles
trouvées aprés administration de hGH recombinante (rhGH) [137], [138]. Le principe
est que la préparation de la rhGH ne contient que la forme 22K-GH alors que hGH
naturelle est composée de plusieurs isoformes pituitaires. Par conséquent,
I’administration de thGH augmente le rapport entre la 22K-GH et la GH pituitaire
[138]-[140]. Le test est composé deux kits, un premier kit de test initial et un kit de
validation. Chaque kit contient deux tests immunologiques, « recombinant» qui
reconnait la forme 22K-GH et « pituitaire » qui reconnait plusieurs isoformes de la
hGH pituitaire [139]. Le résultat est exprimé en rapport recGH/pitGH. En plus, des
limites liées aux tests immunologiques et a la sécrétion et la régulation de la GH, la
grande faiblesse du test des isoformes est la fenétre de temps de détection. En effet, une
¢tude a montré que les échantillons collectionnés 21h apres I’injection de rhGH donnent
toujours un test négatif [141]. De plus, la durée de demi-vie de ’hormone de croissance
est trés faible (20 minutes approximativement) [99]. Ceci explique le faible nombre de
tests positifs, I’AFLD n’a trouvé qu’un seul cas positif de dopage a I’hormone de

croissance [142].
Le test des biomarqueurs de GH

C’est une méthode indirecte basée sur les actions de la GH. La GH stimule I’expression

de I’'IGF-1 et le recyclage du collagéne. Le test de biomarqueurs de GH mesure les taux
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plasmatiques de I’IGF-1 et le propeptide N-terminal du collagene type I1I (P-III-NP).
Les facteurs qui influencent les mesures de ’IGF-1 et du (P-III-NP) sont principalement
I’age et le sexe [143]. Le test est donc accompagné d’un score (score GH-2000) calculé
en fonction de ces deux facteurs [143]. Les mesures sont réalisés par des tests
immunologiques (deux tests pour chaque biomarqueur) et peuvent étre validés par des
analyses en spectrométrie de masse [144]. Les avantages du test des biomarqueurs de
GH par rapport a celui des isoformes de la GH sont, d’une part, la fenétre de temps de
détection est plus longue (jours-semaines) [143], [145], [146] et d’autre part, le rythme
sécrétoire de ces biomarqueurs n’est pas pulsatile comme la sécrétion de la GH et leurs
taux plasmatiques sont relativement stables [147]. Cependant, seulement deux cas
positifs ont pu étre détectés par le test des biomarqueurs de GH [148]. Les tests décrits
ci-dessus ne sont pas définitifs a cause de limitations liées aux tests immunologiques, de

nouvelles méthodes non immunologiques doivent étre développées [134], [149].

La spectrométrie de masse est une des techniques analytiques qui a été utilisée pour
le développement de nouveaux tests d’anti-dopage. L’avantage de la spectrométrie de
masse est qu’elle est capable de caractériser la structure des molécules, permettant ainsi
d’avoir des informations plus spécifiques. Différentes études de spectrométrie de masse
ont été publiées. La spectrométrie de masse a permis de différencier entre ’hormone de
croissance équine endogeéne (eGH) et I’hormone de croissance équine recombinante
(reGH). Les séquences peptidiques de I’eGH et la reGH différent par le premier acide
aminé [150]. Le méme travail a été réalis¢é pour I’hormone de croissance bovine
(bGH/rbGH) [151]. En revanche, cela n’a pas été possible pour I’hormone de croissance
humaine car la séquences peptidiques de 1’hormone de croissance humaine endogéne

(hGH) et celle de sa forme recombinante (thGH) sont identiques [152].

Différentes études par LC-MS/MS ont été réalisées afin de développer des
méthodes de détection du dopage a ’hormone de croissance. Deux études ont montré
que des préparations d’hormone de croissance recombinante présente des substitutions
d’acides aminées. Dans la premicre, la méthionine 14 a été remplacée par une valine

[153]. La deuxieme étude a montré que 2% de GH issues d’une autre préparation
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d’hormone de croissance recombinante présente des substitutions d’acides aminées
(M14, M125 et M170) et des modifications post-traductionnelles (oxydation des
méthionines, déamidation) [154]. Cependant ces approches n’ont pas été analysées a
partir de liquides biologiques. En 2014, des auteurs ont pu détecter et différencier entre
la forme 22k-GH et la forme 20K-GH (cette forme n’est pas présente dans 1’hormone de
croissance recombinante) dans le plasma humain [155]. Ils ont déterminé le ratio entre
les formes 22K-GH et 20K-GH endogenes dans le plasma d’individus aprés exercice
physique [155]. Partant du principe que I’administration de thGH change les rapports
entre la forme 22K-GH et les autres formes de GH pituitaires dont la 20K-GH, cette
méthode semble prometteuse pour un nouveau test d’antidopage de GH,
complémentaire du test des isoformes de GH approuvé par la WADA. Dans cette méme
¢tude, les chercheurs ont observé, qu’apres exercice physique une autre isoforme de la
GH (masse moléculaire 23 kDa) présente un taux sanguin plus élevée que celui de la
20K-GH. Celle-ci correspondrait a la forme glycosylée de la hGH [156]. Comme la
glycosylation est une modification post-traductionnelle qui n’existe sur I’hormone de
croissance recombinante, du fait de sa production par E. Coli, cette piste pourrait étre
intéressante pour le développement d’une nouvelle méthode de détection du dopage a la

hGH.
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Chapitre 3 Instrumentation

L. La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique analytique qui identifie les molécules
en mesurant leur masse. Le processus est basé¢ sur I’ionisation de la molécule pour
qu’elle puisse étre transportée sous un champ électrique dans un analyseur afin de
mesurer son rapport masse-sur-charge. La spectrométrie de masse est une des premieres

techniques qui a permis ’identification des isotopes [157].

Une molécule analysée par spectrométrie de masse passe par trois €tapes (figure
15). Apres I'injection de 1’échantillon, la premicre étape est I’ionisation, elle se réalise
dans la source d’ionisation, c’est dans cette partie du spectrométre que les ions sont
produits. Il existe différentes méthodes d’ionisation. Les deux méthodes les plus
utilisées pour I’analyse de peptides ou de protéines sont I’ionisation par désorption laser
assistée par matrice (MALDI) et I’ionisation par électronébulisation (ESI). Ces deux
méthodes d’ionisation dites « douces » permettent d’ioniser les biomolécules sans les
fragmenter. Les ions produits seront ensuite séparés dans 1’analyseur et enfin détectés

par le détecteur. Le signal va étre traité et converti en un spectre de masse.

Faible pression

Intiodueton Source d’'ion Analyseur Detecteur Sys’feme s
de M — M5 75— | traitement
I'échantillon e M= des donnée

Figure 15. - Représentation du principe d'une expérience de spectrométrie de masse.

(adapté de [158]).

1. La source d’ionisation
Il existe plusieurs techniques d’ionisation mais les deux techniques compatibles

avec les molécules biologiques sont I’ionisation ESI et MALDI [159].
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L’ionisation EST

L’ionisation ESI consiste a appliquer un voltage élevé (2.8 kV — 4 kV) a
I’échantillon. L’analyte doit étre présent dans un solvant contenant un électrolyte adapté
au processus d’évaporation-fission et apportant les porteurs de charge. Cet électrolyte
est généralement un acide volatil pour produire des ions positifs et une base volatile
pour produire des ions négatifs. L’échantillon (analyte + solvant) est amené par un
capillaire dont la sortie est ’anode (+) et I’entrée du spectrométre correspond a la
cathode (-). Par conséquent, les gouttes solvant-analyte chargées positivement vont étre
extraites de 1’extrémité du ménisque au bout du capillaire. L’évaporation progressive
du solvant dans la région de désolvatation entraine une augmentation de la répulsion
¢lectrostatique au sein de la gouttelette ; jusqu’a entrainer une fission de la gouttelette
en gouttelettes plus petites. Le processus fission — évaporation se répéte jusqu’a la

formation de I’ion [160].

Analyte Evaporation Fission de Analyte
de solvant coulomb chargé
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Goutte chargée a la
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Figure 16. - Représentation schématique du processus de lionisation par électrospray

(adapté de [161]).

2. L’analyseur
Apres 1’étape de I’ionisation, les ions sont analysés dans I’analyseur. Il existe
différents types d’analyseurs. On distingue ’analyseur temps de vol (TOF), le filtre
quadripolaire (Q), le piege ionique (IT) et d’autres analyseurs. Les spectrometres
tandem dans I’espace sont formés le plus souvent de plusieurs analyseurs successifs. Ce
type de spectrométres permet de faire une analyse par spectrométrie de masse en
tandem. Un rapport m/z d’intérét est sélectionné et 1’ion correspondant est fragmenté

dans une région de collision entre les deux analyseurs. Les fragments obtenus sont
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ensuite analysés par le temps en vol (TOF) (Q-TOF) pour en mesurer leurs rapports

m/z.

Le temps de vol (TOF : time-of-flight)
Le TOF sépare les ions en mesurant le temps qu’ils mettent pour arriver au
détecteur. Le temps de vol d’un ion dépend de deux facteurs, la masse et la charge

[162]. Il peut étre déterminé par deux équations :
Un ion de masse m, et charge q, est accéléré dans un champ électrique de potentiel
V. 1l a une énergie cinétique qui s’exprime par I’équation suivante :

qV = E = 1/2mv? (1)

avec E I’énergie cinétique de I’ion en joule (J), m, sa masse en kg et v, sa vitesse en

m/s.

L’équation (1) donne pour la vitesse :

v= "/ @)

Et le temps, t en s est donné par:
t=d/v (3)
Avec, d, la distance parcourue par I’ion et v, la vitesse de 1’ion.

Si on combine les équations (2) and (3), on trouve que :

Pour la méme énergie, les petits ions (faible m/z) atteignent le détecteur plus
rapidement que les gros ions (m/z élevé). Par contre, des ions de méme masse peuvent
avoir des énergies différentes et donc des vitesses différentes. La résolution du TOF
peut étre améliorée par 1’addition d’un réflectron [162]. Le réflectron produit un
champélectrique qui ralentit les ions. Les ions avec une énergie élevée traversent le
réflectron plus profondément et donc prennent plus de temps pour arriver au détecteur.
Les ions de méme masse mais d’énergie plus faible ont un trajectoire plus courte dans le
réflectron et arrivent au détecteur plus rapidement. Par conséquent, les ions de méme
masse mais d’énergies différentes arrivent au détecteur au méme temps (figure 17).
Chaque ion produit un signal sur le détecteur, le signal est convertit en un pic de m/z
[162].
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Figure 17. - Principe de l'analyse de temps de vol (TOF) en présence d’un réflectron.
Les deux ions a et b ont le méme m/z. L’ion b a une énergie cinétique plus grande que
celle de l'ion a, il rentre plus profondément dans le réflectron pour arriver au méme
temps que l’ion a. (tire de [163]).

L’analyseur a résonance ionique cyclotronique (ICR pour ion cyclotronic
resonance)

La spectrométrie de masse a transformée de Fourier (FT-ICR/MS) offre de trés
grandes performances. Ces deux plus grands atouts sont la précision en masse et

résolution. On peut atteindre une précision de 1’ordre de 1 a 5 ppm et des résolutions

supérieures 100000 [164] .

Collecteur
Plaques détectrices d'électrons

B
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d’électrons

——e connexions aux différents circuits générateurs et détecteurs
(d"aprés document Extrel)

Figure 18.- Schéma d'une cellule de FT-ICR. Tiré de [164] .
La cellule FT-ICR
Un analyseur FT-ICR est formé d’une cellule mise dans un champ magnétique B. La
cellule est composée de 3 paires de plaques paralléles. Une paire pour piéger les ions, la

deuxiéme pour les exciter et la troisieme pour les détecter (Figure 18).
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Le piégeage des ions
Dans la cellule FT-ICR I’ion est soumis & un mouvement circulaire (cyclotronique)
caractérisé par une fréquence de rotation cylotronique V. exprimée par 1’équation

suivante :

V= zeB _ eB
¢ 2l 217(%)

avec, B, le champ magnétique en T, m/z, 1a masse sur charge de I’ion.

La fréquence de rotation cyclotronique est indépendante de la vitesse initiale des ions,
mais elle est inversement proportionnelle au rapport m/z. Par conséquent, une mesure
précise de la fréquence de rotation cyclotronique permettra une mesure précise de la
masse. Les ions sont piégés grace au champ électrique qui les confine dans les axes X et
Y, pour assurer un confinement au niveau de I’axe Z (Figure 18), un potentiel est

appliqué sur les plaques de piégeage [164].

L’excitation des ions

Cette étape est importante parce qu’elle assure que tous les ions de méme m/z soit en
phase. Elle se fait par I’application d’une différence de potentiels alternative sur les
plaques d’excitation. Cette différence est égale a la fréquence cyclotronique des ions
d’intérét. Le rayon de la trajectoire des ions va augmenter et ils vont arriver sur des
orbites circulaires de rayon plus grand. Il s’agit donc de balayer tous les fréquences
cyclotroniques correspondantes aux différentes valeurs m/z.

La détection des ions

Le mouvement cohérent d’un paquet d’ions est détecté par les plaques de détection sous
forme d’un courant d’image. Le courant image est converti en un spectre de fréquences-
cyclotroniques par transformée de Fourier. Le spectre de fréquences est ensuite converti
en un spectre de masse [165]. Les applications de la FT-ICR/MS sont nombreuses,
notamment pour I’analyse de mélanges complexes du fait de son pouvoir de résolution
¢élevé, la séparation d’espéces proches et les modifications post-traductionnelles des

protéines comme la glycosylation.

3. La spectrométrie de masse en tandem
La spectrométrie de masse en tandem implique plusieurs étapes de sélection et

d’analyse d’ions par spectrométrie de masse. Il s’agit de faire une premicre analyse
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(MS?) et de sélectionner une masse d’intérét. L’espéce sélectionnée sera fragmentée et
les fragments obtenus seront analysés dans une deuxiéme étape de spectrométrie de

masse (MS?) (figure 18) [166].

Sélection Détection des
d'un m/z fragments
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Figure 19. - Principe de la spectrométrie en tandem. L étape MS' consiste a analyser

I’échantillon et sélectionner un m/z d’intérét. Cet ion m/z sera fragmenté dans un
quadripole ou piége a ions. Les ions fragments produits sont analysés a [’étape

MS (adapté de [167]).

La technique de fragmentation d’ions la plus commune est la fragmentation par énergie
de collision (CID : collision-induced dissociation) [168] mais il existe d’autres types de
fragmentation comme la fragmentation par capture d’électron (ECD : electron-capture
dissociation) [169] et la fragmentation par transfert d’électron (ETD : electron-transfer

dissociation) [170].

Dissociation induite par collision (CID)
Le principe de la dissociation induite par CID est I’activation des ions. La fragmentation
des ions se fait en présence de gaz inerte comme I’hélium ou I’argon. Les collisions
entre 1’ion précurseur et les molécules de gaz augmentent son énergie interne [168].
L’énergie interne va se redistribuer en énergie vibrationnelle qui provoque la coupure

des liaisons.

Fragmentation des peptides par CID
Les peptides peuvent se fragmenter aux liaisons amide C-N, Ca-C ou N- Ca , ces
coupures aboutissent aux ions an, bn, cn du coté N-terminal et X, yn, zn du coté C-

terminal (figure 19). Cette nomenclature des ions produits de la fragmentation des
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peptides a été introduite par Biemann en 1988 [171] mais la premiére nomenclature a
été proposée en 1984, par Roepstorff et Fohlman [172]. En CID, on forme généralement

des fragments a, b et y.

