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Résume

L’utilisation de la protéomique et de la spectrométrie de masse est devenue indispensable pour la
compréhension au niveau moléculaire de nombreuses pathologies. Le peptide amyloide béta (AB) 1-42 tient un
role central dans le développement de la maladie d’Alzheimer (MA). Cependant, les mécanismes de la toxicité
induite par ce peptide sont toujours mal connus. Ce travail vise a identifier les partenaires protéiques de la
forme fibrillaire du peptide AR, afin d'avoir une meilleure comprehénsion des mécanismes moléculaires induits
pat ce peptide et d'identifier d'éventuels candidats comme cibles thérapeutiques de traitement contre la MA.
Pour cela, nous avons mis en place une stratégie de co-précipitation des protéines en interaction avec le peptide
AB 1-42 sous forme fibrillaire, en utilisant des protéines extraites de synaptosomes de rat. I’identification des
protéines co-précipitées avec les fibrilles est réalisée en LC-MS/MS (Hesse et al. 2011) (ESI-LIT-FTICR). Les
résultats obtenus sur six expériences indépendantes nous ont permis d’identifier 172 protéines spécifiquement
co-précipitées a ’AB. Parmi ces protéines, 11 sont identifiées dans 'ensemble des réplicats biologiques Ras-
related protein Ral-A, Cytochrome b-cl, amine oxidase B, 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type 2,
mitochondrial import TOM70, Dynamin-like 120 kDA protein, Succinate dehydrogenase, LETMI,
EF-hand domain containing protein, Up-regulated during skeletal muscle growth protein et
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase
complex.. Certaines de ces protéines sont associées dans la littérature au controle de ’homéostasie du calcium,
ou Porganisation des microtubules, qui sont perturbées dans la MA. Afin de pouvoir compléter cette liste nous
avons mis au point au laboratoire le couplage entre la chromatographie liquide et les spectrométres de masse
équipés d’une source MALDI. Ce couplage nous offre des possibilités d’anlyses supplémentaires (Chiappetta et
al. 2010) ainsi qu’une complémentarité d’analyse comparé au montage classique (LC-ESI). Pour comprendre la
complémentarité protéique et peptidique de ces deux approches(LC-MALDI et LC-ESI) nous avons étudié
différents facteurs phyisco-chimiques pouvant induire une discrimination et une ionisation préférentielle.

Mots clés: Alzheimer, amyloide-béta 1-42, synaptosomes, protéomique, ESI, MALDI, complémentarité,
spectrométrie de masse

The use of proteomics and mass spectrometry has become essential for understanding the molecular level of
many diseases. The amyloid beta peptide (Abeta) 1-42 plays a central role in the development of Alzheimert's
disease (AD). However, the mechanisms of toxicity induced by this peptide are still unknown. This work aims
to identify different proteins partners of the fibrillar form of Abeta peptide in order to gain a better
understanding of the molecular mechanisms induced by this peptide and to identify possible candidates as
therapeutic targets for treatment against AD. For this we have implemented a strategy of co-precipitation of
proteins interacting with the peptide Abeta 1-42 fibrillar form, using proteins extracted from rat synaptosomes.
Identification of proteins co-precipitated with the fibrils is achieved by LC-MS/MS (Hesse et al. 2011) (ESI-
LIT-FTICR). Using six independent experiments we have identified 172 proteins that specifically co-
precipitated with AB. Among these proteins, 11 were identified in all biological replicates Ras-related protein
Ral-A, Cytochrome b-cl, amine oxidase B, 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type 2, TOM?70
mitochondrial import, Dynamin-like 120 kDa protein , succinate dehydrogenase, LETM1, EF-hand
domain containing protein, Up-regulated during skeletal muscle growth and protein-residue
succinyltransferase component Dihydrolipoyllysine of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex. Some
of these proteins are associated in the literature to control calcium homeostasis, or the organization of
microtubules, which are disturbed in AD. In order to increase this list we have developed in the laboratory the
coupling between liquid chromatography and mass spectrometers equipped with a MALDI source. This
coupling gives to us additional analysis opportunities (Chiappetta et al. 2010) and a complementary analysis
compared to conventional way (LC-ESI). To understand the protein and peptide complementarity of these two
approaches (LC-MALDI and LC-ESI) we have studied various physico-chemical factors that can induce
discrimination and preferential ionization.

Keywords: Alzheimer, amyloid-beta 1-42, synaptosomes, proteomic, ESI, MALDI, complementarity, mass
spectrometty.
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Abréviations et quelques définitions

a.a: acide aminé

AB : Amyloide Béta

ACN : acétonitrile

ADAM : Métalloprotéase avec domaine désintégrine

ADDL : amyloid-beta-derived diffusible ligands

AF : acide formique

AICD : APP intracellular Domain (Domaine intracellulaire de PAPP)

APOE : Apolipoprotéine

APP : Amyloid Precursor Protein (Protéine précurseur de amyloide)

ATP: Adénosine Tri Phosphate

BACEL1 : Beta-site APP Cleaving Enzyme 1 (Enzyme clivant ’APP)

BC : Béta Cristalline

BP : Base Peak (pic de base)

C83 ou (99 : fragment C-terminal d’APP de 83 ou 99 acides aminés

CHCA : acide a-cyano-4-hydroxy cinnamique

cICAT : Cleavable Isotope Coded Affinity Tag

CID : dissociation induite par collision

cps : coups (mesure de intensité en masse)

d.i: diameétre interne d’une colonne, d’un capillaire, ez.

DTT : dithiothreitol

ECD : dissociation par capture d’électron

E.coli : Escherichia coli

EDTA : acide éthyléne-diamine-tétraacétique

ESI : ionisation électrospray

FTICR MS : Spectrométrie de masse par Transformée de Fourier a Résonance Cyclotronique
d’Ions

g : force relative de centrifugation.

HPLC : Chromatographie Liquide a Haute Pression

ICAT: Isotope Coded Affinity Tag

IPr: isopropanol

KEGG pathway (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

LIT : trappe d’ions linéaire

iTRAQ : Zsobaric Tags for Relative and Absolute QOnantification (Quantification absolue et relative par
étiquette isobarique)

L : longueur d’une colonne chromatographique ou d’'un capillaire

LC : chromatographie en phase liquide

LC-ESI : couplage entre chromatographie en phase liquide et spectrométrie de masse équipé
d’une source ESI

LC-MALDI : couplage entre chromatographie en phase liquide et spectrométriec de masse
équipé d’une source MALDI

LC-MS/MS : couplage entre chromatographie en phase liquide et spectrométrie de masse en
tandem

LCID : chromatographie en phase liquide monodimensionnelle

LC2D ou 2DLC : chromatographie en phase liquide bidimensionnelle

MA : Maladie d’Alzheimer
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MALDI : désorption-ionisation laser assistée par matrice

MALDI-TOF/TOF : spectrométrie de masse en tandem de type MALDI couplé avec une
analyse en temps de vol

MALDI-Orbitrap : spectrométrie de masse en tandem de type MALDI couplé avec une analyse
en Orbitrap

MeOH : méthanol

MW : masse moléculaire d’une protéine ou d’un peptide

MPT : modification post-traductionnelle

MS : spectrométrie de masse

Mode MS : mode d’analyse par spectrométrie de masse dans lequel le rapport masse sur charge
des analytes ionisés est déterminé

Mode MS/MS : mode d’analyse par spectrométric de masse dans lequel un ion donné est
sélectionné pour étre fragmenté. Les ions fragments générés sont séparés en fonction de leur
rapport masse sur charge et détectés.

MudPiT : Multi-Dimensional Protein Identification Technology

m/z : rapport masse sur charge, ou m est la masse en Dalton (Da) et z le nombre de charges de
lion

2
N : nombre de plateaux théoriques caractérisant une séparation. N = 16(ij (voir figure
@

associée a la définition de R, pour la description de t; et )

NaCl : chlorure de sodium

NanoESI ou nESI : ionisation nanoélectrospray

NanoLC ou nL.C : chromatographie en phase liquide utilisant des débits de l'ordre de quelques
centaines-dizaines de nI./min

Nd-YAG : neodymium-doped yttrium aluminium garnet (grenat d'yttrium-aluminium) cristal
utilisé comme amplificateur des lasers.

peptides protéotypiques : Les peptides générés a partit de la protéolyse d’une séquence
protéique qui sont toujours détectés en MS sont appelés protéotypiques.

pI : point isoélectrique

PMEF : Peptide Mass Fingerprint (Cartographie peptidique de masse)

ppm : partie par million

PS1 : Préséniline 1

PS2 : Préséniline 2

PS-DVB : poly-(styrene-divinylbenzéne)

Q : quadripdle

R, : résolution d’une technique séparative. La résolution R, entre deux pics chromatographiques
est donnée par :

2ty —t N , . , .
R, = (M—Rl) , OU ty, et t, désignent les temps de rétention des deux analytes entre lesquels la
W, —
résolution est calculée, et ®, et m, désignent la largeur de leur pic chromatographique. ¢ désigne
Pécart type mesuré a 60,6% de la hauteur du pic. Généralement, on prend 46 comme définition

de .
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RPLC : chromatographie en phase liquide a polarité de phases inversée

SA : acide sinapinique

sAPPu« : Soluble APPa fragment de la protéine précurseur de 'amyloide obtenu par le clivage par
la o-sécrétase

sAPPg : Soluble APPB fragment de la protéine précurseur de 'amyloide obtenu par le clivage par
la 3-sécrétase

SCX-LC : Chromatographie d’échange de cations forts

SEC-LC : chromatographie d’exclusion stérique

S/B : rapport signal sur bruit

SRM: Selected Reaction Monitoring

TFA: acide trifluoroacétique

Th : Thompson, unité des rapports m/z

TIM : Translocase Inner Membrane (Translocase de la membrane interne mitochondriale)

TMT : Tandem Mass Tag

TOF : analyseur a temps de vol

TOM : Translocase Outter Membrane (Translocase de la membrane externe mitochondriale)
tpm : tour par minute

tg : temps de rétention chromatographique

Tris : 2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol

UHPLC : Chromatographie Liquide a Ultra Haute Pression

pl: microlitre

ps : microscan

v/v : volume/volume

Tampon, solvant, phase mobile : ces trois termes sont employés pour désigner les phases
mobiles utilisées en chromatographie en phase liquide. Le mot tampon est utilisé de fagon
détournée, dans la mesure ou la phase mobile aqueuse employée n’est pas un tampon de pH. Le
pH est imposé par l'acide organique introduit dans la phase mobile (acide formique dans nos
analyses), mais sa valeur n’a pas été ajustée pour que la solution soit au pKa de l'acide faible. Le
terme solvant est employé en général par analogie aux publications en anglais (so/vens).
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I Introduction générale

Le cerveau est 'organe le plus complexe, son étude a toujours été délicate. Plusieurs pathologies alterent
I'intégrité de cet organe essentiel. Parmi ces pathologies on retrouve les pathologies neurodégénératives
telles que la maladie d’Alzheimer (MA). Cette maladie touchant un nombre croissant de personnes est

devenue en quelques années un probleme de santé publique majeur.

La compréhension des processus moléculaires de cette maladie est une nécessité pour vaincre la maladie.

Ces différents processus mettent en jeu des variations chimiques, biochimiques et physiologiques.

L'utilisation d’outils interdisciplinaires est devenue indispensable pour réaliser I'étude des biomolécules
responsables de la maladie d’Alzheimer. La protéomique est un domaine faisant intervenir différentes
disciplines complémentaires de chimie, biochimie et de physique, ce qui en fait une technique de choix

pour la caractérisation et la quantification des protéines.

Afin de comprendre les mécanismes de la maladie d’Alzheimer nous avons décidé de concentrer nos
efforts sur le peptide amyloide béta (AB). Une des caractéristiques principales de la MA est 'accumulation
du peptide AR autour des neurones formant des plaques séniles. Cette accumulation de ce peptide

endommage de maniére irréversible les neurones.

Le peptide AB provient de la protéolyse de 'APP (Amyloid Protein Precursor) qui est clivée par une
enzyme (la B-sécrétase) du coté N-terminal suivi de I'action d’une autre protéase (la y-sécrétase). L’action
de cette dernicre engendre deux formes d’Af I'une physiologique de 40 acides aminés (AP 1-40) et une
autre toxique de 42 acides aminés (AB 1-42). Dans notre étude nous nous sommes intéressés a cette forme

toxique.

Les propriétés physico-chimiques du peptide AR 1-42 ainsi que sa structure entrainent la liaison de celle-ci
avec de nombreuses molécules telles que lipides et protéines. La conversion de ce peptide sous une forme
fibrillaire permet d’augmenter cette capacité de liaison. Plusieurs études préliminaires ont été réalisées avec
des protéines déja impliquées dans la MA. Cependant I’étude de protéines non impliquées directement

dans la maladie a trop souvent été négligée.
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Afin de comprendre les mécanismes d’action du peptide amyloide 1-42 nous avons mis en place une
collaboration avec le laboratoire de chimie médicale de Szeged (Hongrie) avec pour objectif de
développer une nouvelle approche permettant I'identification des différents partenaires de AP par
spectrométrie de masse. L'utilisation de la LIT-FT MS semble étre le choix idéal en termes d’exactitude de
masse (<2ppm), de sensibilité, de résolution (>100000) et de gamme dynamique. L’utilisation de la
chromatographie liquide bidimensionnelle a haute performance (LC-2D) en amont du spectrometre de
masse permet le balayage d’un éventail de protéines plus large. L'utilisation combinée de ces deux outils

nous permet de réaliser une identification protéique beaucoup plus fine.

Travail réalisé dans cette thése

Cette these rentre dans le cadre de I'analyse protéomique avec les différentes étapes qu’elle implique. Afin
d’identifier de nouveaux partenaires de AP 1-42, nous avons mis en place une technique de co-
précipitation entre les protéines synaptosomales et les fibrilles d’AB 1-42. L’utilisation de synaptosomes
permet l'identification d’interactions biologiquement significatives. Le peptide AB 1-42 a été décrit comme
une protéine synaptotoxique (Selkoe et al. 2002). L'utilisation du rat comme modeéle biologique rend
possible la validation de notre travail avec les résultats des travaux précédents (Verdier ez al, 2005).
L’analyse de co-précipitation permet d’isoler les protéines directement liées a AR ainsi que I'isolement des
protéines liées de facon indirecte. A lissue de cette identification un réseau de protéines pourra étre

reconstitué afin de comprendre quelles sont les différentes interactions caractéristiques de PAR.

La deuxiéme partie de notre travail consiste au développement méthodologique capable d’augmenter la
couverture du protéome. En effet une identification plus poussée du protéome est une étape nécessaire
pour parvenir a lidentificaion de certaines modifications post-traductionnelles ou de séquences

peptidiques d’intérét jouant un réle dans les différents processus biologiques.

Les travaux d’A.M Hesse (Hesse 2009) ont montré lintérét de la multiplication des approches
chromatographiques pour augmenter sensiblement le nombre de peptides et protéines identifiés. Dans
cette méme logique nous avons développé le couplage LC-MALDI afin d’obtenir au laboratoire une
stratégie d’analyse différente et complémentaire du couplage classique LC-ESI. Le développement de cette
méthode sur des appateils tels que le MALDI-TOF/TOF et le MALDI-Oftbitrap nous a permis de réaliser
une comparaison directe des deux méthodes afin d’identifier une probable complémentarité des deux
approches ainsi que la détermination des éléments physico-chimiques jouant un role dans I'lonisation des

peptides.
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[I Introduction

II.1 La maladie d’Alzheimer (MA)
I1.1.1  Un peu d’histoire

Pendant tres longtemps la perte de mémoire et la perte de facultés cognitives étaient considérées comme
normales et liées a I’age. Cependant, en 1901, le psychiatre Alois Alzheimer suit une patiente agée de 51
ans (Auguste D.) présentant de nombreux troubles mentaux et comportementaux tels que des difficultés
de mémoire, des troubles de l'orientation, des hallucinations et des difficultés de compréhension. Pour

illustrer ces difficultés Alois Alzheimer rapporte I'entretien suivant :
Exctrait du 26 Novembre 1901

« Elle s'assoit sur son lit, ['air hébété. Quel est votre nom? Auguste. Votre nom de famille? Auguste. Quel est le nom de
votre mari? Auguste, je crois. Votre mari? Ah, mon mari. Elle semble ne pas comprendre la question. FEtes-vous
mariée? A Auguste. Madame D.? Oui, Oui, Auguste D. Quand on lui demande d'écrire, elle tient le livre de telle faon
gn'on a l'impression gu'elle a perdu une partie du champ visuel droit. Désordre de I'écriture d'origine amnésigue. Dans la

soirée, son discours spontané est plein de déraillements paraphrastiques et de persévérations »
A widi, on servit a Augnste D. du chon-fleur et de la viande de pore.

« Qu'est-ce que vous étes en train de manger ¢ Des épinards. (Elle mastique sa viande). Et a présent, qu'est-ce que vous
mangez ¢ ['ai d'abord mangé des pommes de terre et puis du raifort. Le doctenr Alzheimer lui désigne divers objets. Tres vite,

elle ne sait plus ce qu'on vient de lui montrer et ne cesse de parler de jumeanx ». (Konrad et al. 1997)

Suite au déces de Mme Auguste D. le 8 Avril 1906 d’une septicémie, Alois Alzheimer réalisa une étude
histologique du cerveau de son ancienne patiente. 1l observa de nombreuses Iésions cérébrales formées par
des plaques séniles semblables a celles retrouvées généralement chez les personnes dgées, mais également

des lésions inconnues caractérisées par de nombreux amas de fibrilles dans les neurones (Figure 1).

Il présenta ses observations le 3 Novembre 1906 a Tibingen lors de la 37¢me rencontre de la psychiatrie

Allemande.
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Fig.1 Tissmie sections from Auguste D5 bimin show amyloid
plaques (3, b and newrofibrillary wogles (e in the cercheal cortex
(Biclachowsky silver impreguation). The drawings depicted in €
were Laken from Alrbeimer’s own work (1911). Primary magnifi-
cation: x5 (&), % 100 (b, €)

Figure 1: Observation des coupes histologiques aprés imprégnation argentiques (Alzheimer et al. 1906) Section du
cerveau montrant les plaques amyloides (a et b) et les dégénérescences neurofibrillaires (c)

Suite a des observations similaires chez différents patients, décrites par Alzheimer et d’autres psychiatres
(Fischer et al.1907 ; Bonfiglio et al. 1908 ; Alzheimer et al. 1911) Emil Kraepelin lui-méme psychiatre

décida de I’éponyme « maladie d’Alzheimer. »

I1.1.2 Aujourd’hui

La MA affecte un octogénaire sur cinq. En France 860 000 personnes sont touchées, ce chiffre pourrait
d’ailleurs doubler et atteindre les deux millions de personnes d’ici 2040 (Ramaroson et al. 2003), ce qui en
fait la premiere cause de troubles démentiels en France. Entre 65 et 74 ans, la MA est responsable de 36%

des causes de démences, 64% entre 75 et 84 ans et 96% pour les personnes dgées de plus de 85 ans.