H,N

T Z

Figure 20. - Nomenclature des fragments peptidiques les plus communs en

fragmentation (tiré de [173]).

La fragmentation des peptides permet I’identification de I’enchainement des acides
aminés [174]. Dans le séquencage de novo ou on ne connait pas préalablement la
séquence peptidique, les acides aminés peuvent étre déterminés par la différence de
masse entre deux ions fragments successifs. Par contre, dans le cas ou on connait la
séquence peptidique, on peut faire des fragmentations in silico et comparer les masses

des fragments théoriques avec ceux observées sur le spectre de fragmentation CID.
Il.  La spectrométrie de masse a mobilité ionique

1. La spectrométrie de mobilité ionique

Il s'agit d'une technique qui mesure la propension d'un ion a se déplacer dans un
brouillard gazeux sous l'effet d'un champ électrique (IMS) [175]. Le principe de la
mobilité ionique est décrit sur la figure 20. Il est possible de mesurer cette grandeur
physique dans une cellule de mobilité (cellule de dérive). Un spectrométre de mobilité
ionique mesure le temps de passage d’un ion pour traverser la cellule ; temps de dérive

(en anglais, drift time). Plus précisément, les ions sont séparés selon leurs sections
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efficaces de collision (en anglais CCS, collision cross section). La CCS, désignée par Q
est une grandeur physique qui représente la probabilité d’interaction entre 1’ion et les
molécules de gaz présentes dans la cellule de mobilité, elle est exprimée en A2, Plus la
section efficace de collision de 1'ion est grande, plus il sera freiné par le gaz et plus il
mettra de temps pour migrer dans la cellule de dérive et arriver au détecteur. Dans un
spectrometre de masse a mobilité ionique, une cellule de mobilité est intercalée entre la
source d'ions et I'analyseur qui mesure les rapports m/z des analytes chargés [2]. Ainsi,
une expérience typique de spectrométriec de masse a mobilité ionique consiste a
sélectionner tous les ions d'un rapport m/z donné et a les injecter dans la cellule de
mobilité ionique. En fonction de leur structure tridimensionnelle, les ions vont étre
séparés dans la cellule de mobilité. Les ions de structure déployée rencontreront
davantage de molécules de gaz au cours de leur dérive dans la cellule de mobilité et
seront donc ralentis a cause des forces de friction. En revanche, les ions de structure
compacte migreront dans la cellule avec une vitesse plus importante. Ainsi, il est
possible de différencier des ions d'un méme rapport m/z, en fonction de leur

conformation.

] o Ions d'un m/z sélectionné
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Figure 21. - Principe de la mobilité ionique. Deux ions de méme masse et de méme
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charge évolueront plus ou moins vite dans une cellule de mobilité en fonction de leur
conformation tridimensionnelle. L'ion de conformation déployée (molécule bleue) sera
freiné dans la cellule de mobilité et aura donc un temps de migration plus long que
l'ion de conformation compacte (molécule rouge), qui sortira de la cellule avant le

précédent (adapté de [175]).
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2. La théorie
L’ion subit deux forces dans la cellule de mobilité : I’une électrostatique, dépendant
du champ électrique appliqué et I’autre, opposée, la force de friction provoquée par la
collision des ions avec les molécules du gaz, cette derniére croit avec la vitesse de 1’ion.
Il existe ainsi une vitesse d’équilibre pour laquelle ces deux forces se compensent.

Ainsi, la vitesse de dérive vq de I’ion est donnée par:
vy =Kx+E

Avec, K est la mobilité de 1’ion. Cette mobilité¢ dépend de la densité du gaz. Pour
étre rendue indépendante de cette densité du gaz, elle peut étre exprimée sous forme
d’une mobilité réduite Ko en utilisant la densité standard du gaz (Pression standard,
Po=760 torr et température standard, To=273 K). Un instrument a mobilité ionique
mesure la mobilité de I’ion comme un temps de dérive tq, t¢ se compose d’un temps

mort to et d’un temps d’arrivée :

ta = to + (12.273,15/760.T) (1/Ko) ()

Derniérement, le temps de dérive a été relié¢ a une CCS Q en A% qui est calculée par

I’équation de Mason-Schamp suivante :

_ 34 /217
Q= 16N, /ukBT (1/Ko)

avec q, la charge de I’ion en ( C ), Ny, la densité du gaz tampon, y, la masse

réduite ion-gaz en (kg) , kg , constante de Boltzmann en (J/K) , T, la température en

(K) et Ko, la mobilité réduite [176].

3. Le couplage de la mobilité ionique a la spectrométrie de
masse (IMMS)

Le couplage de la mobilité ionique a la spectrométrie de masse a été introduit dans
les années 1980 par le groupe de Bowers [175] mais il s’est principalement développé
depuis le début des années 2000 sous I’impulsion de David Clemmer [177], [178] et
d’autres [11]. Il existe différents types d’IMS pouvant étre couplés avec de la
spectrométric de masse :la mobilité ionique différentielle (DIMS or FAIMS), la
mobilité ionique a tube de dérive (DT-IMS), la mobilité ionique en vagues (TWIMS).

Dans le présent manuscrit, nous allons détailler la technologie TWIMS.
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Travelling wave ion mobility mass spectrometry (TWIMS)
Une cellule de dérive de type TWIMS est tout d’abord un tube composé

d’¢lectrodes annulaires sur lesquels sont appliqués alternativement une tension
radiofréquence de signe opposé, créant ainsi un guide d’ion (SRIG : stacked ring ion
guide) (figure 21) [1] [179]. La technologie TWIMS consiste a ajouter individuellement
sur ces électrodes annulaires une tension (pseudo-)continue créant une structure de
vague de potentiels au sein du tube. Ces vagues sont progressivement déplacées d’une
¢lectrode vers la suivante en direction de la sortie, ce qui crée une série de vagues qui

transportent les ions tout le long de la cellule de mobilité [180].

RF (+) Electrode annulaire

Figure 22. - Schéma du SRIG de la cellule de mobilité¢ TWIMS. Le SRIG est un guide
d’ions formé d’électrodes circulaires paralléles trouées formant un tunnel par lequel

passent les ions. Ces derniers sont confinés grdce a un potentiel de radiofréquence.

(adapté de [1]).

L’équilibre entre les forces électrostatiques et la force de friction décrit dans la
partie précédente ne peut se faire que dans les fronts montants et descendants des
vagues. Par conséquent, en TWIMS, la séparation des ions par mobilité dépend de trois
paramétres. La hauteur de la vague (WH) et la vitesse de la vague (WV) ainsi que la
pression du gaz tampon [1]. La hauteur de la vague (WH) représente la différence du
potentiel pseudo-continu (en V) appliqué entre les électrodes hautes de la vague et les
¢lectrodes basses de la vague. La vitesse de la vague (WV) qualifie la vitesse (en m/s) a

laquelle la vague parcourt la région de séparation, et correspond en fait a un réglage du
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délai entre 1’application du potentiel de vague sur une électrode et sur 1’électrode
suivante. La taille du gaz tampon est un autre parameétre qui peut jouer sur la séparation

des ions dans la cellule de mobilité [181].

Le Synapt G2-Si HDMS
Le Synapt G2-Si est spectrometre de masse hybride quadripdle-temps-de-vol (Q-
TOF). Une cellule de mobilité et deux régions de collision ont ét¢ intercalées entre les

deux analyseurs « Quad » et « TOF » [2]. Un schéma descriptif est présenté en figure
22.
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Figure 23. - Schéma descriptif d’un spectrométre de masse a mobilité ionique [2].

La source d’ionisation Z-electrospray

Au contraire des sources d’ionisation ESI conventionnelles ou les ions atteignent le vide
du spectrométre dans une trajectoire linéaire, le Synapt G2-Si est muni d’une source en
Z-electrospray. La technologie Z-electrospray consiste a délivrer les ions a I’entrée du
spectromeétre avec une trajectoire qui ressemble a la lettre “Z” (figure 24). La méthode
d’ionisation “Z-spray” ' est plus efficace que la méthode en “trajectoire droite”. Dans la
méthode conventionnelle, la trajectoire des ions (molécules chargées) et la trajectoire

des molécules du solvant (molécules neutres) est la méme. Donc, quand les ions sont
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attirés par le champ électrique vers I’entrée du spectromeétre, les especes neutres du
solvant s’accumulent a I’entrée, ce qui la bloque, ainsi, la sensibilité du spectromeétre
diminue. En revanche, dans les sources Z-spray, 1’entrée du spectrometre est situé¢e dans
un axe perpendiculaire a I’axe du capillaire, de manicre que les ions soient dirigés vers
I’entrée du spectrométre et les molécules neutres continuent dans la trajectoire droite.

La désolvatation est donc meilleure et la sensibilité du spectrométre augmente.

Le Step-Wave

Le StepWave assure la transmission des ions de la source d’ionisation jusqu’au
quadripdle. Il est formé de deux tubes T-Wave, un de grand diamétre et un autre de petit
diametre (figure 23). Les deux tubes sont parall¢les 1’un sur 1’autre et ils sont connectés
par un canal d’ions. La technologie T-Wave consiste a utiliser des voltages de
radiofréquence (RF) pour confiner les ions dans un axe radial (flux jaune dans la figure
23). Les ions rentrent d’abord dans le guide a ion large, un courant continu (DC) est
appliqué pour dévier les ions vers le petit guide. Les molécules neutres sont inaffectées
par le DC et continuent leur chemin dans le guide large et ils seront évacuées (flux bleu
dans la figure 23). Ce processus en “off-axis design” permet d’éliminer les
contaminants et transmettre plus d’ions et donc augmenter la sensibilité et diminuer la

limite de détection.
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Figure 24. - Schéma du StepWave. Le flux jaune correspond aux analytes et le flux bleu

sont les contaminants (tiré des documents de Waters [182]).

Le quadripéle
Il se situe avant la cellule de mobilité (figure 22). Le quadripole (Q) est un analyseur
qui peut étre utilis¢é comme un filtre de masse pour sélectionner un rapport m/z donné.
Le quadripdle opere sur la notion de stabilité de trajectoire. Il est composé de 4 barres
cylindriques. Les barres opposé€es sont mises sur un méme voltage de méme signe, le

voltage est formé d’un courant continu (DC) et d’un voltage de radiofréquence (RF).

Le TriWave
La fonction principale du TriWave est la séparation par mobilité ionique. La mobilité
ionique rajoute une nouvelle dimension a I’information obtenue par la spectrométrie de
masse. Les ions sont séparés en quelques millisecondes. Ceci s’intercale parfaitement
entre les microsecondes de I’analyse TOF et les secondes de [’analyse par
chromatographie liquide. Le TriWave est composé de 3 tubes T-Wave (figure 22). Le
tube central est la cellule de mobilit¢ TWIMS. Un champ électrique pseudo-continu est
appliqué pour faire déplacer les ions et un voltage de radiofréquence (RF) pour eenfiner
les confiner. Le champ électrique pseudo-continu crée des vagues qui propulsent les
ions. Les deux tubes avant et apres la cellule de mobilité sont appelés Trap et Transfer
respectivement. Le Trap accumule les ions durant le cycle de mobilité en cours, ce qui
augmente le « duty cycle », et délivre les ions par paquets donnant le temps de départ
pour la mobilité. Le tube de mobilité est constitué de deux sections: la premiere,
remplie d’hélium, a pour fonction de permettre 1’entrée des ions dans une région de
haute pression, qui nécessite une accélération préalable des ions tout en limitant leur
fragmentation [183]. Le Transfer transmet les ions de la cellule de mobilité vers
I’analyseur de masse (TOF). Le TriWave permet la fragmentation des ions par réglage
des potentiels d’accélération entre ses différentes parties. La fragmentation des ions
peut se faire soit dans le Trap, soit dans le Transfer. Si la fragmentation est réalisée dans
le Trap, les ions fragments peuvent €tre séparés non seulement par leurs m/z mais aussi
selon leurs structures tridimensionnelles, dans la cellule de mobilité. Par contre, si la
fragmentation se fait dans le Transfer, deux isoméres de méme m/z peuvent étre d’abord
séparés dans la cellule de mobilité et ensuite fragmentés dans le Transfer. Leurs

fragments vont avoir le méme temps de dérive que leurs précurseurs respectifs. Par
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conséquent, le couplage IMS-MSMS fournit des informations sur la structure

tridimensionnelle et la composition des molécules.

4. La fragmentation en phase gazeuse

Il s'agit d'un processus couramment employé en spectrométric de masse, qui
consiste a provoquer des fragmentations d'ions en phase gaz. Pour cela, les ions sont
accélérés dans une cellule dans laquelle régne une pression de gaz trés modérée. L'ion
entre en collision avec les molécules de gaz et accumule progressivement une énergie
interne qui le conduit a se fragmenter. On appelle ce processus la dissociation induite
par les collisions (En anglais, collision-induced dissociation, CID). Il existe d'autres
manicres pour fragmenter des ions en phase gaz, comme la capture de photons dans

l'infrarouge ou dans l'ultraviolet, ou encore la capture d'électron(s).

Le couplage de la spectrométrie de masse a la mobilité ionique dans le spectrométre
de masse que nous utilisons permet de transférer des ions préalablement séparés par
mobilité ionique dans une cellule de collision. Ainsi, les ions en sortie de la cellule de
mobilité (ions précurseurs) peuvent étre fragmentés et les ions fragments sont alors
injectés dans un analyseur a temps-de-vol (En anglais, time-of-flight, TOF) pour en

mesurer le rapport m/z.

IlIl. La chromatographie en phase liquide a haute performance

(CLHP)

La chromatographie liquide est une technique analytique couramment utilisée pour la
séparation des peptides et protéines. Cette technique emploie une phase liquide et une
phase stationnaire. Les molécules sont entrainées par la phase liquide et séparées selon
leurs interactions chimiques avec la phase liquide d’une part et la phase stationnaire
d’autre part. C’est une technique séparative robuste qui propose une multitude de modes

dédiés a la séparation des mélanges.

1. La chromatographie liquide en phase inverse (RP-CLHP)
Dans ce type de chromatographie liquide, la phase stationnaire est une phase apolaire.

Par conséquent, les molécules hydrophiles sont éluées en premier alors que les
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molécules plus hydrophobes sont retenues par la phase stationnaire et donc ¢luées
tardivement. Une phase apolaire est obtenue par le greffage covalent de chaines alkyles
sur les groupements silanols des supports stationnaires en silice [184]. La longueur des
chaines alkyles greffées est variable, elle peut aller de quatre a dix-huit carbones pour
développer des rétentions variables avec la phase stationnaire, qui feront varier le temps
de migration. Les molécules hydrophobes comme les peptides et les protéines retenues
par la phase stationnaire sont ¢éluées grace a I’augmentation du pourcentage du solvant

organique dans la phase mobile.