La MA constitue un probléme de santé publique majeur : avec augmentation de 'espérance de vie et le
vieillissement de la population, pres de 25 millions de personnes sont touchées actuellement dans le

monde (Gallez, 2005).

I1.2 Les différents facteurs de risques de la MA

La forme sporadique sans antécédents familiaux représente plus de 95% des cas de la MA (Rocchi et al.
2003). Comme de nombreuses maladies, certains facteurs jouent un réle dans la survenue de la MA. Ces

risques peuvent étre classés en différents groupes :

e Ies facteurs environnementaux

e Ies facteurs vasculaires
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e Ies facteurs nutritionnels
e Les facteurs génétiques
I11.2.1 Les facteurs environnementaux

I1.2.1.1 D’age

Lage représente le facteur de risque majeur de la MA (Tableau 1), la majorité des cas aprés 65 ans présente
une prévalence de 6.4% en Europe (Lobo et al. 2000). Toutes les études ont montré une augmentation de
la probabilité de développer la maladie avec I’age. (Evans et al. 1989)

Tableau 1 : Prévalence de la MA en France en fonction de I'age et du sexe (étude PAQUID Personnes dgées Quid, Ramaroson
et al. 2003)

Hommes Femmes Ensemble
% Démence | Alzheimer | Démence | Alzheimer | Démence | Alzheimer
75-79 7,7 4,6 57 37 6,5 41
80-84 12,5 9,6 16,6 15,3 15,1 13,2
85-89 229 15,2 29,9 23,8 27,6 21,0
90 et plus | 27,0 21,6 52,8 46,5 47,0 40,9

Cette étude montre I'importance de I’age et son implication dans la démence et plus précisément de la

MA, qui représente plus de la moitié des cas de démence passé 75 ans.

I1.2.1.2 Le sexe

Selon le PAQUID (Personnes Agées Quid) la prévalence de la MA est plus importante chez les femmes.
Cette tendance semble étre bien établie puisque d’autres études l'ont démontré dans des populations
rurales chinoises (Letenneur et al. 1999; Zhou et al. 2006). Une étude réalisée sur des femmes
ménopausées montre que les concentrations en cestrogenes étaient associées au déclin cognitif (Fillit et

al.2002). Cette étude pourrait étre une piste pour expliquer cette tendance.

I1.2.1.3 Le niveau d’éducation

Le niveau d’éducation et la stimulation intellectuelle tout au long de la vie semblent jouer un role
important. Les personnes n’ayant pas suivi de longues études ont plus de risques d’étre affectées par la

MA (Sulkava et al. 1985 ; Sharp et al. 2011).

I1.2.1.4 Les traumatismes craniens

Les chocs importants a la téte durant la jeunesse contribueraient a augmenter le risque de développer la
MA. Des études réalisées chez des boxeurs professionnels américains ont montré des changements

moléculaires similaires a la MA, dont une accumulation de la protéine Tau (Meheroz et al. 2001, Slemmer
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et al. 2002). D’autres études ont également montré le lien de cause a effets d’un ou plusieurs traumatismes

(Szczygielski et al. 2005).

I1.2.1.5 Exposition professionnelle

Différents domaines d’activité professionnelle entrainent une exposition plus ou moins forte a de
nombreux agents chimiques ou physiques tels que les ondes magnétiques, les pesticides, les métaux lourds
et les solvants. Ainsi plusieurs études ont mis en évidence que l'exposition aux pesticides augmente le
risque de développer la MA (Hayden et al. 2010; Jones et al. 2010). L’influence des ondes
électromagnétiques est encore débattue malgré les récentes études suggérant un role protecteur des ondes

électromagnétiques contre le déclin cognitif (Arendash et al. 2010).

I11.2.1.6 L’alcool et le tabac

Le role nocif de I’alcool et du tabac dans la MA a donné lieu a de nombreuses études (Juan et al. 2004 ;
Garcia et al. 2010 ; Graves et al. 1991 ; Letenneur et al. 2004). Deux études récentes ont montré des roles
protecteurs et bénéfiques. La premiere étude réalisée en Allemagne en 2011 vient de montrer qu’une
consommation modérée d’alcool réduirait de pres de 40 % le risque de contracter la MA (Weyerer et al.
2011). La deuxieme étude traite de la cotinine qui n’est autre que de la nicotine transformée par
Porganisme. Sa présence inhiberait 'agrégation de 'amyloide-béta (AB) qui est en partie responsable de la
MA (nous reviendrons sur son role dans les prochains chapitres) et possede un effet protecteur de la

mémoire chez la souris (Echeverria et al. 2011).

11.2.2 Les facteurs vasculaires
I1.2.2.1 L’hypertension

L’hypertension est un facteur de risque de la MA. Une pression artériclle diastolique élevée augmente la
dégénérescence neurofibrillaire au niveau de ’hippocampe qui est une des premicres structures atteintes
dans la MA (Petrovich et al. 2000 ; Kivipelto et al. 2001). Plusieurs études ont montré des liens de cause a
effet entre Phypertension et la survenue de démences. Les études de Launer et Guo ont montré que les
patients hypertendus traités contre I’hypertension présentaient moins de risques de démence que les
patients hypertendus non traités. (Guo et al 1999 ; Launer et al. 2000). En revanche un bas niveau de

pression artérielle serait méme prédicteur de démence apres 80 ans (Qiu et al. 2003; Verghese et al. 2003).
I1.2.2.2 Le cholestérol

Le cholestérol qui est un élément important du cerveau est également décrit comme étant un facteur de
risque de la MA (Kivipelto et al. 2001 ; Sambamurti et al. 2004). En effet des études ont montré chez la
souris une augmentation d’AB dans le cerveau a la suite de 'administration d’un régime riche en

cholestérol, ce qui entraine une formation des plaques amyloides beaucoup plus rapide que chez des souris
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présentant un taux plus faible de cholestérol. (Refolo et al. 2000 ; Anstey et al. 2008). Cependant les
patients traités contre I’hypercholestérolémie semblent avoir moins de risques de démence que les

patients non traités.

11.2.2.3 Le diabéte

L’insuline tient un réle trés important dans le cerveau, son niveau affecte le systeme de la dopamine qui est
un neurotransmetteur essentiel 2 de nombreuses fonctions dont la mémoire et la concentration (Watson et
al. 2003). Malgré ce tdle, le lien entre linsuline et la MA n’a été évoqué qu’en 2001 (Boyle et al. 2001).
Depuis plusieurs études ont montré une corrélation entre le diabéte et la MA plus précisément entre le

diabéte de type 2 (diabete non insulinodépendant) et la MA (Luchsinger et al .2010).

11.2.3 Les facteurs nutritionnels
11.2.3.1 L’alimentation

Les apports en nutriments sont des éléments déterminants pour l'organisme et pour son bon
fonctionnement. Il a été montré que des faibles concentrations en Oméga3, ainsi que des carences en
vitamine D constituent un facteur de risque (Taghizadeh et al. 2011). I’Oméga 3 est connue pour
diminuer le taux de cholestérol lui-méme facteur de risque de la MA. La vitamine D apparait comme un

neuroprotecteur et semble réguler I'inflammation dans le cerveau (Lehmann et al. 2011).

I1.2.3.2 L’obésité

L’obésité est également citée comme étant un facteur pouvant augmenter le risque de contracter la MA
(Gustafon et al. 2003). L’hypothese d’une source de cytokine et d’interleukines issues du tissu adipeux qui

solent responsables d’inflammation et de déclins cognitifs a été évoquée. (Gunstad et al. 20006).

I1.2.4 Facteurs génétiques

Drun point de vue génétique, la MA peut se traduire sous deux formes : la forme sporadique et la forme
familiale. I.’étude génétique de la MA a permis d’identifier quatre génes responsables de la maladie. Sur ces
quatre genes, trois d’entre eux sont situés sur les chromosomes 1, 14 et 21 et sont responsables des formes
a caractere héréditaire de la MA, le dernier situé sur le chromosome 19 est impliqué dans la forme

sporadique de la maladie.

I1.2.4.1 Les facteurs génétiques des formes familiales de la MA

Plusieurs études génétiques ont montré que trois genes étaient responsables de la majorité des cas de la
MA précoce (survenant avant ’age de 65 ans). Des mutations génétiques au sein de ces trois genes

entrainent un caractere précoce et inévitable de la MA. Ces trois génes sont les suivants :
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I1.2.4.1.1 Le gene de PAPP (Protéine Précurseur de ’Amyloide)
Ce geéne code pour une protéine transmembranaire composé de 695 a 770 acides aminés qui est le
précurseur de PAB. Brievement cette protéine clivée par deux protéases nommées PS1 et PS2 entraine la

libération du peptide amyloide béta (AB) associé a la MA.

Plusieurs mutations génétiques ont été retrouvées sur ce gene situé sur le chromosome 21 (Kang et al.

1987 ; Tanzi et al. 1987), en particulier :

e surle codon 717(Mutation London) qui se situe en aval de la partie codant pour le peptide Af
e surles codons 670 et 671 (mutation suédoise) situés en amont de la partie codant pour A,
e sur les codons 716 (mutation Florida) et 715 (mutation Rouen) qui entrainent une modification

du site de clivage de la y-sécrétase (Hardy et al. 1997), comme cela sera décrit au paragraphe 11.4.2

p.35

Ces différentes mutations entrainent une surexpression du peptide A 1-42, conduisant a une agrégation
plus importante autour des neurones. De nouvelles mutations ont récemment été découvertes et un lien
direct a été établi dans le développement précoce de la MA comme par exemple la mutation A673V (Di

Fédé et al.2009) et E682K (Zhou et al. 2011)

II.2.4.1.2 Les génes préséniline 1 (PS) et préséniline 2 (PS2)
Les genes PS7 et PS2 codent pour une protéine transmembranaire issue du complexe protéique nommé la

y-sécrétase. Cette protéine est impliquée dans le clivage de P’APP.

Le gene PS7 situé sur le chromosome 14 est un gene possédant des mutations qui entrainent une forme
tres précoce de la MA, touchant des patients d’une trentaine d’années. A I’heure actuelle sont dénombrées
pres de 130 mutations sur ce gene (Duering et al. 2005) La plupart de ces mutations sont décrites comme

étant des substitutions simples d’acides aminés (Campion et al. 1995).

Malgré une homologie d’environ 60% avec le gene PS7, le gene PS2 situé sur le chromosome 1 est moins
impliqué dans le développement de la MA, notamment parce que le nombre de mutations identifiées sur
ce géne (9 au total) est faible (Sherrington et al. 1995). L’ensemble des mutations retrouvées sur ces genes
perturbe lactivité de la y-sécrétase en favorisant le clivage de ’APP au niveau du codon 713. Ce clivage

entraine la formation majoritaire du peptide A 1-42 (Scheuner et al. 1996).
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I1.2.4.2 Les facteurs génétiques des formes sporadiques de la MA

11.2.4.2.1 Le gene ApoE

A T’heure actuelle le principal facteur de risque génétique associé aux formes sporadiques de la MA est le

gene codant pour 'apolipoprotéine E (ApoE), retrouvé sur le chromosome 19.

I’ApoE joue un réle fondamental dans lactivité cérébrale, en effet il tient le réle de transporteur et de

distributeur des lipides et du cholestérol. L’ApoE intervient également dans la croissance neuritique.

Parmi les trois alleles décrits du gene de ’ApoE (€2, €3, €4) l'allele €4 est celui présentant une implication
directe dans la MA. Une étude de 1993 montrait une forte expression de I'allele €4 chez les patients
atteints des formes tardives de la maladie (Strittmatter et al. 1993). A la suite de cette étude d’autres
recherches sur cet allele ont été réalisées et ont confirmé ce résultat. I.’étude de 1997 (Farrer et al. 1997)
présente notamment un lien direct entre le nombre de copies de I'alléle €4 et le risque de développer la
maladie : il a été démontré que lallele €2, contrairement a 'alléle €4 possédait un role protecteur et se

retrouve présent en grande quantité chez les centenaires (Blanche et al. 2001).

Nous venons de présenter les différents facteurs de risque directs et indirects pouvant étre impliqués dans
le cadre de la MA. Nous allons présenter dans une deuxiéme partie les Iésions présentes d’un point de vue

macroscopique et microscopique.

II.3 Description macroscopique et microscopique des lésions dues a la MA

Les différentes avancées d’imagerie médicale ainsi que les dosages de biomarqueurs permettent de réaliser
un pré-diagnostic de la MA. Cependant, le seul diagnostic permettant d’identifier la MA de facon fiable

reste le diagnostic post-mortem avec un examen neuropathologique.

L’étude cérébrale de sujets atteints de la MA présente des caractéristiques communes et rapidement

identifiables.

I1.3.1 Lésions macroscopiques

Le cerveau de patients atteints de la MA présente principalement une atrophie cérébrale beaucoup plus
importante que celui de personnes du méme age non atteintes de la MA. Différentes zones se retrouvent
particulierement touchées comme I’hippocampe, le lobe temporal et 'amygdale temporale (Duyckaerts et
al. 1985). On remarque également une dilatation des ventricules et une atrophie des noyaux amygdaliens, a

tout ceci s’ajoute une diminution importante du poids pouvant aller jusqu'a 50% (Figure 2).
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Figure 2: Représentation schématique d’une coupe transversale de cerveau sain (a gauche) et I'atrophie massive d’un
cerveau a un stade avancé d’Alzheimer (a droite). Source National Institute on Aging, National Institutes of Health

I1.3.2 Lésions microscopiques

Aux différentes 1ésions macroscopiques s’ajoutent des lésions microscopiques caractéristiques de la MA.
Deux types de lésions ont été décrites par Alois Alzheimer, la dégénérescence neurofibrillaire et la
présence de plaques séniles extracellulaires. Chaque phénomene a lui seul n’est pas spécifique de la MA,
mais il s’agit de I’association de ces deux phénomenes qui caractérise la MA. Les plaques séniles (Figure 3)
sont la résultante de I’accumulation massive de protéines dégradées ou dénaturées composées
essentiellement de peptide AR (Masters et al.1985), la localisation de ces plaques semble étre relativement

diffuse, elles sont retrouvées dans le cortex cérébral.

Figure 3 : Immuno-histochimie du peptide Af coloration brune du peptide amyloide responsable des plaques séniles

Les dégénérescences neurofibrillaires (Figure 4) sont dues a une accumulation intra neuronale de fibrilles
formées par des paires de filaments appariés en hélices. Ces filaments sont principalement constitués de

protéines Tau (Brion et al. 1985).
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Figure 4 : Immuno-histochimie de la protéine Tau anormalement phosphorylée coloration brune représenté par les
fleches.

Nous venons de décrire les caractéristiques macroscopiques et microscopiques de la MA. Intéressons nous

maintenant a ses caractéristiques moléculaires.

I1.4 Mécanismes moléculaires de la MA

Les études génétiques précédemment citées ainsi que les différentes observations de la composition des
plaques séniles, composées majoritairement du peptide AB, ont orienté les recherches vers celui-ci mais

également vers son précurseut, la protéine APP.

I1.4.1 La protéine précurseur du peptide amyloide APP

I’APP (numéro d’accession P05067) est une glycoprotéine transmembranaire de type I codée par le géne
APP localisé sur le chromosome 21, les différents ARNm issus de I’épissage alternatif du géne APP
fournissent différentes isoformes de 365 a 770 acides aminés. Parmi ces différentes isoformes, trois sont
majoritairement retrouvées dans le cerveau, les formes 770, 751 et 695 (Golde et al.1990). La forme de 695
acides aminés qui est la plus courte des trois isoformes reste la forme majoritaire produite. Cette protéine
bien que retrouvée majoritairement dans le tissu nerveux, est également retrouvée dans divers tissus ou

fluides tels que la peau, les muscles et le systéme sanguin.

Bien que son role ne soit pas clairement défini, plusieurs études ont montré que PAPP est impliquée dans

différents processus cellulaires tels que :

e La synaptogénése et la plasticité synaptique (Gralle and Ferreira 2007)
e La signalisation cellulaire (Nishimoto et al. 1993)
e La différenciation des cellules souches neuronales (Kwak et al. 2006)

e [’homéostasie de métaux tels que le cuivre et le zinc (Hesse et al. 1994)
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I1.4.2 Protéolyse de PAPP

I”APP est métabolisée via deux voies biologiques

e la voie non amyloidogénique qui n’est pas responsable de la production de peptide amyloide
e lavoie amyloidogénique responsable de la production du peptide amyloide (Figure 5).

Chacune des voies met en jeu des enzymes ayant un role particulier.
e [u-sécrétase
e La §-sécrétase

e Ta y-sécrétase

Voie non amyloidogénique Voie amvloi'dogénique\\_
s-APP a N s-APP f 5

Figure 5 : Métabolisme de la protéine APP apres action des trois sécrétases (Zhang et al. 2009)
I1.4.2.1 D’ux-sécrétase

Trois enzymes présentant une activité « a-sécrétase » ont été identifices, ADAM17, ADAM10 et ADAM9
(ADAM : Métalloprotéase avec domaine désintégrine). Ces enzymes appartiennent a la famille des
métalloprotéinases et interviennent dans la voie non-amyloidogénique de PAPP. Le clivage de ’APP par
cette enzyme est réalisé en position 687 pour I'isoforme 770, en position 668 pour l'isoforme 751 et en
position 612 pour I'isoforme 695, entre la lysine 16 et la leucine 17 du peptide amyloide AB, empéchant sa
formation (De Stooper et al. 2000). Cette protéolyse réalisée au niveau de la membrane plasmique (Kojiro
et al. 2001) donne naissance au fragment N-terminal soluble appelé sAPPa (soluble APPa) et un fragment
transmembranaire C-terminal de 83 acides aminés appelé C83 ou CTFa. Le fragment soluble sAPPa
présente une activité neuroprotectrice (Stein et al, 2004). I vivo sAPPa permet une augmentation de la

mémoire a court terme par 'augmentation de la plasticité synaptique. (Meziane et al. 1998)
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I1.4.2.2 La B-sécrétase
La protéolyse par la 3-sécrétase correspond a la premiere étape de la voie amyloidogénique.