2. Couplage avec la spectrométrie de masse

La chromatographie liquide en phase inverse est facilement couplée a la spectrométrie
de masse parce qu’elle peut se faire avec des phases mobiles compatibles avec
I’ionisation des molécules en spectrométrie de masse (acétonitrile ou méthanol). C’est
donc une technique de choix pour I’analyse de peptides et de protéines. Le couplage
LC/MS permet de faire une séparation des molécules avant I’analyse masse, ce qui
simplifie 1’identification des protéines par le biais d’une séparation chromatographique
au préalable [185]. La différenciation entre des isomeres devient possible et I’analyse
d’échantillons complexes comme par exemple les digestats de protéines est facilitée
[150]. Pour simplifier, la chromatographie liquide permet de traiter I’échantillon avant
son entrée dans le spectrométre de masse. Les peptides des digestats sont d’abord
séparés par la chromatographie puis analysés par la spectrométrie de masse. Il devient
alors plus facile de sélectionner des peptides d’intérét et de les fragmenter en phase

gazeuse afin de caractériser leur structure peptidique [153].
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Chapitre 4 Matériels et méthodes.
L. Mateériel et méthodes pour I’analyse des tubulines

1. Purification des tubulines a partir de cerveau de porc

Des peptides issus de tubulines de cerveau de porc ont été utilisés comme matériel
biologique. La purification de tubulines se fonde sur Il'alternance d'étapes de
polymérisation et de dépolymérisation. Le protocole de la purification est détaillé a la
figure 24. La dépolymérisation se fait a 4°C dans le tampon BRB80 (Brinkley BR
Buffer 1980: communément utilis¢ pour polymériser les microtubules). La
polymérisation se fait & 30°C en présence de GTP et de glycérol, car le GTP inhibe la
dépolymérisation. La seconde polymérisation se fait dans un tampon HMPB (High
molarity PIPES buffer) a 1M de PIPES (Acide pipérazine-N,N'-bis(2-
ethanesulfonique)), ce qui permet d'enlever tous les MAPs fixées aux microtubules
[186]. Cette étape remplace la chromatographie sur phosphocellulose utilisée dans les
anciens protocoles [31]. Les centrifugations sont menées a 4°C (dépolymérisation) ou a
30°C (polymérisation). Apres la deuxiéme polymérisation, un coussin de saccharose est
utilisé dans la centrifugation de microtubules. Nous mettons du saccharose au fond du
tube d'ultracentrifugation ; les microtubules, qui sont lourds, vont percer le coussin et
sédimenter, alors que tout ce qui est plus 1éger restera au-dessus du coussin. Ainsi, dans

le culot se trouvent les microtubules purifiés.

Tampons et solutions utilisées

Tampon de dépolymérisation (TD) :

* 50 mM de MES (acide 2-(N-morpholino)éthanosulfonique).
* 1 mM de CaCl,.

Tampon HMPB :

* 1M de K-PIPES pH 6.,9.
* 10 mM de MgCl,.

* 20 mM d’EGTA.

Tampon BRBS0 :
* 80 mM de K-PIPES (pH 6,8).
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* 1 mM de MgCl.
* 1 mM d’EGTA.

GTP 200 mM:
* 0,1 gde G8877 de Sigma.
* 1 mL d’HO.

Coussin de saccharose:
* 1 g de saccharose.

* 3,3 mL de glycérol.
* 6,6 mL de BRBS8O0.

Polymérisation des Dépolymeérisation des
microtubules a 37 °C microtubules avec du
pendant 60 min TD dans la glace
pendant 30 min
Homogénat  coifgation Centrifugation ~ Culot de Centrifugation  Surnageant
de cerveaux — Surnageant —————— microtubules —  contenant les
de porc A 29,000 g, 4 °C + A 160,000 g, A 80,0009, 4°C tybulines +
pendant 60 min  1vol HMPB +1 37°C pendant 30 pendant 30 min |
vol glycérol + min | { 1vol HMPB +1
Culot &liminé « —— ATP +GTP) Culot éliminé «—— / vol glycérol +
- g ! ga\'\of/\/w“ ATP +GTP)
Surnageant Ge“\“\i-*‘”/
éliminé Surnageant - 9 420
e “,I.,:-/ };f:g‘(:;?\“a“ Polymérisation
3
Centrifugation  cylot de " 2g ?neicstrotubules a
Tubulines 37 °C pendant
A congeler dans 'azote A 100,000 g, 4°C microtubules 30 min
liquide pendant 10 min
/ Dépolymeérisation des

Culot éliminég «—— 3
microtubules avec du

BRBB80 dans la glace
pendant 10 min

Figure 25. — Schéma descriptif de la purification des tubulines a partir de cerveaux de
porc. Les cerveaux de porc sont mixes et conservés dans du TD. Apres une premiére
centrifugation a froid pendant 60 min on garde le surnageant (contient des microtubules
dépolymérisés) et on élimine le culot. Dans le tube du surnageant, on rajoute du 1 volume
de HMPB, 1 volume de glycérol et du GTP, et on met le tube dans un bain-marie a 37 °C
pour que les tubulines se polymérisent. La deuxieme centrifugation se fait a 37 °C afin
que les microtubules ne se dépolymérisent pas et restent dans le culot, a cette étape on
élimine le surnageant. Les microtubules sont ensuite dépolymeérisés dans le TD a froid
pendant 30 min. Par conséquent, la troisieme centrifugation se fait a froid, pour donner
un surnageant contenant les tubulines, a cette étape, c’est le culot qui est éliminé. Le
surnageant est donc mis pour une deuxieme polymérisation a 37 °C et pendant 30 min.
Cette polymérisation est suivie d 'une centrifugation a 37 °C pendant 30 min pour donner
un culot de microtubules. Les microtubules sont ensuite dépolymérisés et centrifugés a
froid pendant 10 min pour donner des tubulines pures (surnageant).

2. Production des peptides C-terminaux des tubulines

65



Digestion enzgymatique
La tubuline purifiée est digérée par I'endoprotéase endoAspN afin d'en libérer
I'extrémité C-terminale. La digestion se fait pendant Sh a 36°C. Le rapport massique
enzyme/substrat (E/S) doit étre de 1/400. Pour digérer 400 pg de tubuline, il faut donc
utiliser 1 pg d'endoAspN (Promega, Wisconsin, Etats-Unis). L'endoAspN est
commercialisée sous forme de lyophilisat en fioles de 2 ug (Il est préférable d'utiliser
toute la quantité et d’éviter de recongeler). Pour redissoudre la protéase, on ajoute 50
pL d'eau bidistillée dans la fiole. La réaction de protéolyse est stoppée en congelant le

tube en attendant la chromatographie échangeuse d'anions.

Séparation et purification des peptides C-terminaux des tubulines par
chromatographie échangeuse d’ions

Les peptides d'intérét, les peptides C-terminaux des tubulines, sont trés acides car a
forte composante acide glutamique. Leur acidité est, de plus, incrémentée par les
polymodifications. La chromatographie échangeuse d'anions est idéale pour séparer les
peptides composant le mélange. Nous avons utilisé un systéme Akta Purifier avec une
colonne Resource Q 1 mL (GE Healthcare). Le tampon A contient 20 mM Tris-HCI,
50mM NacCl, pH 8.0, alors que le tampon B correspond au tampon A mais avec 1M de
NaCl final. Un gradient de 0 a 100% de tampon B est réalisé en 40 min avec un débit de
0.1 mL/min. Les peptides ont été détectés par un détecteur UV (longueur d’onde de 214

nm).

3. Spectrométrie de masse a mobilité ionique
La caractérisation structurale des peptides C-terminaux des tubulines est effectuée par
spectrométrie de masse a mobilité ionique. L’instrument utilis¢ est le Synapt G2-Si
HDMS (Waters, UK). Le mode d'ionisation est l'électronébulisation (En anglais,
electrospray ionisation, ESI), ce qui impose un dessalage des peptides grace a la

chromatographie en phase inversée.

Matériel synthétique
Pour valider I’approche expérimentale des peptides synthétiques, mimant la structure
des tubulines glycylées, ont ét¢ employés (PSL, Germany). Les peptides synthétiques,
conditionnés avec du sel trifluoroacétate d'ammonium (toutes les fonctions carboxylate

sont protonées, seule la fonction o-amine est protonée et le contre-ion est le
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trifluoroacétate), ont été redissous dans de I'acétonitrile 50% (V/V) dans I'eau contenant

1% d'acide formique. La concentration des solutions ainsi constituées est de 1pmol/puL.

Préparation de l'échantillon
Le dessalage des fractions chromatographiques se fait selon la méthode décrite par
Rusconi et al [187], a l'aide d'une microcolonne préparée a 1’aide d’un cone effilé
(Eppendorf gel loader) et de la résine polymérique similaire a de la résine de phase
inversée (Résine POROS 50 R2), que l'on conserve dans de l'acétonitrile pur. La
solution d'équilibration de la colonne est l'acide formique 1% dans 1'eau et la solution
aqueuse d'élution est composée d'acétonitrile 50% (V/V) acidifié a 1% (V/V) d'acide
formique. Avant de percoler ['échantillon dans la micro-colonne, celui-ci est
préalablement acidifi¢ avec 3% d'acide formique afin de protoner les fonctions
carboxyliques des résidus acides afin qu’ils s'adsorbent a la résine hydrophobe. Le
dessalage a proprement parler s'effectue en ringant la colonne a l'acide formique 1%
(V/V) dans l'eau. L'¢lution est alors opérée en percolant dans la colonne le tampon

d'élution. L'éluat est alors prét a étre analysé par spectrométrie de masse.
Spectrométrie de masse en tandem

Les peptides ont été fragmentés par CID dans le compartiment Transfer du TriWave.
L’énergie de collision (CE) a été optimisée suivant le peptide analysé, elle se situe entre

16 et23 V.

Conditions de la source d’ionisation

Le potentiel d'électronébulisation était de 3,2 kV. La température de la source et celle de

désolvatation étaient de 80°C et de 280 °C respectivement.

Conditions du TWIMS
Le gaz tampon dans la cellule de mobilité est I'azote, a une pression de 3 mbar. Deux
parametres de mobilité fondamentaux peuvent étre réglés par l'utilisateur: la vitesse de
la vague (wave velocity, WV) et la hauteur de la vague (wave height, WH). Une
explication du fonctionnement de la cellule de mobilité Tri-Wave de chez Waters est
proposée au chapitre 2, mais ces deux paramétres déterminent la capacité de la cellule
de mobilité a séparer nos peptides synthétiques diglycylés. Nous avons fait varier ces

deux parametres afin d'avoir la meilleure séparation par mobilité ionique des deux

67



peptides synthétiques. Les valeurs suivantes ont été retenues: WV = 722 m/s ; WH =
18.9 V. Pour avoir une meilleure séparation, de nouvelles valeurs ont été utilisées : WV

=1000 m/s ; WH =40 V.

Il.  Matériel et méthodes pour [analyse des hormones de

croissances

L’hormone de croissance humaine naturelle a été achetée de 1’institut NIBSC (Londres,
UK), ’hormone de croissance recombinante saisie de douane a été fournie par I’AFLD
(Chatenay-malabry, France), ’hormone de croissance humaine pharmaceutique a été

achetée dans une pharmacie locale (Orsay, France).

1. Ultrafiltration

L’ultrafiltration par des concentrateurs de type Vivaspin permet de nettoyer, modifier la
composition du tampon et concentrer 1’échantillon. Les concentrateurs Vivaspin sont
des dispositifs constitués par une membrane permettant de filtrer les molécules en
fonction de leur masse moléculaire. Nous avons utilisé des concentrateurs (Sartorius,
France) avec un cut-off de 5 kDa. Ce cut-off est compatible avec la masse molaire de
I’hormone de croissance (22 kDa). Cette masse est convenable pour I’hormone de
croissance qui fait 22 kDa. Ces dispositifs fonctionnent par ultracentrifugation jusqu’a
14000 g. Nous avons filtré 3 types d’hormones de croissance dans 1’acétate
d’ammonium (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) pH 8,5, la hGH pituitaire, la hGH
pharmaceutique (N) et la hGH saisie de douane (G). La filtration a été faite a 4°C a
14000 g en 3 runs de 20 min. Les échantillons filtrés ont été ensuite analysés par

spectrométrie de masse MS.

2. Analyse de spectrométrie de masse des hormones de
croissances

Les hormones de croissance humaines intactes filtrées ont été analysées par TOF-MS
(Synapt G2-Si HDMS, Waters). Les échantillons ont été¢ dilués dans 50% (V/V)
d’acétonitrile avec 2% (V/V) d’acide formique. Les échantillons ont été ionisés par
¢lectronébulisation avec un voltage de capillaire de 2.8 kV. La température de la source

et celle de désolvatation étaient de 80°C et de 280 °C respectivement.
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3. Digestion enzymatique de I’hormone de croissance

Les hormones de croissance ont été digérées par la trypsine (Promega, Wisconsin,
USA) avec un rapport E/S 1:100 sur la nuit. Avant la digestion les protéines ont été
réduites avec 5-10 uM (Concentration finale en solution) de DTT (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) pendant 2 heures a 56 °C et puis alkylées dans le noir pendant 1 heure
avec 3 uM (Concentration finale en solution) d’iodoacétamide (Sigma-Aldrich, St.

Louis, USA).

4. Chromatographie liquide en phase inverse couplée a la
spectrométrie de masse

La chromatographie liquide en phase inverse a été utilisée pour purifier et séparer les
différentes formes de I’hGH intacte et pour séparer les peptides aprés digestion
enzymatique. L’hormone de croissance intacte a ét¢ analysée avec une colonne C8 alors
que son digestat a ét¢ analysé avec une colonne C18. Le choix des colonnes est justifié
par le poids moléculaire de chaque analyte. En effet, plus la chaine carbonée de la
colonne est longue, plus sa capacité a retenir les molécules est grande. Par conséquent,
pour retenir les peptides (faible poids moléculaire) on utilise des colonnes avec longues
chaines carbonées et pour les protéines (poids moléculaire moyen pour la GH), on

utilise une colonne avec un chaine carbonée plus ou moins longue.

Pour I’hGH intacte, une colonne C8 (300 A, 4,6mm x 250 mm, diamétre des particules
Sum, Interchim, France). Les protéines ont été éluées avec 70% (V/V) de phase B. La
phase mobile A est une phase aqueuse a 0.1% (V/V) d’acide formique. La phase mobile
B est composée de 90% (V/V) d’acétonitrile, 10% (V/V) H2O et 0.1% (V/V) d’acide

formique.

Pour les peptides issus de la digestion de hGH, une colonne C18 (300 A, 2,1mm x 50
mm, diametre des particules 1,7um, Waters, UK) a été utilisée. Un gradient a été utilisé
pour éluer les peptides. La phase mobile A est une phase aqueuse a 0.1% d’acide
formique. La phase mobile B est composée de 90% (V/V) d’acétonitrile, 10% (V/V)
H>0 et 0.1% (V/V) d’acide formique. Le gradient est détaillé¢ dans le tableau 1.
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Temps (min) A% | B%
5 95 5

15 80 120
25 50 |50
30 0 100
45 0 100
50 95 5

60 95 5

Tableau 1- Gradient CLHP en phase inverse pour séparer les peptides de la hGH.
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Chapitre 5 Caractérisation
des polymodifications des tubulines

Afin d'établir I'intérét de la mobilit¢ pour améliorer la compréhension des
difficultés présentées dans le premier chapitre (paragraphe 5) dans le domaine des
polymodifications des tubulines, nous avons choisi un couple de peptides C-terminaux

de tubuline alpha diglycylés isomeres structuraux (figure 25).