La B-sécrétase entraine une protéolyse de 'APP en position 671 pour Iisoforme 770, en position 652 pour
I'isoforme 751 et en position 596 pour I'isoforme 695, entre une méthionine et un acide aspartique. Cette
protéolyse n’altere pas le peptide amyloide AR et entraine la libération d’'un fragment soluble nommé
sAPPB et un fragment C-terminal transmembranaire de 99 acides aminés appelé C99 ou CTFB. Le nom de
cette enzyme BACE1 (Beta-site APP Cleaving Enzyme 1) faisant référence au gene cloné et identifié par
cinq laboratoires a été retenu. (Hussain et al. 1999 ; Sinha et Lieberburg, 1999 ; Yan et al. 1999 ; Lin et al.
2000 ; Vassar et al. 1999). Son implication dans la formation des plaques a été révélée dans une récente
étude en utilisant des soutis présentant un taux élevée de BACEL. (Cay et al. 2011). De plus son activité

serait modulé par la sphingosine 1 phosphate.
I1.4.2.3 La y-sécrétase

Cette enzyme intervient dans les 2 voies de lyse de PAPP (Figure 5). Elle permet la finalisation de la
protéolyse de la protéine APP via la protéolyse du fragment transmembranaire C83 ou C99. L’activité
catalytique de la y-sécrétase nécessite la formation d’un complexe formé de quatre protéines
transmembranaires : la préséniline 1 ou 2, la nicastrine, Pen-2 (Presenilin-Enhencer-2) et ’Aph-1 (Anterior
Pharynx defective-1). Chacune de ces quatre protéines possede un role bien déterminé. Pen-2 permet de
maintenir la stabilité de 'ensemble du complexe, la nicastrine permettrait la reconnaissance des différents
substrats de la y-sécrétase (Shah et al. 2005), les présénilines permettent la stabilisation (Pitsi and Octave,

2004) de C99.

Ce complexe une fois formé permet a la y-sécrétase de cliver ’APP en deux sites distincts : le site y et e. La
coupure en ces deux sites permet la formation de peptides amyloide de tailles différentes, les peptides AB
1-40 et AB 1-42 représentant les deux formes majoritaires (Qi-Takahara et al. 2005) ainsi que la libération
du fragment AICD (APP intracellular Domain) dans la voie amyloidogénique qui pourrait ¢tre impliqué
dans les phénomeénes d’apoptose (Kinoshita et al. 2002) ou encore dans la signalisation. Dans la voie non

amyloidogénique la y-sécrétase entraine la libération de PAICD et du fragment P3 (AR 17-42).

Les différentes lyses entrainent la formation des fragments sAPPo, sAPPB, AICD, P3 et A.
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I1.4.2.4 AICD

Parmi ces différents fragments on retrouve le fragment AICD produit dans les deux voies sous la forme
AICD59 et AICD57 (59 et 57 acides aminés) issus des précurseurs APP-Cter o et APP-Cter 8. A I’heure
actuelle, sa fonction biologique est toujours discutée. Des études montrent que le fragment AICD associé
a la protéine adaptatrice nucléaire Fe65 et au complexe d’histone Tip60 participe a la transactivation
hétérologue des genes nucléaires (Cao and Sudhof 2001). I’AICD joue également un réle dans les
phénomenes d’apoptose (Kinoshita et al. 2002 ; Kégel et al. 2011). Des études récentes réalisées a partir

de modeles présentant une surexpression d’AICD ont montré des résultats contradictoires :

® une augmentation significative de la phosphorylation de la protéine Tau (protéine responsable des
dégénérescences des neurofibrilles) entrainant une baisse des fonctions cognitives (Ghosal et al.
2009) a été observée
e aucune phosphorylation de Tau dans I’étude de Giliberto I'année suivante (Giliberto et al. 2010).
Des recherches complémentaires sur le fragment AICD sont nécessaires afin de comprendre son véritable

role pathologique.
I1.4.2.5 Fragment P3

Le fragment P3 AR 17-42 correspondant aux résidus 17 a 42 du peptide Af est produit par le clivage non-
amyloidogénique de la y-sécrétase. Contrairement aux autres fragments issus de la protéolyse de ’APP, P3
fut peu étudié, car il était considéré comme rapidement dégradé dans le milieu extracellulaire (Haass, Hung
et al. 1993). En 1996 P3 a été décrit comme étant un composant principal des dépots pré-amyloides chez
les personnes atteintes de la trisomie 21 (Lalowski et al. 1996) et étant présent exclusivement chez les
patients atteints de la MA (Higgins et al. 1996). A T’heute actuelle aucune étude ne présente de lien direct
entre ce fragment et la MA. En effet, une surexpression de P3 n’entraine aucune toxicité (Walsh et al.
2002). Drailleurs le fragment P3 est incapable de former des oligomeres, comme décrit en 2008 par Dulin

(Dulin et al. 2008).

I1.4.2.6 Le peptide Amyloide AJ

Comme décrit précédemment, le peptide AR provient du clivage successif de ’APP par la B-sécrétase et de
la y-sécrétase. Le clivage par les deux enzymes libére le peptide amyloide AB avec une séquence composée
de 15 a 43 acides aminés : parmi elles les formes AB 1-40 et AP 1-42, mais également des formes
tronquées avec une perte d’acides aminés du coté N-terminal, comme les formes AP 3-x (Wirths et al.
2009). Les formes les plus étudiées restent les peptides AR 1-40 et AR 1-42, qui comptent comme étant les
formes les plus toxiques malgré leur présence minoritaire. AR 1-42 ne représente que 10% de ’'abondance

totale du peptide AB. (Sergeant et al. 2003).
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Figure 6 : Séquence peptidique du peptide AB42, N- vers C-terminal. La partie rouge représente les acides aminés
participants a la chélation d’ions métalliques. En gras les acides aminés du domaine transmembranaire et en bleu les

acides aminés 41 et 42 du peptide AF742 (Clippingdale et al. 20017).

II.5 Role physiologique du peptide amyloide (peptide AR)

La production et la présence du peptide AB dans les cellules neuronales est naturelle (Haass et al. 1992),
tout comme sa présence dans les cellules non neuronales (Shoji et al. 1992). Des lors la question de sa
fonction biologique a été posée. Différents groupes de recherches se sont penchés sur le rdle
physiologique du peptide amyloide comme le groupe de Yankner en 1990 (Yankner et al. 1990) qui
montra que les résidus 25 a 35 du peptide amyloide possede des propriétés neurotrophiques
(concentration de 'ordre de la picomole). Ce caractere neurotrophique a également été montré avec le
peptide AR 1-40 toujours a des concentrations picomolaire (Chen and Dong, 2009). Pour des
concentrations plus importantes de 'ordre de la nanomole, les peptides amyloides AB 1-40 et AB 1-42 ont
une activité antioxydante (Kontush et al. 2001), mais entraine également la sutvie des neurones de
Ihippocampe (Yankner et al. 1990). L'importance du peptide AR 1-40 a de faible concentration a été

démontrée par sa capacité de bloquer la formation des protofibrilles A 1-42 en fibrilles (Jan et al. 2008).

Plus récemment des études ont démontré que le peptide AB 1-42 serait associé a I'apprentissage et la

formation de la mémoire (Garcia-Osta and Alberini, 2009).

Tous ces exemples ci-dessus montrent le role protecteur des peptides amyloides a des concentrations

relativement faibles et dans des structures monomériques.

II.5.1 Le peptide A et la toxicité

Ces quelques exemples montrent que le peptide AB sous sa forme monomere ne présente pas de caractere
toxique mais au contraire un role protecteur d’'un point de vue physiologique. Cependant, ce méme
peptide présente également un caractere neurotoxique que nous allons développer. Le caractere
neurotoxique des deux formes AB 1-40 et AB 1-42 est en fait corrélé a leur état d’agrégation. La forme AB

1-40 semble néanmoins moins toxique que la forme AB 1-42 (Zou et al. 2003)

Dans la suite sont présentées les différentes formes d’agrégats du peptide AB ainsi que leur toxicité dans le

cadre de la MA.
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I1.5.1.1 Peptide Amyloide soluble

Le terme de peptide amyloide soluble regroupe I'ensemble des formes restées en solution aprés une
centrifugation d’extraits bruts de cerveaux a 100 000 g. Parmi ces espéces se retrouvent les monomeres, les
dimeres, les trimeres ainsi que les oligomeres (Walsh et al. 2000). Plusieurs études ont montré un lien
direct entre les formes solubles d’Af et la MA. Les cellules présentant des mutations de ’APP et des
présénilines ont montré une augmentation de la formation d’oligomeres (Xia et al. 1997). Ce phénomeéne a
également été remarqué chez des souris APP transgéniques ou I'augmentation de peptide AR soluble
entraine une diminution des synapses (Mucke et al. 2000). Une autre étude trés récente vient de montrer
que les dimeres d’AB entraineraient la phosphorylation de la protéine Tau ainsi que la dégénérescence des

neurones (Jin et al 2011)

Deux autres structures sont également formées a partir du peptide amyloide : la forme oligomérique ou

ADDL (AB-Derived Diffuse Ligand), et la forme fibrillaire

I1.5.1.2 Les formes oligoméres ou ADDL

Les formes oligometes ou ADDL (AB-Detived Diffuse Ligand) sont des oligomeres formés de 3 a 24
molécules d’AB. Toutefois des formes comportant jusqu’a 48 monomeres AR ont également été

identifiées.

Cette structure a été décrite par Iéquipe de Lambert en 1998 apres Iisolement et Iidentification des
protofibrilles (Lambert et al. 1998) L’utilisation du microscope a force atomique a permis d’observer sa

structure (Klein et al. 2001).

Figure 7 : Microscopie a force atomique révélant les ADDL de 5nm de diametre (Chromy et al. 2003)

Des lors plusieurs équipes ont concentré leurs efforts sur cette forme soluble. En 2003 I’équipe de Gong a
pu identifier une forme de 12 monomeres d’AB comme étant la forme la plus active et présente a des taux
élevées dans les cerveaux de patients atteint de la MA. (Gong et al. 2003). Deux ans plus tard des analyses
dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) ont également montré des taux importants d’ADDL
(Georganopoulou et al 2005). Différentes équipes de recherches ont tenté d’établir un lien entre les
ADDL et la mémoire : des injections d’ADDL chez le rat ont montré des perturbations de la mémoire
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(Cleatly et al. 2005). Ce n’est qu’en 2006 que la toxicité de la forme ADDL a 12 monomeéres d’AB fut
révélée dans des souris transgéniques (Lesné et al. 20006) soit 3 ans apres la découverte de la forme ADDL

2 12 monomeres.