Nous avons choisi des peptides dont les différences structurales sont les plus faibles
possible par rapport a celles que nous serons susceptibles de rencontrer lors d'analyses
de peptides biologiques. Ces deux peptides synthétiques sont des isomeres de site, 1'un
portant une chaine latérale diglycine sur un seul site et l'autre portant deux résidus

glycine mais chacun sur un site différent (voir figure 24).

VEGEGEEEGEE VEGEGEEEGEE
G GG

G

Figure 26. - Peptides de synthése diglycylés. Ces deux peptides ont la méme
masse moléculaire (Muonoisotopigue=1305,484 Da) ; le pic de masse pour l'ion

[M+2H]?* est attendu a m/z 653,73.

L. Veérification structurale des peptides synthétiques

Il nous a fallu en tout premier lieu vérifier que leurs structures étaient celles
attendues (figure 25). Ceci a pu étre déterminé par spectrométrie de masse
conventionnelle. En effet, les deux peptides, étant des isoméres, devaient produire
exactement le méme spectre de masse. En revanche, l'on pouvait s'attendre a des

spectres de fragmentation différents.

Ces suppositions ont été confirmées : 1'analyse par spectrométrie de masse ESI-TOF
des deux peptides pris isolément a produit des pics de masse a une valeur identique
correspondant a la valeur m/z calculée (m/z 653,73) pour des ions bichargés. Les
spectres illustrés a la figure 26 montrent bien que les deux peptides de synthése ont la

méme masse.

72



A:VEGEGEEEGEE

B: VEGEGEEEGEE

= 3.5e+06- A

3.0e+06
25e+06]
208406
156405
108405

5.0e+05

I
vegege--gg-eegee_000001 & 3A5e+06-: B vegege--g-e--g-egee_000001 @
[M+2H)** ] [M-+2H]**
653.7512 3.0e+06 653.7512
2.5e+06-]
2.0e+06-] ‘
\ 1.5e+06-]
i \ ] t
] i
gt el A 1.0e+06 L0 NIAN \
6535 6540 6545 6550 65 h 6535 6545 6550
“ 5.0e+05-] h
A L I llk l,d i

T
800

T
900

m/z

T
600

t
700

T T
800 900
m/z

Figure 27.- Spectres de masse de peptides isoméres de structure. M onoisoropiqgue=1303,484
Da ; [M+2H]*" @ m/z catewic 653,73 et m/z mesurs 653,75. Les conditions d’analyses : 3 kV

pour la tension du capillaire, 80 °C pour la température de la source et 280 °C pour la

température de désolvatation. Spectres obtenus aprés infusion d’une solution de peptides

directement dans la source.

Nous avons donc fragmenté chacun des deux peptides isolément par CID. Les

spectres de fragmentation obtenus sont montrés a la figure 27 sont différents. En effet,

le spectre A contient la signature de la structure diglycylée sur un seul site, alors que le

spectre B correspond de la structure a deux résidus glycine sur deux sites différents.
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Figure 28. - Spectres de fragmentation en phase gazeuse. lons précurseurs [M+2H]*" a
M/Z mesure 033,75. A: spectre CID du peptide diglycylé a structure linéaire. B: spectre CID
du peptide diglycylé a structure multisite (figure 11). Les conditions d’analyses : 3,2 kV
pour la tension du capillaire, 80 °C pour la température de la source et 280 °C pour la
température de desolvatation. L énergie de collision était de 20 V. Spectre obtenu aprés

infusion de la solution de peptide directement dans la source.

Aprés avoir établi que les peptides synthétiques avaient bien les structures

attendues, nous avons étudié¢ leur mobilité en phase gaz.

II.  Séparation par mobilité ionique des peptides isomeres

Afin de comparer les mobilités ioniques des deux peptides, nous les avons mélangés
dans une solution équimolaire a 0,5 pmol/uL (0,5 uM) finaux. Le mélange a été analysé
par spectrométrie de masse a mobilité ionique. Le mobilogramme montré a la figure 28
montre que le mélange comporte des ions dont la mobilité est significativement
différente, avec des temps de dérive compris entre 1,25 ms et 2,75 ms. On constate que
la résolution des especes ioniques n'est que partielle, puisque les deux pics a 1,66 ms et

a 2,35 ms ne sont pas séparés par un retour a la ligne de base.
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Figure 29. - Spectre de mobilité ionique d'un mélange 50%/50% de deux peptides
isomeriques diglycylés. Les conditions d’analyses : 3,2 kV pour la tension du capillaire,
80 °C pour la température de la source et 280 °C pour la température de désolvatation.
Les paramétres de mobilité étaient 722 m/s pour la WV et 18,2 V pour la WH. Le gaz

tampon utilisé est [’azote N..

Afin de vérifier que les deux pics de mobilité correspondaient aux peptides
diglycylés, nous avons extrait les spectres de masse associés aux aires sous ces deux
pics (rouge et bleu de la figure 28). Les especes moléculaires responsables de chacun
des deux pics de mobilité sont bien I'un et l'autre des peptides diglycylés. Mais ce
renseignement ne permettait pas d'attribuer aux différentes mobilités ioniques observées
une structure d'isomere définie. En premiére hypothése, nous pouvions supposer que
I'espece moléculaire responsable du temps de dérive le plus court soit le peptide
diglycylé sur deux sites, car plus compact que son isomere (cf. figure 27). Pour
confirmer cette possibilité, les ions issus de la cellule de mobilité ont été fragmentés par

dissociation induite par la collision (CID)

1. Identification des peptides isomeéres séparés par mobilité
ionique
Puisque nous avions déja établi que les deux peptides diglycylés avaient des profils

de fragmentation différents, nous espérions pouvoir tirer parti de ces signatures dans

75

miz



une expérience de fragmentation CID sur les ions préalablement séparés dans la cellule

de mobilité.

L'intégration des spectres de fragmentation pour les ions sortis de la cellule de
mobilité entre 1,25 ms et 1,75 ms (aire rouge de la figure 28) produit le spectre présenté
sur la figure 28. Le pic de masse a m/z 649.24 correspond a l'ion-produit y5
monoglycylé (calculé: m/z 649,23) et le pic de masse a m/z 658,28 correspond a l'ion-
produit b6 monoglycylé (calculé: m/z 658,27). 1l s'agit donc du peptide biglycylé sur
deux sites, ce qui conforte notre hypothése selon laquelle il a une structure plus

compacte que l'autre.
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Figure 30. - Spectre de fragmentation CID aprés parcours de la cellule de mobilité --
ion précurseur au temps de dérive court. Les conditions d’analyses : 3 kV pour la
tension du capillaire, 80 °C pour la température de la source et 280 °C pour la
température de desolvatation. L énergie de collision était de 23 V. Spectre obtenu aprés

infusion de la solution de peptide directement dans la source.

La confirmation de ce résultat vient de I'analyse par fragmentation des ions issus de
la cellule de mobilité entre 2,37 ms et 2,75 ms (aire bleue de la figure 28). Le spectre de
fragmentation obtenu est représenté a la figure 29. Le pic de masse a m/z 715,30
correspond a l'ion-produit b6 diglycylé (calculé: m/z 715,28) et le pic de masse a m/z
592,22 correspond a l'ion-produit y5 non glycylé (calculé: m/z 592,21).
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Figure 31. - Spectre de fragmentation CID aprés parcours de la cellule de mobilité --
ion précurseur au temps de dérive long. Les conditions d’analyses : 3,2 kV pour la
tension du capillaire, 80 °C pour la température de la source et 280 °C pour la

température de désolvatation. L energie de collision était de 23 V.

En résumé, les deux isomeres peptides sont effectivement séparés dans la cellule de
mobilité et par fragmentation CID. Par contre, cette séparation n’est pas parfaite, parce
que les deux peptides restent un peu mélangés dans la cellule. En effet, le fragment
b6+G signature du peptide diglycylé multisite est aussi présent dans le spectre du
peptide diglycylé monosite mais avec une faible intensité. L’idée est que si nous
parvenions a obtenir une séparation, méme relativement limitée, celle-ci doit permettre
d’ouvrir la voie a une séparation bien meilleure d'autres isomeres peptidiques issues de

préparations de tubulines biologiques.

On peut noter que Wu et al [188] sont parvenus a obtenir une séparation avec un
retour a la ligne de base de peptides isomeres. C’est probablement que leurs peptides
avaient une différence plus grande. Nous n'avons pas eu toutes les données pour faire
les calculs de section efficace de collision de nos deux peptides synthétiques et nous ne
sommes donc pas en mesure d'indiquer quel est le taux de différence entre les deux

sections.
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2. Optimisation des paramétres de mobilité ionique

Sur le Synapt G2Si-HDMS (voir paragraphe 2.d, chapitre 3 pour plus
d’explications), ’utilisateur ne reégle pas directement le temps d’observation de la
mobilité ionique. L’acquisition des différents points temporels est synchronisée avec les
impulsions du pusher du temps de vol, lui-méme cadencé par le temps pris par les ions
les plus lourds pour parcourir le temps de vol. De plus, I’instrumentation fixe a 200 le
nombre de cycles du pusher au cours d’une séparation en mobilité. Le temps dévolu a la
séparation est donc fixé a I’avance par des paramétres sans lien direct avec ceux de
mobilité (cadencement du pusher du temps de vol et un total de 200 bins). Par exemple
une séparation de 69 ps entre les impulsions du pusher, fixé par une gamme de masse
avec un m/z maximum de 2000, conduira a une durée totale d’enregistrement de 200 x
0,069 = 13,8 ms, avec un point tous les 69 ps (1 bin). Apres la fin des 13,8 ms (200
bins), la cellule de dérive doit €tre vide avant le début d’une nouvelle séparation d’ions.
Si une nouvelle séparation commence alors que des ions de la séparation précédente
sont toujours présents dans la cellule de dérive, un phénomene qui s’appelle « carry-
over » se produit (Figure 31). Les résultats obtenus avec la présence de ce phénoméene
ne sont pas considérés comme corrects, car, pour des raisons de synchronisation, le

temps entre cycles varie d’un cycle de mobilité a Iautre.

Pour éviter ce phénomene, le fabricant recommande de régler les parameétres
instrumentaux tels que la séparation d’ions se fasse entre les cycles de pusher 20 a 180
de manicre a garder les premiers et les derniers 20 bins toujours vides (cf. figure 31).
Les parametres de mobilité ionique doivent étre optimisés de manicre a respecter cette

reégle.

Les paramétres qui influencent sur la séparation en mobilité sont la Vitesse de la
vague (WV, en m/s), et la hauteur de la vague (WH, en V) et la pression du gaz qui
remplit la cellule de mobilité. Le « carry-over » est observé quand la hauteur de la
vague est tres faible ou la pression du gaz est trop élevée. La situation opposée résulte
en une mauvaise séparation, les pics sont trop proches. La meilleure séparation est
obtenue lorsque les pics sont étalés le plus possible entre les cycles 20 et 180 comme

pour I’exemple présenté a la figure 32.
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Figure 32. - Profil incorrect de séparation en mobilité ionique. 1l représente un
phénomene de « carry-over » entre deux cycles de mobilite.
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Figure 33. - Séparation de mobilité correcte. Les ions sont entre 20 et 180 bins. Les

parameétres TWIMS sont optimisés pour que la vitesse des ions ne soit ni, trop rapide, ni
trop lente.
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Les résultats présentés au début de ce chapitre ont été obtenus suite a une
optimisation des parametres jusqu’a 1’obtention du profil présenté. Les valeurs WH=18
V et WV=722 m/s ont produit un profil indiquant que les peptides sont séparés
partiellement. Ces parameétres donnent lieu a un profil de mobilité cohérent mais les
ions passent par un « carry-over » avant que le profil ne se stabilise. Ces résultats ont
été¢ discutés avec un expert de TWIMS, Kevin Giles (Corporate Scientific Fellow
Waters Corporation, Milford - MS Research). Il nous a confirmé que la séparation
obtenue n’est pas fiable parce qu’ un phénomeéne de « carry-over » a lieu. En effet, il
nous a expliqué que le voltage est remis a zéro aprés chaque cycle de mobilité et donc

une séparation ne peut pas se faire en deux cycles de mobilité.

3. Analyse de mobilité ionique avec des paramétres
conventionnels

Les résultats présentés ci-dessus ont été obtenus avec des paramétres de mobilité
ionique qui ne sont pas conventionnels. Par conséquent, nous avons répété 1’analyse
IMS-MS avec des parametres de mobilité optimisés avec la bonne méthode (WH=40 V;
WV=1100 m/s). Malheureusement, nous n’avons pas obtenu les mémes résultats
qu’auparavant. Il n’y a pas de séparation entre les deux conformations des peptides. Le
spectre de mobilité dans la figure 33 montre un seul pic pour chaque peptide, ainsi que

pour le mélange.
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Figure 34. - Comparaison entre les profils de mobilité ionique des peptides glycylés, sur
deux sites et un seul site et le mélange des deux. Ces profils ont été obtenus avec des
parameétres de mobilite conventionnels. Les conditions d’analyses : 3,2 kV pour la
tension du capillaire, 80 °C pour la température de la source et 280 °C pour la
température de desolvatation. Les parameétres de mobilité étaient 1000 m/s pour la WV et

40V pour la WH. Le gaz tampon utilisé est [’azote N.

Nous avons essayé d’optimiser les paramétres de mobilité ainsi que le débit de gaz dans
la cellule de mobilité. Toutes les combinaisons de parameétres qui respectaient les
normes de séparation en mobilit¢t TWIMS ne permettaient la séparation des deux
isomeres peptidiques. Nous avons aussi testé 1’expérience en mode d’ionisation
négative et nous avons obtenu les mémes résultats. Finalement, nous avons pensé que
I’addition de cations aux peptides pourrait stabiliser des structures différentes. Nous
avons testé plusieurs cations, le calcium, le plomb, le césium et le guanidinium [189].
Malheureusement, avec aucun des cations, nous avons pu obtenir un meilleur résultat.
Nous pouvions essayer d’autres méthodes comme le changement du gaz de la cellule de

mobilité mais nous n’avons pas pu le réaliser a cause du temps consacré a ce projet.
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IIl. Veérification structurale de la synthése de peptides glycylés

Dans le cadre de mon travail sur les tubulines, j’ai analysé une série de peptides
synthétiques glycylés. Les peptides ont été analysés par spectrométrie de masse
(analyseur de type Q-TOF) afin de confirmer qu’ils ont des structures identiques a
celles concue pour la synthése peptidique (figure 33). En effet, ces peptides ont été
utilisés pour produire des anticorps contre différentes structures de tubulines glycylées.
Ces anticorps sont utilisés pour détecter les cils primaires des cellules du systeme

nerveux. (figure 33).

Pepl-G : NHQ-CDEQGEFEEEEG-CONHQ Pepl-GG : NHQ—CDEQGEFEEEEG—CONHQ
G
G
Pep2-G : NHQ—CTADEQGEFEEE—CONHQ Pep2-GG : NHQ—CTADEQGEIFEEE—CONHQ
¢ &
POI)3-G : NHQ-CEQGEFEEEEGE-CONHQ Pep3-GG : NHQ'CEQGEFEEEEGE'CONHQ
¢ &

Figure 35. - Peptides synthétiques avec des motifs de glycylation. Les structures ont été

choisies pour mimer des tubulines glycylées.