I1.5.1.3 La forme fibrillaire

Bien que la forme oligomérique est représentée comme étant la forme la plus toxique, la forme fibrillaire
de 'amyloide B est également toxique et représente également un intérét dans le cadre de la MA. En effet il
s’agit du dernier stade structural avant la formation des plaques séniles retrouvées dans le cerveau. La
structure des fibrilles d’Af a pu étre révélée par cristallographie et par I'utilisation de la RMN : ces études

ont mis en évidence une organisation en feuillets § paralléles et antiparalleles. (Irie et al. 2005)

"odd" end P2

Figure 8 : Représentation fibrillaire du peptide 1-42. Chaque couleur représente un peptide en interaction avec ses
voisins immédiats. (Luhrs et al.2005)

I1.6 Mécanismes moléculaires de la toxicité induite par I’AP

11 est largement accepté que la MA débute avec un défaut de 'expression ou du métabolisme de ’APP, ou
avec un changement de la stabilité ou de 1’état d’agrégation de I’AB, qui induisent un déséquilibre entre la
production et la dégradation du peptide AB. Ce dernier est libéré dans le milieu extracellulaire, et se
retrouve soit dans ’espace intercellulaire, soit dans la cellule. Cette accumulation graduelle d’A§ pourrait
initier une cascade d’événements qui incluent une phase inflammatoire, des changements neurologiques et
synaptiques, la formation d’amas neurofibrillaires et la perte de transmission synaptique (pour revue voir
Selkoe, 2002, Verdier and Penke, 2004). 1l a été démontré que la majorité des formes d’AB présentes dans

les plaques sont des formes tronquées dans 'extrémité N-terminale (Sergeant et al. 2003)

L’agrégation physiologique d’Af soluble en fibrilles a longtemps été considérée comme une étape clé dans
la propagation de la maladie. La formation des fibrilles est un processus comprenant deux étapes : une

étape de nucléation initiale lente suivie par une rapide élongation des fibrilles. I’AB possede des qualités de
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tension de surface particulicres, et il a été proposé qu’au dessus d’une concentration limite de 0.1mM la
nucléation est le résultat de la formation de micelles (Lomakin et al. 1996). Les micelles s’associent pour
former un noyau dense, ou s’associent sur des protofibrilles préexistantes. L’élongation des fibrilles débute
par la formation de petits intermédiaires, qui sont toxiques pour des neurones en culture (Walsh et al.

1999).

La toxicité de ces premiers agrégats est basée sur leur capacité intrinséque de perturber des processus
fondamentaux pour la cellule en interagissant avec différentes membranes cellulaires, induisant un stress
oxydatif et une augmentation du Ca2* libre, qui peut éventuellement conduire a une apoptose (Stefani and

Tompson, 2003).

Les protofibrilles s’associent latéralement pour former des fibrilles amyloides. Il est possible que ces
fibrilles aient un effet protecteur en elles-mémes : elles pourraient constituer pour 'organisme un moyen
de « séquestrer » les intermédiaires toxiques (Lansdbury, 1999). Cependant, la corrélation entre la présence
de ces fibrilles avec la toxicité observée dans la MA est bien établie, méme si les fibrilles sont moins
toxiques que les intermédiaires pré-fibrillaires (Stefani et Tompson, 2003). La MA commence par des
altérations dans la transmission synaptique dans ’hippocampe avant la dégénération neurofibrillaire, et

cette dysfonction synaptique semble induite par les especes oligomériques de ’AB (Selkoe, 2002).

De plus, ’AB possede des propriétés trophiques dues a sa capacité a capturer les ions métalliques redox
(Cu, Fe) et le Zn, les empéchant de jouer leur réle avec d’autres ligands de I’équilibre redox. La chélation
du Cu par PAB pourrait aggraver le stress oxydatif dans environnement légerement acide et oxydatif qui

accompagne les traumatismes craniens et la MA. (Atwood et al. 2003).

Ces dernicres années, l'utilisation de peptide AR synthétique, de modeles de culture cellulaire, de souris
transgéniques et de cerveau humain suggere donc que les formes diffusibles, préfibrillaires de ’AB, ont un

effet cytotoxique important (Walsh et Selkoe, 2007 pour revue).

Les oligomeéres et les protofibrilles d’AB exercent leur effet neurotoxique par leur action directe sur les
neurones. Cependant, les fibrilles peuvent également avoir un effet neurotoxique, indirect, en induisant la
production d’intermédiaires toxiques par les cellules gliales, qui induisent la neurodégénérescence associée

avec la MA (voir Fassbender et al. 2001 pour revue).
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II.7 Objectifs de ce travail

Différentes hypotheses coexistent donc et tentent d’expliquer, au niveau moléculaire, la toxicité induite par
I’AB. Nous avons vu que celles-ci, qui ne sont pas forcément exclusives, sont rendues plus complexes
encore par Pexistence de différentes formes d’AB, de séquence et d’état d’agrégation différents. Ainsi, le
role des fibrilles ’AB dans la pathogénie de la MA est toujours discuté. Si ces fibrilles ne sont actuellement

pas considérées comme étant la forme la plus toxique de I’AB, leur fonction reste a préciser.

Ce travail vise a identifier les partenaires moléculaires de formes fibrillaires de ’AB. Pour cela, nous avons
utilisé un test de co-précipitation entre des fibrilles d’AB 1-42 synthétiques et des protéines extraites de
synaptosomes de rats (Lorenzo et al. 2000, Verdier et al. 2005). Un des avantages de ce modele est qu’il
permet de travailler sur une séquence d’AB connue, sous un état d’agrégation validé. L’utilisation des
synaptosomes permet de réduire la complexité des échantillons biologiques, méme si notre protocole
conduit a la présence dans les échantillons de protéines « contaminantes », qui ne sont pas purement
synaptosomales mais qui peuvent cependant avoir un intérét biologique. L’utilisation de la spectrométrie
de masse, plus particulierement d’un spectrometre de type ESI-LIT-FTICR nous a permis de réaliser des

identifications protéiques avec une grande précision diminuant le nombre de faux positifs.
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[II INTRODUCTION A LA
PROTEOMIQUE

I1I.1 Introduction a la protéomique
II1.1.1 Avant-propos

Durant de nombreuses années, la génomique a été considérée comme la discipline phare permettant de
comprendre le fonctionnement d’une cellule ainsi que le mécanisme de certaines pathologies. Le
développement de nombreuses techniques de biologie moléculaire a permis de réaliser de grandes
avancées dans ce domaine. Depuis le démarrage du projet de séquencage du génome humain au début des
années 90, pres de 20 000 geénes ont été identifiés grice a l'action conjointe de différents groupes de

recherches publics et privés (International Human Genome Sequencing Consortium 2004).

Cependant une telle quantité d’information ne permet pas de comprendre tous les mécanismes cellulaires :
I’étude des genes seule ne suffit pas a la compréhension de la vie de la cellule ainsi que les différentes
interactions retrouvées en son sein. Apres le séquencage a haut débit du génome, I’étude des protéines

s’avere donc nécessaire afin d’obtenir une meilleure compréhension des systemes cellulaires.

II1.1.2 Le protéome

C’est en 1994 qu’un étudiant australien nommée Mark Wilkins (Wilkins et al. 1996) employa le terme
protéome pour la premiére fois lors de ses travaux de theése. Ce terme, qui résulte de la contraction des
mots « protéine » et « génome », représente I'ensemble des protéines exprimées par un génome donné,
dans un environnement donné, a un moment donné. A l'inverse du génome, le protéome décrit de fagon
dynamique les protéines exprimées selon I’état de la cellule. Les différentes modifications post-
traductionnelles rendent lidentification et la compréhension de leur fonction bien plus complexe que

Iétude du génome.
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II1.1.3 L’analyse protéomique

Le terme analyse protéomique introduit en 1998 par Anderson et Anderson (Anderson et Anderson 1998)
désigne l'analyse quantitative des niveaux d’expression des protéines permettant la compréhension des
mécanismes de contrdle de I'expression génétique. Toutefois la définition revisitée de Tyres et Mann
(Tyres et Mann 2003) définit l'analyse protéomique comme étant I’analyse globale des protéines
caractérisées par leurs interactions, leurs modifications et les différents isoformes exprimées dans la cellule.
Des le début, de nombreux outils ont été mis en ceuvre pour permettre la caractérisation moléculaire et la

quantification des protéines. Ils seront revus par la suite.

Deux stratégies permettent I'identification des protéines: 'approche bottom-up et I’approche top-down.
L’approche bottom-up qui a longtemps été la plus utilisée repose sur une stratégie basée sur la digestion

protéolytique des protéines d’intérét suivie d’une identification pat spectrométrie de masse.

L’approche top-down qui nécessite I'utilisation de spectromeétres de masse permettant une analyse de
masse précise repose sur la fragmentation directe des protéines d’intérét sans digestion au préalable. Dans
le cadre de notre étude nous avons utilisé la stratégie bottom-up ; nous allons donc développer cette

stratégie dans cette introduction.