Chaque peptide a été analysé individuellement, il a été, tout d’abord, sélectionné par
m/z et ensuite fragmenté par collision (CID : collision-induced dissociation). Tous les
spectres de fragmentation montrent que les peptides synthétiques ont bien les mémes
séquences peptidiques et les motifs de glycylation congus (figure 34). Les séquences
peptidiques ont été vérifiées par les fragments-produits (ions b et y) alors que pour les
structures de glycylation, le travail a été complexe. Il fallait chercher des fragments-
produits bien spécifiques a chaque motif de glycylation. Ces fragments spécifiques de
chaque peptide ont été choisis en rajoutant la masse du motif de glycylation a certains

ions b et y.

La figure 35 montre le spectre de fragmentation du peptide control (non glycylé).
L’absence de la glycylation est confirmée par la présence des ions b8 et y7 dans le

spectre de masse.
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Figure 36. - Spectre de fragmentation CID du peptide controle. Les conditions
d’analyses : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 80 °C pour la température de la source
et 280 °C pour la tempéerature de désolvatation. L ’énergie de collision était de 22 V.

Spectre obtenu apres infusion de la solution de peptide directement dans la source.

Les spectres de fragmentation des peptides monoglycylé Pepl-G et diglycylé Pepl-
GG sont représentés dans les figures 36 et 37 respectivement. Les fragments signatures
du peptide Pep1-GG sont les ions b8 (m/z 1052,36) et y6 (852,33) avec deux glycines
rajoutées sur chacun d’eux. Pour le peptide Pepl-G, les ions fragments y5-G et b8-G

sont spécifiques pour sa structure.
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Pepl-G : NH-CDEQGEFEEEEG-CONH,
G
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Figure 37. - Spectre de fragmentation CID du peptide pepl-G (monoglycylé). Les
conditions d’analyses : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 80 °C pour la température
de la source et 280 °C pour la température de désolvatation. L énergie de collision était

de 19 V. Spectre obtenu apres infusion de la solution de peptide directement dans la

source.
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Figure 38. - Spectre de fragmentation CID du peptide pepl-GG (diglycylé). Les
conditions d’analyses : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 80 °C pour la température

de la source et 280 °C pour la température de désolvatation. L énergie de collision était
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de 20 V. Spectre obtenu apres infusion de la solution de peptide directement dans la

source.

Le méme travail effectué pour les peptides pepl-G et pepl-GG, a été réalisé pour

les paires de peptides Pep2 et Pep3 (figures 38-41).

Pep2-G : NHy-CTADEQGEFEEE-CONH,
G
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Figure 39. - Spectre de fragmentation CID du peptide pep2-G (monoglycylé).
Les ions y7-G (encart de droite) et b8-G (encart de gauche) sont les fragments
signature de ce peptide. Les conditions d’analyses : 3,2 kV pour la tension du
capillaire, 80 °C pour la température de la source et 280 °C pour la température
de désolvatation. L énergie de collision était de 16 V. Spectre obtenu aprés infusion

de la solution de peptide directement dans la source.

Pour les peptides pep2-G et pep2-GG, les ions fragments signatures de leurs
structures sont les ions y7-G et b8-G (figure 38) pour le pep2-G et les ions y7-GG et b8-
GG pour le pep2-GG (figure 39).
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Pep2-GG : NH»-CTADEQGEFEEE-CONH,

G
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Figure 40. - Spectre de fragmentation CID du peptide pep2-GG (diglycylé). Les
ions y7-GG (encart de droite) et b8-GG (encart de gauche) sont les fragments
signature de ce peptide. Les conditions d’analyses : 3,2 kV pour la tension du
capillaire, 80 °C pour la température de la source et 280 °C pour la température
de désolvatation. L énergie de collision était de 18 V. Spectre obtenu aprés infusion

de la solution de peptide directement dans la source.

Finalement, pour les peptides pep3-G et pep3-GG, les ions fragments signatures
de leurs structures sont les ions y5-G et b8-G (figure 40) pour le pep3-G et les ions y5-
GG et b8-GG pour le pep3-GG (figure 41).
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Pep3-G : NHyC-EQGEFEEEEGE-CONH,
G
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Figure 41. - Spectre de fragmentation CID du peptide pep3-G (monoglycylé). Les ions

v3-GG (encart de gauche) et b8-GG (encart de droite) sont spécifiques de la structure

pep2-GG. Les conditions d’analyses : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 80 °C pour la

température de la source et 280 °C pour la température de désolvatation. L énergie de

collision était de 19 V. Spectre obtenu apres infusion de la solution de peptide

directement dans la source.
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Figure 42. - Spectre de fragmentation CID du peptide pep3-GG (diglycylé). Les ions y5-

GG (encart du gauche) et b8-GG (encart du droite) permettent [’identification de la
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structure pep3-GG. Les conditions d’analyses : 3,2 kV pour la tension du capillaire,
80°C pour la température de la source et 280 °C pour la température de désolvatation.
L’énergie de collision était de 18 V. Spectre obtenu apres infusion de la solution de

peptide directement dans la source.

On peut conclure de cette série de figures que la spectrométrie de masse en tandem est
utile pour I’identification et la séparation de peptides modifiés avec une glycylation sur

leurs chaines latérales [190].

1V. Analyses de peptides de tubulines polyglutamylées

En parallele des travaux présentés sur les peptides synthétiques. Nous avons analysé
des tubulines biologiques, purifiées a partir de cerveaux de porc. La stratégie analytique
est fondée sur le fait que les polymodifications des tubulines sont localisées dans la
queue C-terminale de ces protéines, une région tres acide, avec une forte prédominance
de résidus glutamate. Il s'agit donc d'effectuer les étapes suivantes dans la séquence
suivante : Purifier les tubulines a partir de cerveau de porc ; Digérer les tubulines par
l'endoprotéase endoAspN afin de libérer les peptides C-terminaux acides ; Purifier les
peptides C-terminaux par chromatographie échangeuse d'ions ; Dessaler les peptides C-
terminaux purifiés sur résine de phase inversée ; Analyser les peptides par spectrométrie

de masse.

1. Purification des peptides C-terminaux de tubulines

Les tubulines purifiées a partir de cerveau de porc ont ¢été digérées par
l'endoprotéase endoAspN, qui hydrolyse la liaison peptidique en N-terminal des résidus
aspartate. La ressemblance entre l'aspartate et le glutamate fait que cet enzyme coupe
parfois au niveau d'un glutamate, surtout quand le rapport massique enzyme/substrat
(E/S) est trop grand. Cette perte de spécificité est critique dans notre cas, car les
peptides C-terminaux de tubuline sont trés riches en résidus glutamate et la digestion de
la tubuline dans cette région n’est pas adaptée a notre stratégie analytique puisque c’est

cette région qui nous intéresse dans les tubulines. Le rapport E/S documenté dans la
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littérature dans le cas des tubulines est de 1/400 [46]. Nous avons donc testé deux
rapports, 1/400 et 1/200, afin d'établir s'il était possible d'augmenter la quantité

d'enzyme sans avoir de coupures aspécifiques.

Apres digestion, les mélanges peptidiques obtenus ont été soumis séparément a une
chromatographie sur colonne échangeuse d'ions afin de purifier les peptides C-
terminaux des tubulines. En effet, leur acidité est telle qu'ils sont aisément séparés de

tous les autres peptides et les fractions sont collectées pour une analyse ultérieure.

La figure 42 montre le chromatogramme obtenu, aprés digestion enzymatique a
rapport E/S de 1/400. Les peptides C-terminaux des tubulines sont ¢luées tardivement

(volume d’¢élution 18-21 mL).

200
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Figure 43. - Chromatographie échangeuse d'ions du mélange de digestion des
tubulines. Les tubulines ont été digérées par endoAspN a un rapport enzyme/substrat
1/400. Les traces rouge et bleue correspondent aux absorbances a 215 nm et 280 nm

respectivement. Les peptides C-terminaux des tubulines sont éluées entre 18 et 21 mL.
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2. Spectrométrie de masse des peptides C-terminaux des
tubulines

Les fractions de chromatographie échangeuse d'anions collectées ont été dessalées
selon le protocole publi¢ par [191] et analysées par spectrométrie de masse FT-ICR

(Fourier transform-ion cyclotronic resonance).

® ] runl-plaque2-2al2-2b11-dess_000001

900 950 1000 1050 1100 1150

Figure 44. - Spectres de masse de 4 fractions chromatographiques superposés dans le
logiciel mMass. L'identité putative des différents peptides C-terminaux de tubuline est
indiquée avec leur niveau de glutamylation. Les annotations Eo, E;, correspondent au
niveau de glutamylation observé sur les peptides. Spectres obtenu apres infusion de la

solution de peptide directement dans la source.

De maniére intéressante, nous nous sommes aper¢us que nous n'observions des pics
de masse correspondant aux peptides C-terminaux des tubulines que pour les fractions
¢luant tardivement au cours de la chromatographie échangeuse d'anions, dans les
massifs chromatographiques présents entre 18 et 20 mL (Figure 42). Ceci est tout a fait
cohérent avec le fait que ces peptides sont trés acides et qu'ils sont donc retenus plus

longuement dans la colonne au cours du gradient (voir figure 42).

Les données de masse les plus significatives ont été regroupées dans la Figure 43,
qui est le résultat de la superposition de différents spectres de masse obtenus pour les
différentes fractions du massif chromatographique éluant tardivement (20 mL). Nous
observons sur ces spectres des pics dont la valeur m/z correspond aux peptides C-

terminaux des tubulines avec un certain nombre de résidus glutamate additionnels (de 0

90

°
°




a 4), les masses de peptides ont été regroupées dans le tableau 2. Il est intéressant de

noter que les différents niveaux de glutamylation (jusqu’a 4 glutamates ajoutés) sont

observés dans des fractions de chromatographie distinctes :

plus le niveau de

glutamylation est important, plus le peptide concerné élue dans un pic de

chromatographie tardif. Ceci est cohérent avec le fait que la glutamylation est une

modification post-traductionnelle qui acidifie le peptide modifié. La Figure 44 illustre

cette observation.

Peptide  C-terminal de | m/z Charg | Agent | Niveau de | Volume | Intensité
tubuline e(z) |de glutamylati | d’élution

charge | on
DEQGEFEEEEGEDEA 882,304 2 HNa" | E0 19,3 mL | Faible
DEQGEFEEEEGEDEAE 935,839 |2 2H" El 19,6 mL | Moyenne
DEQGEFEEEEGEDEAEE | 1000,356 |2 2H" E2 19,8 mL | Moyenne
DEQGEFEEEEGEDEAEE | 1011,350 H'Na" | E2 19,8mL | Intense
DEQGEFEEEEGEDEAEEE | 1064,874 |2 2H" E3 20,2 mL | Moyenne
DEQGEFEEEEGEDEAEEE | 1075,869 | 2 H'Na" | E3 20,2 mL | Intense
DEQGEFEEEEGEDEAEEE | 1140,394 |2 2H" E4 20,4 mL | Faible
E
DATAEEGEFEEEAEEEVA | 1250,470 |2 H'Na" | E4 20,4 mL | Tres faible
EEEE

Tableau 2- Les valeurs m/; de quelques peptides C-terminaux de tubulines avec leurs
différents états de glutamylation. On retrouve des adduits sodium sur certains peptides.
L’intensité de chaque peptide differe selon son état de glutamylation.
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MAU 215 nm

Et Mary et al. [40], [47] qui ont étudi¢ les tubulines. Rusconi at al. [191] ont étudié la

télokine, qui fait I'objet de déglutamylations séquentielles et qui a donc pu étre purifiée
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Figure 45.- Fractions chromatographiques avec différents niveaux de
glutamylation observés par spectrométrie de masse. EO= pas de glutamylation, El1=
niveau 1 de glutamylation, E2= niveau 2 de glutamylation, E3= niveau 3 de

glutamylation, E= niveau 4 de glutamylation (voir figure 43).

Ces résultats de chromatographie sont en accord avec les données de Redeker et al.

directement par chromatographie échangeuse d'anions.

présents dans la figure 43 n'a pas encore été confirmée par fragmentation en phase

L'identité des especes moléculaires responsables des différents pics de masse
gazeuse. Cependant, nous avions préparé une liste des rapports m/z d'intérét afin de les

localiser au plus vite dans les spectres. L'objectif était de rechercher le plus rapidement

possible les pics d'intérét afin de les analyser dés que possible par mobilité ionique.

logiciel codé en langage Python.
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Toutefois, nous pensons qu'il s'agit des peptides C-terminaux de tubulines
polyglutamylées car ils ont tous élué en fin de gradient de chromatographie échangeuse
d'anions et la région C-terminale des tubulines est la plus acide de toute la structure
primaire. En outre, nous remarquons que l'intensité des pics de masse correspondant a
des peptides tétraglutamylés est trés faible (tableau 2), ce qui refléte la faible
concentration des hauts niveaux de glutamylation in vivo, comme décrit dans la

littérature [42].

V. Conclusion

Les polymodifications des tubulines sont impliquées dans différentes pathologies.
Par exemple, des anomalies de glycylation peuvent provoquer la stérilité [52], [53] et
des anomalies de glutamylation sont impliquées dans la neurodégénérescence [36]. Ces
pathologies sont reliées a des anomalies au niveau des microtubules. Ainsi, il est

important de caractériser I’origine biochimique de ces pathologies.

Les résultats présentés montrent que la spectrométrie de masse est un outil
analytique puissant pour la caractérisation des isoméres de structure. La spectrométrie
de masse en tandem était capable de différencier les deux peptides glycylés, sur deux
sites et sur un seul site. Des fragments signatures pour chaque structure ont été obtenus
par fragmentation CID pour confirmer la présence de structures correspondantes. Par

contre, en addition des fragments signatures, des fragments internes pour chaque
-E-E-
structures (pour le peptide glycylé sur un seul site G-G et le peptide glycylé sur deux
_IE_E_
sites G G ) ont complété 1’analyse. Ceci peut étre effectué en augmentant 1’énergie de

collision pour trouver la valeur qui produit ces types d’ions.

On peut conclure des résultats obtenus en mobilité ionique TWIMS que les
conditions expérimentales influencent directement les profils de mobilité obtenus. Le
phénomene de « carry-over » pourrait produire des faux positifs. Par conséquent, suivre
des instructions bien spécifiques durant I’optimisation des parametres du TWIMS est

crucial pour obtenir des résultats fiables.

Un travail plus élaboré en spectrométrie de masse en tandem, couplée a d’autres
techniques analytiques comme par exemple, la chromatographie liquide pourrait étre

réalisé a terme afin de caractériser les structures des tubulines polymodifiées.
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Chapitre 6 Analyse de I’hormone
de croissance par spectrométrie de masse

L’objectif du projet de recherche est de développer un test anti-dopage a I’hormone
de croissance. La premicre étape €tait de caractériser cette protéine. Comme 1’hormone
de croissance est présente sous forme naturelle et synthétique dans I’organisme de
I’adulte dopé, il a fallu analyser les deux formes. Les techniques analytiques que nous
avons utilisées pour caractériser les différentes préparations d’hormone de croissance

sont la chromatographie en phase inverse et la spectrométrie de masse.

L. Les préparations d’hormone de croissance humaine (hGH)
étudiées
Dans le cadre du projet, nos collaborateurs de ’AFLD (Agence francaise de lutte

contre le dopage) nous ont fourni des lots de saisie de douane d’hormone de croissance

que nous appellons par la suite, hGH saisie de douane (G).

L’hormone de croissance naturelle a été acheté de 1’Institut national des standards
biologiques (NIBSC, Ecosse, Royaume-Uni), appellée, hGH pituitaire. Nous avons
aussi travaillé sur des préparations d’hormone de croissance pharmaceutiques,

désignées par hGH pharmaceutique (N) et (Z).

II.  Ultrafiltration et préparation d’échantillon pour I’analyse de

spectromeétrie de masse

La spectrométrie de masse a ionisation électrospray ne tolére pas les contaminants
et les sels. Donc, il faut que les échantillons a analyser soient trés propres.
Malheureusement, les préparations pharmaceutiques contiennent un nombre important
d’excipients (par exemple, le poloxamer 188) qui sont incompatibles avec 1’analyse
directe en spectrométrie de masse. L’ultrafiltration par des concentrateurs de type
Vivaspin permet de nettoyer, modifier la composition du tampon et concentrer
I’échantillon. Les concentrateurs Vivaspin sont des dispositifs avec une membrane qui

ne laisse passer que des molécules avec un poids moléculaire spécifique. Nous avons
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utilisé des concentrateurs (Sartorius, France) qui laissent passer toutes les molécules au-
dessous de 5 kDa. Cette masse est convenable pour ’hormone de croissance qui fait 22
kDa. Ces dispositifs fonctionnent par ultracentrifugation avec une force qui peut aller
jusqu’a 14000 g. Nous avons filtré¢ 3 types d’hormones de croissance dans 1’acétate
d’ammonium, pH 8,5, la hGH pituitaire, la hGH pharmaceutique (N) et la hGH saisie de
douane (G). La filtration a été faite a 4°C a 14000 g en 3 run de 20 min. Les

¢échantillons filtrés ont été ensuite analysés par spectrométrie de masse MS.

III.  Analyse de spectrométrie de masse de I’hormone de croissance

GH

Apres avoir dessalé les échantillons, les différentes GH ont été analysées par TOF-
MS. Les protéines ont été ionisées par electrospray, le voltage appliqué était de 2,8 kV.
La température de désolvatation et le débit de gaz de désolvatation étaient a 100 °C et

600 L/hr respectivement.

1. L’hormone de croissance naturelle

L’analyse en spectrométrie de masse de I’hormone de croissance pituitaire (figure
45) a confirmé la présence de la GH non modifiée 22K et une molécule a 9 KDa, qui est
probablement un fragment de GH [141]. Par contre, la forme 20K de la GH pituitaire
n’a pas été observée sur le spectre de masse (figure 45). Ceci est le cas dans la
littérature ou on ne trouve aucune étude de spectrométrie de masse qui mentionne
I’observation de la forme 20K intacte. La distribution des états de charge de la GH est
bimodale, ce qui pourrait donner signe de la présence de deux conformations ouvertes et
compactes. Dans chaque état de charge, on note la présence de formes oxydées et
d’autres adduits. Les pics a faible rapport m/z pourraient étre attribués a des formes de
hGH tronquées ou dégradées. Le pic a m/z 1563.91 correspond a la perte des deux
premiers acides aminés de la hGH (-FP) (encart de droite sur la figure 45).

Probablement, le deuxiéme pic a m/z 1523.41 est une autre forme tronquée.

95



1.2e+06 -

9.0e+05

\\ 1542

6.0e+05 -

(Relative intensity)

3.0e+05 \

NI .
\\/JL 22145.505 D
E.&.u.l,_..‘l_Lll L

1543 m/z, z=6+
M=9252 Da

-

10"

200000

150000

100000

50000

.

Lo

T

Jio

(VATARONAY
VWV Mot ot

1590 1600

1500

2000

(n

17)

2500

3000

Figure 46.- Spectre de masse de I’hormone de coissance pituitaire. La trace bleue est

obtenue en conditions natives : 2,8 kV pour la tension du capillaire, 130 V pour la

tension d’extraction, 50 °C pour la température de la source et 100 °C pour la

température de désolvatation) et la trace verte en conditions dénaturantes (3,2 kV pour la

tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction, 80 °C pour la température de la

source et 280 °C pour la température de désolvatation). Dans [’encart a gauche, on voit

le pic correspondant au fragment 9 kDa de la GH. Spectre obtenu apreés infusion de la

solution de peptide directement dans la source.

2. Les hormones de croissance recombinantes

L’hormone de croissance saisie de douane (G)

Le spectre de masse de la GH recombinante (Figure 46) est trés similaire a celui

obtenu pour la GH pituitaire. En revanche, la GH (G) est oxydée deux fois. De maniére

identique a I’hormone de croissance pituitaire, on note la présence de formes

probablement tronquées qui ont perdu les deux premiers acides aminés de la séquence.
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Figure 47.- Spectre de masse de I’hormone de croissance saisie de douane (G). Dans

I'encart a droite, on voit I'état de charge le plus abondant 14+. Conditions d’analyse :

3,2 kV pour la tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction, 80 °C pour la

température de la source et 280 °C pour la température de désolvatation. Spectre obtenu

apreés infusion de la solution de peptide directement dans la source.

L’hormone de croissance pharmaceutique (N)

L’analyse de la hGH (N) a montré que I'ultrafiltration est inefficace pour éliminer

certains excipients. Dans la Figure 47, le spectre de la hGH (N) montre la présence d’un

polymere.

Les pics du polymere se chevauchent avec les pics de I’hormone de

croissance ce qui rend la détection des faibles états de charge impossible.
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température de désolvatation. Spectre obtenu apres infusion de la solution de peptide

directement dans la source.

Pour éliminer le polymére, nous avons procédé a une précipitation de la GH a I’acétone
froid. Le spectre de masse obtenu apres cette opération est présenté dans la figure 48
(trace grise). Nous remarquons que le signal du polymeére a diminué mais il est toujours
présent. Par conséquent, nous avons répété la précipitation pour voir si on arrive a
¢liminer complétement le polymere. Le spectre obtenu aprés la deuxiéme étape de
précipitation (trace rouge dans la figure 48) montre que le signal du polymeére a disparu
mais on voit ’apparition de formes modifiées de la hGH (encart en haut, a droite de la
figure 48). Les especes modifiées chimiquement sont plus abondantes que la forme
normale de la hGH. La précipitation a 1’acétone froid est une technique récurrente dans
la purification des protéines mais, il arrive que dans certains cas ce ne soit pas la
meilleure technique a utiliser. Simpson et Beynon ont montré en 2010 que le
précipitation a 1’acétone provoque une modification chimique de peptides [192]. Donc

nous avons décidé d’arréter les précipitations a 1’acétone.
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Figure 49.- Spectre de masse de la hGH (N). La trace noire correspond a [’échantillon
avant filtration. La trace grise a été obtenue apres une étape de précipitation a [’acétone
et la trace rouge a été obtenue apres deux étapes de précipitation a [’acétone. Conditions
d’analyse : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction, 80 °C
pour la température de la source et 280 °C pour la température de désolvatation. Spectre

obtenu apreés infusion de la solution de peptide directement dans la source.
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V. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse

RP-CLHP-MS

L’ultrafiltration n’était pas une technique de purification commune a toutes les
préparations de hGH a notre disposition. Dong, il a fallu trouver une autre technique en
amont de 1’analyse par spectrométrie de masse. La chromatographie liquide en phase
inverse nous paraissait une bonne technique, compatible avec la spectrométrie de masse
par le biais du couplage. La CLHP sépare I’échantillon avant son entrée dans le
spectrometre de masse. En plus, I’étape de chromatographie liquide en phase inverse
séparera les différentes variants protéiques qui peuvent exister dans les préparations
d’hormone de croissance. Ceci permettra de mieux identifier et caractériser les formes
naturelles et recombinantes de I’hormone de croissance. Les pics chromatographiques

ont été détectés par un spectrométre de masse de type Q-TOF.

3. Optimisation des conditions de la chromatographie liquide
en phase inverse

Il existe différents paramétres qui peuvent étre optimisés pour obtenir une bonne
séparation en chromatographie liquide. Les phase stationnaire et mobile jouent un rdle
important dans la séparation ainsi que, le gradient et le débit d’élution. Le temps
d’analyse a aussi une influence sur la qualité¢ de la séparation. Dans la pharmacopée
européenne et dans la plupart des études de chromatographie en phase inverse sur
I’hormone de croissance, nous remarquons 1’utilisation de phases mobiles avec des
compositions particuliéres. Par exemple, 1’ajout de propanol, 'utilisation de phase
contenant des sels comme le tris-HCI et le phosphate de potassium [185], [193],
phosphate d’ammonium et phosphate de sodium [194]. Par contre, comme nous
travaillons dans un couplage de chromatographie a la spectrométrie de masse, il a fallu
choisir des phases mobiles compatibles avec 1’analyse en spectrométrie de masse. La
phase mobile était composée d’une phase A qui consistait en 100% H20 et 0,1% acide
formique, et d’une phase B qui consistait en 90% acétonitrile, 10% H20 et 0,1% d’acide

formique. Les gradients et les phases stationnaires utilisées seront discutés plus bas.

Gradient d’élution
De nombreuses études de RP-CLHP sur I’hormone de croissance décrivent une
¢lution isocratique ou avec un gradient linéaire avec une colonne C4 [194], [195]. La

meilleure séparation chromatographique a été obtenue avec un gradient linéaire de 5% a
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70% en phase B (Figure 49.A). La phase initiale doit avoir un pourcentage minimal en
phase B pour retenir les molécules les plus polaires. Alors que, dans la figure 49.B, on
remarque que le pourcentage initial n’était pas adéquat car la protéine (GH) est éluée

avec le solvant, ce qui ne donne pas de séparation des différentes formes de GH.
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Figure 50. - Chromatogrammes de la hGH (G). A. Chromatogramme obtenu
avec un pourcentage initial de 95% A,5%B. B. Chromatogramme obtenu avec un
pourcentage initial de 30%A, 70%B. L’analyse a été fait avec une colonne C8
(300 A, 4,6mm x 250 mm, Sum pour la taille des particules, Interchim, France) et
un deébit de ImL/min.
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Le débit

Un débit de 1 mL/min est le débit optimum et a été adéquat pour la séparation des
différentes hGH (Figure 50B). La figure 50 montre qu’avec un débit de ImL/min, ily a
un pic supplémentaire au pic principal (pic a tr=24,13, figure 50B) de I’hormone de
croissance alors qu’avec un débit de 0.850 mL/min, on ne voit que le pic de la forme de

GH non modifié¢e (Figure 50A).
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Figure 51. - Chromatogrammes de RP-CLHP de la hGH pituitaire. A.
Chromatogramme obtenu un débit de 0,85 mL/min. B. Chromatogramme obtenu avec un
debit 1 mL/ min.. L analyse a été faite avec une colonne C8 (300 A 4,6mm x 250 mm,

Sum pour la taille des particules, Interchim, France)
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La phase stationnaire

La pharmacopée européenne utilise dans son protocole d’analyse de I’hormone de
croissance un phase stationnaire C4, comme on le retrouve aussi dans d’autres
publications [194], [196]. De nombreux chercheurs ont utilisé une phase C18 [185],
[193], [197] pour analyser la GH. Par contre, peu d’études mentionnaient 1’utilisation

d’une phase C8 [198].

Dans le présent travail, la séparation des différents isoformes de 1’hormone de
croissance humaine a été obtenue avec une phase C8 (300 A, 4,6mm x 250 mm, 5um
pour la taille des particules, Interchim, France). Les phases stationnaires sont souvent
choisies selon la taille de la séquence peptidique. Plus la séquence peptidique est
longue, plus la chaine carbonée de la phase stationnaire est courte [199]. Par exemple
pour I’analyse de peptides, on utilise des phases stationnaires avec de longues chaines
carbonées (C18). Nous avons donc choisi une phase stationnaire C8 parce que

I’hormone de croissance est une protéine de taille moyenne (22 kDa).

Nous avons également testé une colonne C18, mais la séparation des différentes
formes de la GH était moins bonne. On ne retrouve pas toutes les formes séparées avec
la colonne C8 (cf. figure 49.A). Par contre, pour la hGH (G), on voit ’apparition d’un
autre pic a 29,32 min (Figure 51). D’aprés les spectres de masse, ce pic correspond a un
dimére de GH (Figure 52). Ceci est en accord avec d’autres auteurs qui ont démontré la

présence de la GH sous forme oligomérique [70], [200].
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Figure 52. - Chromatogrammes de phase inverse d'hormones de croissance analysées
avec une colonne C18. A. Chromatogramme de [’hormone de croissance pituitaire. B.
Chromatogramme de [’hormone de croissance saisie de douane (G). C.
Chromatogramme de [’hormone de croissance pharmaceutique (Z). L’ analyse a été faite
avec une colonne CI18 (300 A 2 1mm x 50 mm, 1,7 um pour la taille des particules,

Interchim, France) et un débit de 0.15 mL/min.
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Figure 53. Spectre de masse correspondant au pic tr=29.32 min de la figure 51. Les
pics de masse des états de charge du dimere intercalent ceux du monomere. Conditions
d’analyse : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction, 80°C

pour la température de la source et 280 °C pour la température de désolvatation.

4. Analyse de I’hormone de croissance humaine hGH par RP-
CLHP-MS

L’analyse de chromatographie liquide en phase inverse RP-CLHP a montré que les
différentes préparations de hGH ont des temps de rétention approximativement
similaires. Les différentes hGH ont été ¢luées entre 25 et 27 min (Figure 53). Le
chromatogramme A présente 1’analyse RP-CLHP de la hGH pituitaire. Le pic 1, dans
les 3 chromatogrammes A, B et C correspond a la forme 22K-GH. Dans le
chromatogramme A, ce pic a un petit épaulement entre 26,4 et 27 min qui pourrait étre
attribu¢ a la forme 20K de la GH et/ou a une forme glycosylée. En revanche, cette
forme n’a pas été retrouvée dans les deux autres chromatogrammes. Les pics 2
correspondent a la forme oxydée de la GH alors que le pic 3 (tr=24,6 min) correspond a
la fixation d’une molécule d’eau a la hGH. Le chromatogramme C ne présente pas
beaucoup de pics. Ceci peut étre expliqué par le fait que les préparations
pharmaceutiques sont conditionnées de manicre trés controlée, alors que les produits
saisis par la douane proviennent généralement de laboratoires asiatiques avec des

normes inconnues et probablement défaillantes. C’est pour cela que 1’on trouve des
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contaminants dans leurs produits. Par contre, il est logique que le chromatogramme de
la hGH naturelle présente différents pics, cela est le résultat de la diversité de ’hormone
de croissance humaine pituitaire [70] (isoformes biologiques et fragments présents dans
la glande pituitaire). Les pics chromatographiques 4 correspondent probablement a des

fragments et des produits de dégradation de la GH.
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Figure 54. - Analyse RP-CLHP de préparations de hGH. A, B and C.
Chromatogrammes de phase inverse de la hGH pituitaire, la saisie de douane (G) et la
hGH pharmaceutique (Z) respectivement. Les pics 1 correspondent a la forme non

modifiée de la GH (22 KDa). Le signe * correspond a un épaulement du pic et peut étre
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attribué aux formes 20K et glycosylée de la GH. Les pics 2 sont attribués aux formes
oxydées de la GH. Les pics 3 pourraient étre attribués a la fixation d’'une molécule d’eau
a la hGH. Les pics 4 sont probablement des produits de dégradation de la hGH.
L’analyse a été realisé avec une colonne C8 (300 A 4,6mm x 250 mm, Sum pour la taille
des particules, Interchim, France), la phase mobile A a été composée de H>O avec 0,1%
d’acide formique et la phase mobile B a ét¢ composée de 90% acétonitrile et 0,1%
d’acide formique. Le débit était de ImL/min et la détection a été assurée par le

spectromeétre de masse.