ITI.1.4 L’analyse protéomique et la stratégie bottom-up
ITI.1.4.1 La cartographie peptidique (PMF)

La cartographie peptidique ou (PMF pour Peptide Mass Fingerprint) est une technique d’identification des
protéines décrite en 1993 (Mann et al. 1993) Les protéines purifiées sont digérées par une endoprotéase
(généralement la trypsine) et analysé par spectrométrie de masse. Chacune des masses des peptides
protéolytiques mesurés est ensuite comparée a 'ensemble des masses théoriques provenant de digestion
virtuelle 7z silico dans les banques de données en tenant compte de la spécificité protéolytique de I'enzyme.
Cette comparaison nous permet d’identifier la protéine présente dans I’échantillon. Les différents

candidats a I'identification sont triés en fonction de leur correspondance avec le profil expérimental.

Une des principales limites de cette technique est liée aux performances du spectrometre de masse mis en
jeu. En effet la stratégie PMF nécessite une grande précision de mesure, de plus la présence de protéines
en mélange et la complexité croissante des bases de données rend cette approche tres délicate et nécessite
des moyens de confirmations par séquencage dans de nombreux cas. Nous reviendrons sur ce point avec

Papproche PMF avec le spectromeétre de masse MALDI-Orbitrap.

Ces différentes limites et le nombre croissant de protéines et de peptides a analyser ont entrainé le
développement de différentes approches de détection et d’identification des protéines. Parmi ces
approches on retrouve la stratégie nano LC-MS/MS.
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II1.1.4.2 Le séquengage par fragmentation

Dans le cas de protéines en mélange ou de protéines modifiées, le PMF ne peut pas étre utilisé. En effet
les spectres des mélanges protéolytiques se superposent et les espéces subissent un effet de suppression
spectrale. En outre si certains peptides sont modifiés leur masse n’est pas égale a la masse théorique
déduite de la séquence primaire. Enfin en prenant une combinaison de masses issues de peptides de
protéines différentes, il est possible de trouver une correspondance meilleure pour une protéine qui n’est
pas réellement présente dans le mélange. Dans tous ces cas de figure il est alors important d’obtenir une
information de séquence qui levera les ambigtiités d’interprétation due a la coincidence exacte de peptide

de séquences différentes mais de formules brutes identiques.

Le séquengage des peptides se fait en passant en mode spectrométrie de masse tandem ou lespece
d’intérét est sélectionnée dans un premier temps, puis fragmentée. Les fragments obtenus sont alors
mesurés et détectés. De 'information de fragmentation il est possible de remonter a la séquence. On patle
alors de séquencage des peptides par spectrométric de masse en MS/MS. Ce point sera un peu plus
développé dans la suite. Avec un couplage a une technique séparative en phase liquide supplémentaire, les
especes vont étre introduites séquentiellement dans le spectrometre de masse pour étre fragmentées
automatiquement. Lors d’'une étude en 1992 (Hunt et al. 1992) cette approche a montré de nombreux
avantages en comparaison avec ’approche de type PMF. En effet I'utilisation d’une chromatographie en
amont du spectrometre de masse permet de a la fois de réaliser une séparation des peptides et de les
concentrer et offre un gain en sensibilité et en gamme dynamique. Cette stratégie est désormais une

technique de référence dans le cadre de I'analyse protéomique (Domon et al. 2006).

La compatibilité naturelle de la source électrospray avec la chromatographie liquide a fait de celle-ci la
soutce de choix pour I'analyse en LC-MS/MS. Cependant 'apparition de micro-collecteurs de fractions a
permis le développement de stratégies LC-MALDI MS/MS. Nous reviendrons sur le couplage LC-
MALDI dans un prochain chapitre.

Intéressons nous aux différents outils permettant de réaliser les différentes approches.

III.2 Les outils de ’analyse protéomique

Parmi les outils principaux permettant de réaliser ’analyse protéomique nous pouvons citer :
Yy q

1. Le gel d’électrophorese
2. La chromatographie en phase liquide

3. La spectrométrie de masse
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ITI.2.1 Le gel d’électrophorese mono et bidimensionnelle.

Cette technique de séparation des protéines reste une technique de choix de part sa simplicité et sa
reproductibilité. La séparation est réalisée sur un gel de polyacrylamide dont le taux de réticulation va
déterminer la taille des pores du gel. La présence de SDS va entrainer la dénaturation des protéines et
apporter une charge négative a la protéine. La séparation sera donc uniquement réalisée en fonction de la
masse de la protéine. L’utilisation de la séparation bidimensionnelle des protéines fut décrite en 1975

(O’Farell et al. 1975) avec jusqu'a 1000 spots résolus et détectés.
Cette méthode permet la séparation des protéines selon deux caracteres physico-chimique :

e Le point isoélectrique

e Ja masse apparente
La premiére dimension est une séparation basée sur le point isoélectrique des protéines utilise la méthode
d’isoélectrofocalisation. Cette premiere séparation réalisée sur un gradient de pH permet la séparation des
protéines uniquement en fonction de leur charge, plus exactement en fonction de leur pl. La migration de

la protéine s’arrétera lorsque sont pl sera atteint et que sa charge apparente sera nulle.

La seconde dimension est réalisée sur gel SDS PAGE permettant de réaliser la séparation uniquement en

fonction de la masse des protéines.

Cette technique n’étant pas mise en ceuvre dans le cadre de ces travaux elle ne sera pas détaillée dans ce

manuscrit. Pour une revue détaillée voir par exemple la revue de Rabilloud (Rabilloud 2000)

II1.2.2 La chromatographie en phase liquide (HPLC)

La séparation des peptides par chromatographie en phase liquide est rapidement devenue une technique
de choix pour I'analyse en protéomique grace a son couplage relativement simple avec la spectrométrie de
masse. Cette technique fait intervenir deux phases, une phase solide stationnaire et une phase mobile
liquide. Les avantages de cette technique sont relativement nombreux car elle permet de réaliser des
séparations des peptides selon de nombreuses propriétés physico-chimiques telles que la charge, le pl, la

taille, et ’hydrophobie.
IT1.2.2.1 La chromatographie a polarité de phases inversée (RPLC)

La chromatographie en phase liquide a polarité de phase inversée (RPLC pour Reversed-phase Liquid
Chromatography) est une méthode chromatographique qui met en ceuvre une phase stationnaire apolaire.
Le terme "reversed phase" est historique: dans les années 1970 la plupart des séparations
chromatographiques étaient réalisées sur une phase stationnaire de silice non modifiée ou sur de ’alumine
modifiée pour obtenir une surface hydrophile. Ces phases qui avaient une plus forte affinité pour les

composés polaires étaient les phases dites « normales». L’ajout de chaines alkyles sur les supports
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stationnaires permet d’inverser l'ordre d’élution et est donc appelé « Reversed » (Molnar and Horvath

1976). Les composés polaires sont élués les premiers alors que les composés apolaires sont retenus.

La RPLC peut aussi étre considérée comme une chromatographie d’hydrophobicité. Elle est similaire a la
chromatographie d’échange d’ions. Des groupes lipophiles ou hydrophobes sont liés covalemment a la
phase stationnaire. Lorsque la solution de peptides, polypeptides ou protéines est percolée a travers la
colonne, les especes hydrophiles seront éluées les premieres, alors que les protéines hydrophobes seront

retenues sur la phase stationnaire. Dans ce cas la séparation fait intervenir en général :

- une phase stationnaire apolaire composée de silice sur laquelle sont greffés des chaines alkyles de
4 2 18 carbones selon la masse moyenne et I’hydrophobicité ou la polarité des composés étudiés

(pour les peptides des chaines octadécyle sont généralement utilisées).

- une phase mobile liquide aqueuse contenant de 'acétonitrile (AcN) ou du méthanol (MeOH).
Elle permet la séparation en fonction de la polarité des peptides, la concentration croissante de
solvant organique apolaire venant rompre les interactions entre les solutés et la phase

stationnaire.

Tres rapidement la chromatographie en phase liquide a polarité de phases inversée (RPLC) s’est imposée
comme la technique de référence pour le couplage avec la spectrométrie de masse (MS) de par son
pouvoir de résolution des peptides et la compatibilité des solvants utilisés avec les modes d’ionisation

utilisés en spectrométrie de masse pour les peptides.

De nombreux développements ont été nécessaires afin d’obtenir une sensibilité d’analyse compatible avec
les quantités d’échantillons disponibles en miniaturisant la technique. Pour cela l'utilisation de tres faibles
débits (entre 100 et 300 nL./min) a du étre réalisée sur des colonnes de petits diameétres (entre 50 et 100
pm de diameétre interne). La chromatographie reste un outil robuste dans le cadre de lanalyse
protéomique, elle reste cependant délicate a mettre en ceuvre avec certains problemes liés aux nombreuses
connections qui peuvent augmenter les volumes morts et entrainer une perte en résolution
chromatographique. Afin de faciliter le systeme chromatographique des développements ont été réalisé,

nous pouvons citer 'exemple des puces chromatographiques. (Yin et al. 2005, Hardouin et al. 2000).
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I11.2.2.2 L’approche multidimensionnelle.

I11.2.2.2.1 La chromatographie en phase liquide bidimensionnelle LC2D

Afin d’augmenter la capacité d’analyse de notre systeme chromatographique par rapport a la stratégie
monodimensionnelle, une séparation bidimensionnelle permettant d’augmenter la capacité de pics de la
séparation chromatographique a été envisagée. On parle alors de «Multi-Dimensional Liquid
Chromatography » ou MDLC faisant référence aux travaux publiés en 1984 (Giddings et al. 1984). Cette
séparation fait intervenir deux séparations chromatographiques successives en ligne ou non (LC2D). Elle
permet de séparer les peptides selon deux caractéres physico-chimiques et non plus un seul comme lors de
la stratégie monodimensionnelle. Cette séparation multiple a permis le développement d’analyses

d’échantillons encore plus complexes (Link et al. 1999).