Les spectres de masse correspondants aux différents chromatogrammes sont présentés
dans la figure 54. Les hormones de croissance naturelle et recombinante ont la méme
masse moléculaire M=22124,7+0,8 Da qui correspond a la masse calculée de I’hormone
de croissance. La distribution des états de charge est aussi comparable entre les
différentes hGH. La figure 54 présente un agrandissement de 1’état de charge le plus

abondant qui correspond a I’ion [M+13H]'** (m/z 1702,98+0,06) et ses adduits.

La figure 54 représente un agrandissement des spectres de masses sur I’état de
charge 13" du pic chromatographique 1 de la figure 53. Nous remarquons que le spectre
de la hGH saisie de douane (G) présente des pics additionnels avant et apres le pic
principal. Ces pics pourraient étre attribués a la perte d’un ammonium (-NH 3) (m/z
1701.6340,06) et 1’oxydation de la méthionine 14 ou 25 (mz 1704.15+0,06). La hGH
pharmaceutique (Z) ne contient pas beaucoup d’adduits, ceci est peut-étre dii au fait que
le « vial » de la hGH (Z) était nouvellement ouvert et que les modifications observées

pour la hGH (G) dans la figure 53.B sont liées aux conditions stockages.

L’erreur sur la mesure des masses des protéines a été évaluée sur la base d’une série

de mesures prises a des différents jours d’expérience.
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Figure 55. - Analyse de spectrométrie de masse de différentes préparations de hGH. A.
Spectre de masse de la hGH pituitaire. B. Spectre de masse de la hGH saisie de douane
(G). C. Spectre de masse de la hGH pharmaceutique (Z). La distribution des charges est
similaire pour les 3 hormones de croissance. Conditions d’analyse : 3,2 kV pour la
tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction, 80°C pour la température de la

source et 280 °C pour la température de désolvatation.
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Figure 56. - Spectres de masse de l'état de charge 13+ des 3 hormones de croissance. A.
Spectre de masse de la hGH pituitaire. B. Spectre de masse de la hGH saisie de douane (G). C.
Spectre de masse de la hGH pharmaceutique (Z). Le pic principal () correspond a la GH non
modifiée. Le pic (@) peut étre attribué a la perte d’un ammonium. Le pic (A) correspond a
l’oxydation de la GH. Le pic a 1727.90 peut étre attribué a [M+13H+sucrose-H>O]"".
Conditions d’analyse : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction,

80°C pour la température de la source et 280 °C pour la température de désolvatation.
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Figure 57. - Spectre de l'hormone de croissance pituitaire, pic * ( 4=26.9 min) de la
chromatographie de la figure 53. Les pics @ correspondent aux états de charge de la forme 20 kDa
de la GH et les pics & correspondent aux états de charge de la forme glycosylée de la GH. L encart a
droite est un agrandissement de la région m/z 1600-1800 du spectre. Conditions d’analyse : 3,2 kV
pour la tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction, 80 °C pour la température de la

source et 280 °C pourda température de désolvatation.

La figure 56 représente le spectre de masse correspondant a 1’épaulement du pic 1 du
chromatogramme A de la figure 53. On voit la présence de la forme 20K-GH (m/z
1690.194+0,06, z=12), la masse moléculaire est de 20270,2 Da, qui est en cohérence
avec la masse mesurée de la GH 20K (20269,7+0,7 Da). Le pic a m/z 1775.81%0,06,
z=13 peut étre attribué a une forme glycosylée de la GH avec une différence de masse
par rapport a la forme non glycosylée de 948,3+0,7 Da. Ceci est en cohérence avec le
fait que la hGH pituitaire pourrait avoir une forme glycosylée (différence de masse
de +947.4 Da entre les pics monoisotopiques de la forme GH non modifi¢e et la forme
glycosylée) comme décrit par Bustamante et al. [78], [79]. Ces derniers ont caractérisé
la hGH glycosylée par MS et ils ont déterminé la position de la O-glycosylation. Ils ont
réalis¢ des analyses de MALDI-TOF/MS et ESI-MS/MS du digestat de la forme
glycosylée de la hGH (24 kDa). Ils sont arrivés a déterminer la présence de la
glycosylation a la thréonine 60 par fragmentation CID du peptide T6. L’analyse ESI-
MS/MS du glycopeptide T6 a permis la caractérisation de la séquence et le branchement

de 1I’0O-oligosaccharide qui commence avec une N-acetyl galactosamine avec deux
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branches, la premicre contient un galactose et un acide neuraminique et la deuxiéme
consiste en un seul acide neuraminique.

L’¢lution de la forme 20K-GH aprés la forme 22K-GH dans une chromatographie en
phase inverse est un peu étrange. La forme 22K-GH est de taille plus importante et
devait étre retenue plus longtemps que la forme 20K-GH. En revanche, aprés avoir
vérifié I’hydrophobicité de la forme 20K-GH en regardant la composition de chaque
isoforme par GPMAW lite, il se trouve qu’elle est plus hydrophobe de la forme 22K-
GH et donc c’est logique qu’elle soit retenue plus longtemps. Par ailleurs, la forme 20K
avec d’autres formes de la hGH a été étudiée par électrophorese capillaire parce qu’il
n’était pas possible de les détecter par les techniques de chromatographie liquide [185],

[201].

Malheureusement, nous n’avons pas eu le temps de procéder a la caractérisation du
motif de la glycosylation. Ceci a été déja réalisé en 2009 [79] . Par ailleurs dans le
spectre de masse de la forme 22K-GH, on trouve un pic a m/z 1727.90+0,06 (figure
55.A) peut étre attribué a [M+13H+sucrose-H,O]'3". Il est important de signaler que les
pics attribués a des formes glycosylées de la hGH ne sont présents dans aucun des

spectres des hormones de croissance recombinantes.

Les pics chromatographique 2 (figure 53) sont attribués a la forme oxydée de la
GH. Les spectres de masse relatifs aux deux hormones naturelle et recombinante (G)
sont présentées dans la figure 57. Un agrandissement sur 1’état de charge 13" est
représenté sur la figure 58. Les pics les plus intenses a m/z 1704,15+0,06 correspondent
a la GH oxydée sur une de ses deux méthionines (masse moléculaire moyenne de
22141,07+0,7 Da). L’oxydation de la GH a été observée dans d’autres études [185],
[193], [202]. Par contre, le spectre de masse de I’hormone de croissance saisie de
douane (G) présente un pic supplémentaire a m/z 1705,45+0,06 qui pourrait étre

attribué¢ a une GH oxydée deux fois (oxydation sur les deux méthionines M 14 et 125).
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Figure 58. - Spectres de masse du pic 2 des chromatogrammes A et B de la figure 53. A. Spectre de
masse de la hGH pituitaire oxydée. B. Spectre de masse de la hGH saisie de douane (G) oxydée.
Conditions d’analyse : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction, 80 °C

pour la température de la source et 280 °C pour la température de désolvatation.
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Figure 59. - Spectre de masse de l'état de charge 13+ du pic chromatogaphique 2 de la figure
53. A. Spectre de I’hormone de croissance pituitaire. B. Spectre de masse de [’hormone de
croissance saisie de douane (G). Le pic (Q) correspond a la forme oxydée de la GH et le pic
(00) correspond a forme oxydée deux fois. Conditions d’analyse : 3,2 kV pour la tension du
capillaire, 50 V pour la tension d’extraction, 80 °C pour la température de la source et 280 °C

pour la température de désolvatation.
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On remarque que les formes oxydées de la GH ne co-¢luent pas, on observe la
forme oxydée sous les deux pics chromatographiques 1 et 2 (figure 59) avec une
intensité plus importante pour le pic 2. Ceci peut étre expliqué par la présence de deux
conformations différentes pour la GH oxydée, mais on ne peut pas étre slrs de cette
interprétation parce que sous le 1, on retrouve la forme GH+Na" (m/z 1704,51+0,06) qui

a cause de la faible résolution ne peut pas étre séparée de la forme GH oxyd¢e.

Abondance relative
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Figure 60.- Chromatogramme de l'hormone de croissance saisie de douane (G). La
tarce verte correspond au chromatogramme de l'ensemble des formes de GH. La trace
noire correspond a la forme oxydée de la GH. Le pic 1 correspond principalement a la
forme non modifiée de la GH. Le pic 2 est attribué a la forme oxydée de la GH. L’analyse
a été fait avec une colonne C8 (300 A 4,6mm x 250 mm, Sum pour la taille des
particules, Interchim, France) et un débit de ImL/min. La phase mobile A a été composée
de H>O avec 0,1% d’acide formique et la phase mobile B a été composée de 90%
acétonitrile et 0,1% d’acide formique. Le débit était de ImL/min et la détection a été

assurée par le spectrométre de masse.

Le pic chromatographique 3 pourrait correspondre a la GH avec la fixation d’une

molécule d’eau. En effet, le pic a m/z 1704.31+0,06 (figure 60) correspond a une espece
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de 22143.01+0,7 Da en moyenne, ce qui donne une différence de 18.2 Da par rapport a
la forme non modifiée de la GH (22124.81+0,7 Da).
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Figure 61. - Spectre de masse de l'état de charge 13+ de hormone de croissance sous le pic 3
de la figure 53. Le pic a m/z 1704,31£0,06 est dii a la fixation d 'une molécule d’eau a la GH.
Conditions d’analyse : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction,

80 °C pour la température de la source et 280 °C pour la température de désolvatation.

V.  Digestion protéolytique de I’hormone de croissance

La digestion protéolytique est utilisée pour compléter les informations obtenues de
I’analyse de spectrométrie de masse des protéines intactes. C’est ce qu’on appelle, une
approche « bottom-up » en spectrométrie de masse. La protéine est d’abord digérée par
une enzyme protéolytique. Les peptides obtenus seront ensuite analysés par le
spectrometre de masse. Chaque peptide pourrait étre sélectionné et fragmenté pour avoir
plus d’informations structurales sur la protéine. Malheureusement, il n’a pas été
possible de compléter ce travail a cause de problémes de digestion que nous avons
rencontré, le principal était une contamination de 1’eau utilisée. Par contre, nous
présentons par la suite un début d’optimisation des conditions de digestion et d’analyse

de chromatographie liquide en phase inverse.

L’hormone de croissance a été digérée par la trypsine. La trypsine coupe la liaison
peptidique au groupement carboxyle des résidus, arginine et lysine. Le choix de la

trypsine comme enzyme de digestion de la GH est justifié¢ par le fait qu’elle produit des
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peptides facilement chargés en spectrométrie de masse. En effet, la trypsine produit des
peptides dont le C-terminal est une arginine ou une lysine qui sont des acides aminés
trés basiques et tendent a étre chargés positivement dans le spectromeétre de masse et
donc détectés par le détecteur. En plus, le clivage par la trypsine produit des peptides

protéospécifiques de I’hormone de croissance, T6 et T12 (Figure 61).

T1 T2 T3 T4
HN-EEOOEOEBOERMEMOEEE@LELAEXRLT)

T6 ROERPIYAEEQOE®
) T7 9

G000 000000, 00000

0 (D)
0000060000000 0060060. 060000600606
OSSP L (SISl

00 00@@@0@003%? 9‘@&6
000@0@ 000000000000, °0000

60000700060 0000606606066k
T17 18 9 20

Figure 62.- Carte de clivage de I’hormone de croissance par la trypsine. Les labels

T(numéro) représentent la position du clivage dans la séquence.

La pharmacopée européenne utilise un rapport de digestion 1:60 enzyme : substrat
et 4 heures de digestion. Par contre, un rapport de 1:100 et une digestion sur la nuit était

plus efficace (Figure 62).
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Figure 63. - Spectres de masse des digestats d’hormone de croissance obtenu aprés
infusion directe de la solution dans la source. La trace noire correspond au digestat
obtenu apres 4h de digestion avec un rapport enzyme : substrat de 1 : 60. La trace
orange correspond au digestat obtenu aprés une nuit de digestion avec un rapport
enzyme : substrat de 1 :100. La digestion a été faite a 37 °C. L appareil utilisé est le
synapt G2-Si HDMS.

5. Analyse LC-MS de digestats d’hormones de croissance

Optimisation du gradient de chromatographie liquide en phase inversée
Comme pour les protéines intactes, la phase mobile était composée d’une phase A
qui consistait en 0,1% acide formique dans ’eau, et d’'une phase B qui consistait en

90% acétonitrile, 10% H20 et 0,1% d’acide formique. Les digestats ont été analysés par

une colonne C18.
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Figure 64. - Chromatogrammes RP-HPLC de digestat d'hormone de croissance
naturelle. A. Chromatogramme obtenu avec un gradient : de 5 a 15 min on passe de 5%
a 20% B, de 15 a 25 min on atteint 50% B, de 25 a 35 min, on atteint 80%, de 35 a 45 on
monte jusqu’a 100% et a la fin on rééquilibre la colonne a 5% B jusqu’a 60 min. B.
Chromatogramme obtenu avec un gradient : de 5 a 15 min on passe de 5% a 20% B, de
15 a 25 min on atteint 50% B, de 30 a 45 min, on monte jusqu’a 100% et a la fin on
rééquilibre la colonne a 5% B jusqu’a 60 min. . L’ analyse a été fait par une colonne C18
(300 A 2, Imm x 50 mm, 1,7 um pour la taille des particules, Interchim, France) et un
débit de 0.15 mL/min.

La Figure 63 présente des chromatogrammes des digestats de GH obtenus avec
deux gradients différents. Une meilleure séparation des peptides de GH est obtenue avec

le gradient le plus long (70 min). Cependant, un autre gradient a été employé par
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d’autres auteurs [79] semble plus adapté a la séparation du mélange peptidique. Ils ont
utilisé un gradient de 0% a 45% B ACN, 0,1% TFA en 140 min. En effet, les pics

chromatographiques sont plus étalés avec un gradient linéaire de 5% a 50% B en 140

min (figure 64).
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Figure 65. - Chromatogrammes RP-CLHP de digestat d’'hormone de croissance saisie
de douane (G). A. Chromatogramme obtenu avec un gradient linéaire de 5% a 50% B
en 140 min. B. Chromatogramme obtenu avec un gradient : de 5 a 15 min on passe de
5% a 20% B, de 15 a 25 min on atteint 50% B, de 30 a 45 min, on monte jusqu’a 100%
et a la fin on rééquilibre la colonne. L analyse a été fait a [’aide d’une colonne C18 (300
A 2 Imm x 50 mm, 1,7 um pour la taille des particules, Interchim, France) et un débit de

0.15 mL/min.
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6. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse en tandem

L’analyse LC-MS (L’appareil utilisé est le synpat G2-Si HDMS) sur I’hormone de
croissance saisie de douane (G) a montré la présence de deux oxydations sur cette
derniére. Ces deux oxydations ont été caractérisées par spectrométriec de masse en
tandem. Le digestat a été tout d’abord analysé¢ par LC-MS (figure 65). Ensuite, les
masses correspondantes aux peptides oxydés ont été sélectionnées par le quadrupole et

les peptides ont été fragmentées par CID.

OxT11(116-127) — T20(184-191)
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116-127— T10(95-115)—
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Figure 66.- Spectre de masse du digestat de I’hormone de croissance saisie de douane (G).

900 1500

Les pics annotés correspondent aux différents peptides de la GH aprés digestion trypsique. Les
conditions d’analyses : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction,

80 °C pour la température de la source et 280 °C pour la température de désolvatation.

Les résultats de CID montrent que I’hormone de croissance peut étre oxydée sur
deux méthionines, M14 and M125 (Figures 66 et 67). L’oxydation est confirmée par la
présence des ions fragments b et y contenants la méthionine oxydée. Par contre, lorsque
nous avons additionné la masse de 1’oxygeéne, nous avons retrouvé les m/z

correspondantes.
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Figure 67. - Spectre MS/MS du peptide oxydé T2 m/; 489,24, z=2. Les conditions
d’analyses : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction, 80 °C
pour la température de la source et 280 °C pour la température de désolvatation.

L’énergie de collision était de 20 V.
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Figure 68. - Spectre MS/MS du peptide oxydé T11 at m/z 689,33, z=2. Les conditions
d’analyses : 3,2 kV pour la tension du capillaire, 50 V pour la tension d’extraction 80 °C
pour la tempéerature de la source et 280 °C pour la température de désolvatation.

L’énergie de collision était de 20 V.

Pour voir si I’ensemble de I’oxydation de ’hormone de croissance saisie de douane
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(G) est di a ces deux peptides, nous avons comparé les rapports d’intensité peptide
oxydé/peptide non oxydé et protéine oxydée/protéine non oxydée. Les rapports n’ont
pas été proches, le rapport protéine oxydée/protéine (0,3) est plus grand que le rapport
peptide oxydé/peptide (0,05), ceci peut étre expliqué par la présence d’autres peptides
oxydés que nous n’avons pas détectés. L’oxydation peut changer I’ionisation des

peptides.

Nous n’avons pas été en mesure d’employer cette approche pour confirmer et
caractériser la glycosylation observée sur I’hormone de croissance pituitaire. La
glycosylation de la GH est prédite sur la thréonine 60, la détection et la caractérisation
du peptide glycosylé serait un début pour élaborer une approche analytique pour
quantifier le peptide glycosylé (signature de 1I’hormone de croissance naturelle) par
rapport au peptide non glycosylé (signature des deux formes de la GH, naturelle et

recombinante).

VI. Conclusion :

Le couplage de la chromatographie en phase inverse a la spectrométrie de masse a

permis de purifier et séparer les différentes formes de hGH naturelles et recombinantes.

L’analyse de chromatographie phase inverse a montré que la hGH naturelle et
recombinante ont le méme temps de rétention. Avec la spectrométrie de masse, on n’a
pas pu mettre en évidence une différence de masse en les deux formes hGH et thGH.
Par contre, la préparation naturelle de hGH contenait des formes qui n’étaient pas
présentes dans les préparations recombinantes, telles que la forme 20 kDa et la forme
glycosylée. Ces résultats doivent étre complétés par la caractérisation de la forme
glycosylée et la confirmation avec le motif de glycosylation. L’élaboration d’une
approche analytique qui quantifie le peptide glycosylé (signature de 1’hormone de
croissance naturelle) par rapport au peptide non glycosylé (signature des deux formes de
la hGH, naturelle et recombinante) pourrait étre une amorce vers un test anti-dopage. En
effet, I’administration de la hGH recombinante pourrait perturber le rapport du peptide

glycosylé/peptide non glycosylé.
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Conclusion et perspectives

Ce travail de these a porté sur deux sujets différents, mais, qui tous les deux ont
fait appel a la spectrométrie de masse comme technique d’analyse. Dans un premier
temps, la spectrométrie de masse couplée a la mobilité ionique a été employée pour la
caractérisation des polymodifications des tubulines. Dans un second temps, la
spectrométrie de masse couplée a la chromatographie liquide en phase inverse a été
utilisée pour 1’analyse de I’hormone de croissance humaine (hGH) dans le but de mettre
en évidence une différence chimique entre la hGH naturelle et la hGH recombinante en

vue de concevoir un nouveau test anti-dopage.

Les dimeres de tubulines o et B se polymérisent en microtubules. Cependant, les
extrémités C-terminales des tubulines o et B ne sont pas impliquées dans la
polymérisation et restent exposées a la surface extérieure du microtubule. Ces
extrémités C-terminales sont le siége de polymodifications post-traductionnelles, la
polyglutamylation et la polyglycylation. La polyglutamylation consiste en 1'ajout de
résidus glutamates a I'extrémité C-terminale de la chalne principale de la tubuline et la
polyglycylation est comparable a la précédente, mais elle consiste en 1'ajout de résidus
glycines. Ces polymodifications sont catalysées par une famille d’enzymes qui, avec les
différentes isoformes de tubulines o et [, générent un grand nombre de tubulines
polymodifiées. Les structures qui en résultent peuvent étre impliquées dans la régulation
des fonctions des microtubules et leurs interactions avec d’autres protéines. Les
polymodifications des tubulines sont aussi impliquées dans différentes pathologies. Par
exemple, des anomalies de glycylation qui peuvent provoquer la stérilit¢ et des
anomalies de glutamylation (impliquées parfois dans la neurodégénérescence). Ces
pathologies sont reliées a des anomalies au niveau des microtubules. Ainsi, il est
important de caractériser les structures de extrémités C-terminales des tubulines

polymodifiées.

Dans la premiére partie de cette thése, nous avons montré que la spectrométrie de
masse en tandem, couplée a la mobilité¢ ionique permet de distinguer deux peptides
glycylés. Chaque peptide a deux glycines ajoutées sur la séquence primaire, sauf qu’ils

ne différent que par le site de glycylation. Pour le premier, les deux glycines sont
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ajoutées sur un seul glutamate de la séquence primaire, alors que pour le deuxieme
peptide, chaque glycine est ajoutée sur un glutamate. La spectrométrie de masse en
tandem était capable de différencier les deux peptides glycylés. La dissociation induite
par collision (CID) a permis de produire des ions fragments spécifiques a chacun des
deux peptides. La présence de la structure glycylée sur un seul site a été confirmée par
des fragments b et y. Le méme type d’analyse de spectrométrie de masse en tandem a
pu différencier entre différentes structures de glycylation d’une série de peptides
synthétiques glycylés qui ont été congus pour le développement d’anticorps pour

détecter des tubulines glycylées in vitro.

Pour I’analyse en mobilité ionique, nous avons observé que le type TWIMS
(travelling wave ion mobility spectrometry) n’est pas simple et que la fiabilité des
résultats dépend directement de 1’optimisation des parametres. Par conséquent, suivre
des instructions du constructeur bien spécifiques durant I’optimisation des parametres

du TWIMS est crucial pour obtenir des résultats fiables.

Les perspectives relatives a cette étude pourront s’orienter d’une part vers des analyses

CID plus abouties, en utilisant des énergies de collision différentes pour produire

_E_E_

d’autres fragments signature de chaque peptide comme, les fragments internes : G-G
_E_E_

pour le peptide glycylé sur un seul site et G G le peptide glycylé sur deux sites. D’autre

part, au niveau de la séparation par mobilité ionique TWIMS, il est possible de changer
d’autres paramétres pour améliorer la séparation des deux peptides, comme par
exemple, changer le gaz tampon de la cellule de dérive. Il serait également intéressant
d’essayer de séparer d’autres peptides synthétiques polymodifiés plus proches des
structures de polymodifications présentes dans les tubulines biologiques. Finalement,
d’autres techniques analytiques peuvent étre utilisées, comme la chromatographie
liquide en phase inverse. La facilit¢ du couplage de techniques analytiques sur les
spectrometres commerciaux actuels permet de réaliser une analyse multidimensionnelle
qui peut étre utile pour 1’étude des mélanges complexes des peptides C-terminaux de
tubulines biologiques. Ceci peut permettre une avancée concernant la détermination du
code de la tubuline « the tubulin code ». Le code de la tubuline est une hypothése basée
sur 1’idée que les structures de polymodifications présentes sur les extrémités C-
terminales de tubulines représentent des motifs qui seront lus par les molécules qui

interagissent avec les microtubules pour réguler leurs fonctions biologiques. Ainsi, le
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déchiffrage de ce code représentera une grande avancée dans la recherche sur les

microtubules.

L’hormone de croissance humaine (hGH) est I’hormone responsable de la
croissance post-natale. Elle est aussi une hormone anabolique qui stimule la synthese
des constituants de 1’organisme. Elle induit donc la synthése protéique qui est
essentielle a la croissance musculaire. Par conséquent, ’hormone de croissance est une
substance intéressante pour les sportifs qui se dopent. La GH est massivement fabriquée
par les compagnies pharmaceutiques pour le traitement de la déficience a la GH. Sa
présence sous forme recombinante a été détournée de son objectif thérapeutique et
devenir un agent dopant couramment utilisé¢ pour le dopage. La sécrétion de la GH est
rythmique et dépends de plusieurs facteurs comme le cycle nycthéméral, le sexe, 1’age
et d’autres facteurs extérieurs. Le taux de GH dans le sang est aussi régulé par différents
facteurs moléculaires et environnementales. Pour toutes ces raisons, la détection du
dopage a la hGH reste tres difficile. Les tests d’anti-dopage a la GH approuvés par
I’agence mondiale d’anti-dopage (WADA) font face a certaines limites liées aux tests
eux-mémes et d’autres liées a la GH qui se dégrade trés rapidement dans I’organisme.
Les tests disponibles sont des tests immunologiques qui peuvent avoir des réactions
interférentes et ils ne reconnaissent pas toutes les isoformes de la GH. D’autre part,
comme nous ’avons dit ci-dessus, le taux de la GH dans le sang est influencé par
plusieurs facteurs. Ainsi que, la forme recombinante de la hGH est similaire a sa forme
endogeéne. Par conséquent, il est souhaitable de développer de nouvelles techniques et

méthodes pour différencier la hGH recombinante de la hGH naturelle.

Dans la deuxiéme partie de cette these, la spectrométrie de masse couplée a la
chromatographie liquide en phase inverse a permis de séparer des variants de hGH
naturelles et hGH recombinantes. Nous avons trouvé que la hGH naturelle a un variant
glycosylé alors que la hGH recombinante n’est pas glycosylée. Des variants oxydés ont
été aussi observés, I’analyse de digestat d’hGH recombinante par spectrométrie de
masse en tandem couplée a la chromatographie en phase inverse ont confirmé la

présence de I’oxydation sur deux méthionines.
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Les perspectives de cette partie de la thése sont différentes. Tout d’abord, il important
de caractériser la glycosylation de la hGH naturelle, soit par approche « Top down », en
fragmentant la protéine intacte, soit, par approche « bottom up », par fragmentation des
peptides de la hGH apres digestion enzymatique. Une fois la structure du peptide
glycosylé déterminée, il sera possible de le quantifier et faire un rapport entre le peptide
non glycosylé et le peptide glycosylé. D’autre part, il est trés souhaitable d’aller vers
une miniaturisation du systéme. En effet, les analyses anti-dopage a la GH sont réalisées
sur le sang qui est une matrice délicate a prélever en quantité trés limitée. Le
développement d’un systéme microfluidique avec lequel on peut réaliser des tests anti-
dopage peut représenter un progrés notoire dans le domaine analytique, pour des
analyse multipliées et répétées intégrant des étapes de pré-traitement d’échantillons et
de séparation. Finalement, pour surmonter la courte durée de demi-vie de la GH, il
serait intéressant de trouver d’autres biomarqueurs de la GH ou cibler les formes liées
de la GH (GH liée a la GHBP) qui présentent une durée de demi-vie plus longue. Les
efforts de chimistes analyticiens, de pharmaciens et de médecins doivent étre regroupés

pour I’¢laboration d’un nouveau test d’anti-dopage a la hGH dans un futur proche.
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Titre : Analyse par spectrométrie de masse des tubulines et de I’hormone de croissance
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Résumé : Les tubulines sont des protéines
impliquées dans des processus biologiques
essentiels a la vie cellulaire. Elles sont
polymodifiées en leurs extrémités C-terminales.
Différentes techniques ont été utilisées pour
caractériser les polymodifications des tubulines.
Mais certaines difficultés persistent concernant
I’indentification fine de plusieurs structures. Le
couplage de spectrométric de masse a la
mobilit¢ ionique représente une avancée
technique plus pertinente pourla séparation
d’isomeéres de structures. En effet, la mobilité
ionique peut séparer des ions de méme rapport
m/z en fonction de leur conformation. Dans la
premicre partie de cette thése, une analyse par
mobilité ionique et spectrométrie de masse en
tandem a permis la séparation de deux peptides
de synthése mimant des peptides C-terminaux
de tubuline o diglycylés. L’hormone de
croissance (GH) est une hormone

hormone de croissance,

spectrométric de masse, mobilité ionique,

anabolique et un agent dopant pour les sportifs.
La disponibilit¢ de la hGH recombinante
(thGH) dans le marché noir a augmenté la
fréquence du dopage a la GH. Les tests anti-
dopage approuvés par I’agence mondiale
d’antidopage sont confrontés a certaines limites.
Dans la deuxiéme partic de ma theése, des
analyses comparatives de la hGH naturelle et la
rhGH ont été réalisées par spectrométrie de
masse couplée a la chromatographie liquide en
phase inverse pour trouver une différence
chimique entre la hGH naturelle et la thGH. La
hGH naturelle extraite des glandes pituitaires de
cadavres est glycosylée alors que la thGH n’est
pas modifiée. De manicre intéressante, cette
glycosylation se trouve sur un peptide
protéospécifique de la hGH. Ce travail ouvre
une piste pour le développement d’une nouvelle
méthodologie pour les tests anti-dopage a la
GH.

Title : Analysis of tubulins and growth hormone by mass spectrometry

Keywords : tubulins, growth hormone, mass spectrometry, ion mobility, chromatography, peptides,

doping.

Abstract : The tubulins are proteins involved in
cellular processes that are essential for cell life.
The tubulins are polymodified at their C-
terminal extremities. Different techniques has
been used to characterize the polymodifications
of tubulins. However, some challenges remain
in the fine identification of some structures. In
fact, mass spectrometry ion mobility can
separate ions of the same m/z ratio depending
on their conformations. In the first part of this
thesis, an ion mobility mass spectrometry
analysis allowed the separation of two
synthetic peptides that mimic the structure of
C-terminal peptides of biglycylated o-tubulins.
In order to extrapolate this type of experiment
to the C-terminal peptides purified from
biological tubulins, we employed an analytical
process to analyze these peptides from purified
brain tubulins. Growth hormone (GH) is an
anabolic hormone

and a doping agent used by athletes. The
availability of rhGH in the black-market has
continuously increased because of doping in
sports. The natural and the biosynthetic hGH
have identical peptidic sequences. So far, the
valid hGH anti-doping tests by the world anti-
doping agency are based on immunological
recognition. However, Immunoassays have
their own limitations. Therefore, the next
generation analysis of GH has to be more
specific and accurate. In the second part of this
thesis, mass spectrometry coupled to reversed
phase chromatography was wused to find
chemical differences between the pituitary
hGH and the rhGH. The pituitary extracted
hGH is glycosylated whereas the biotech
product is sugar free. The present work
represents an opening towards a mnovel
methodology for a novel hGH anti-doping test.
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