Cette approche a ét¢é nommée MudPIT (Multi-Dimensional Protein Identification Technology)

(Gonzalez-Begne et al. 2009) ou protéomique shotgun (Delmotte et al. 2009).

Généralement ce type de d’approche fait intervenir deux types de séparations selon des parametres
physico-chimiques indépendants, méme si certaines séparations 2DLC font intervenir deux colonnes
RPLC avec un changement de phase mobile. La stratégie LC2D la plus généralement utilisée repose sur
une séparation des peptides avec une chromatographie d’échanges de cations (communément appelé SCX
pour Strong Cation Exchange). Cette premiére séparation nécessite une phase mobile saline permettant la
séparation des peptides selon des interactions ioniques. La deuxieme séparation est réalisée selon un

gradient classique en phase inverse avec une séparation basée sur la polarité des peptides.

Le schéma de principe de cette séparation est détaillé au paragraphe 111.4.3 page 66

III.2.2.2.2 Alternatives a la LC2D

Toujours dans le but d’augmenter le nombre de protéines identifiées et d’augmenter la capacité d’analyse
des approches utilisant une séparation dite 3D ont été développées. Ce type d’analyse combine trois
séparations successives : une premiere séparation de type RP suivie d'une séparation SCX et une dernicre
séparation RP. Bien que ce type de séparation ait montré des résultats intéressants (Anderson et al. 2000)
sa complexité d’exécution ainsi que le nombre d’étapes de séparation n’ont pas permis a cette technique de

rencontrer un grand succes.

Alors que la tendance actuelle tend vers une augmentation de la rapidité des gradients d’élution pour
obtenir une séparation bidimensionnelle des peptides plus rapide, malgré les difficultés de traitement du
signal en spectrométrie de masse, une approche monodimensionnelle basée sur I'allongement du gradient
a été développée au laboratoire. Un allongement de la durée du gradient augmente la capacité d’analyse en

spectrométrie de masse sans réaliser de séparation multidimensionnelle. Les premiéres études réalisées au
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laboratoire ont permis de comparer les résultats d’une analyse en LC2D contre une analyse en LC1D avec
un gradient de 15 heures. Les travaux d’A.M Hesse au laboratoire (Hesse 2009) montrent des résultats
équivalents entre une analyse LC2D et une analyse LC1D de 15 heures. Ceci nous montre que
lallongement de la durée du gradient conduit a des résultats tout aussi satisfaisants que la LC2D. Moins

contraignante cette alternative présente les avantages suivants :

e Elle ne nécessite pas de montage particulier mise a part la nano.C MS/MS
e Elle est robuste

e Elle est moins chere

e Elle est automatisable

e Elle ne prend pas plus de temps qu’une analyse bidimensionnelle.

III.3 La spectrométrie de masse
111.3.1 Définition

A la question : « qu’est ce quun spectromeétre de masse ? » certains diront de manicre simple qu’il s’agit
d’une « balance » permettant de mesurer de petites masses. Cette définition s’avere simpliste mais n’est
pas completement fausse ; la spectrométrie de masse est une technique d’analyse physique permettant la
séparation et la détection des ions en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z m étant la masse et z
la charge). Cette technique utilisée depuis le début du 20¢me siecle (Thomson et al. 1913) a connu depuis de

nombreuses évolutions qui ont permis d’étendre son domaine d’application vers les sciences du vivant.
Tous les spectrometres de masse possedent 3 éléments essentiels a son fonctionnement :

e  Une source d’ionisation
e Un analyseur de masse
e Un détecteur

e Un enregistreur

Chacun de ces éléments tient un role dans I’analyse des molécules :

e La source d’ionisation permet depuis une phase liquide ou solide le passage des molécules a I’état
gazZeux.

e Les différentes molécules ionisées sont ensuite séparées dans ’analyseur en fonction du rapport
m/z.

e Chaque ion est ensuite transformé en signal électrique grice au détecteur.

49



Source
D’ionisation

s e |

mfz
(1) Production des ions (2) Séparation des ions en (3) Conversion du courant i
fonction du rapport m/z jonique en courant (4) Obtention du spectre de
électrique masse

Figure 9: Représentation schématique d’un spectromeétre de masse avec chaque compartiment nécessaire a son
fonctionnement,

I11.3.2 Les sources d’ionisation.

Tout comme son nom l'indique la source d’ionisation assure I'lonisation des molécules d’intérét afin de les

détecter au sein du spectrometre de masse.

Deux découvertes importantes récompensées par deux prix Nobel de chimie en 2002 (Fenn et Tanaka)
ont permis de démocratiser la spectrométrie de masse et son utilisation pour les macromolécules telles que

les peptides et les protéines. Ces deux méthodes sont rapidement décrites ci-dessous.

I11.3.2.1 L’ionisation électrospray (ESI)

Bien que ce principe fut utilisé en 1968 par Dole (Dole et al. 1968) pour I’étude de molécules de haut
poids moléculaire, le principe d’électrospray ou ESI décrit dans les années 1980 par Yamashita et Fenn
(Whitehouse et al. 1985; Fenn et al. 1989 montrerent I'intérét de cette technique pour Iétude des

protéines.

Sous Peffet d’'un champ électrique et placés dans un gradient de pression décroissant dans une interface
chauffée, les ions présents en solution se retrouvent sous une forme gazeuse. Cette production d’ions est
la résultante de la formation d’un flux nébulisé ou « spray » de fines gouttelettes formées de solvant et
d’analytes. Par la suite ces différentes gouttelettes rétrécissent avec I’évaporation du solvant pour atteindre
la limite de stabilité de Rayleigh. Cette limite correspondant au point ou les répulsions coulombiennes
entre les charges égalent les forces cohésives de la tension de surface du liquide. Cette limite atteinte, la
force due aux répulsions électrostatiques provoque la désorption des ions jusqu’a obtenir des especes
totalement désolvatées a ’entrée dans le spectromeétre de masse. Les différentes étapes de ce processus

peuvent étre expliquées par différentes équations (Kerbarle et al. 2000)
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1. Le processus d’électronébulisation nécessite un champ électrique appelé Eo :

2y cos49°

I

E

0= Equation 1

y étant la tension de surface du liquide, 49° étant le demi-angle du céne de Taylor, e la permittivité du

vide et r. le rayon du capillaire

2. Atteinte de la limite de Rayleigh
QRayleigh = 87[(7507"3 )1/2 Equation 2

Rayleigh correspond a la chatge a la limite de Rayleigh, r le rayon de la goutte et g la permittivité du vide.
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Figure 10: Principe général de l'ionisation Electrospray (Vinh 1999)

L’évaporation progressive du solvant contenu dans les gouttes permet la désorption de l'analyte et la

formation d’ions multicharggés.

IESI est une ionisation douce. Avec le développement de sources de type « nano » (Wilm et al. 1996) la
sensibilité de cette méthode d’ionisation a pu étre augmentée pour des détections de quantités
d’échantillon de Pordre l'attomole. Cependant cette technique miniaturisée possede toutefols certains

inconvénients :

e Les spectres issus de cette ionisation sont complexes avec la présence d’ions multichargés.
e Ta qualité du spectre observé dépend de la qualité du «spray» ce qui peut engendrer des

problemes de stabilité au cours du temps

I est donc primordial de veiller a la bonne reproductibilité des analyses en fonction du vieillissement de
aiguille ou « tip » utilisé, mais également de bien optimiser les différents parametres tels que la tension du
capillaire et la position de I'aiguille pour obtenir le « spray » le plus régulier possible.
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IT1.3.2.2 L’ionisation MALDI

En 1988 Karas et Hillenkamp mettent au point un moyen permettant de produire des ions a partir de
protéines de masse moléculaire supérieure a 10 kDa (Karas et al. 1988) par désorption laser a ’aide de
matrice. A la suite de ces travaux lionisation MALDI (Désorption Laser Assistée par Matrice) a permis

d’ouvrir de nouvelles perspectives a I’analyse protéomique.

Le principe de ce mode d’ionisation tepose sur lirradiation par des impulsions laser d’un dépét cristallin
contenant I'analyte et une matrice organique co-cristallisés. Cette irradiation est réalisée a I'aide d’un laser
pulsé 2 une longueur d’onde UV ou IR ce qui entraine la désorption du couple matrice/analyte se
retrouvant chargé grace au transfert des protons de la matrice vers I’analyte. Dans le cadre de cette étude
nous avons employé un laser travaillant dans ’'UV, la configuration la plus répandue. Cette méthode peut

se décomposer en 3 grandes étapes :

e  Transfert de énergie du laser a la matrice
e Désorption de I'analyte avec les cristaux de matrice

e Jonisation de 'analyte par transfert de protons

\ Irradiation Laser

Désolvatation

Désorpti &
ésorption ’
®
o 0] *°%o
Transfertde proton

L
1
1

!
Matrice

f

Cible MALDI

Figure 11: Principe général de Iionisation MALDI
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L’ionisation MALDI présente de nombreux avantages :

e La simplicité des spectres MS et MS/MS avec la présence quasi exclusive d’ions monochargés
dans le cas des peptides, et d’ions de faible état de charge pour les protéines.
e I’analyse de composés de nature chimique différente.

e La possibilité de réaliser de 'imagerie moléculaire a partir de coupes de tissu.

L’ionisation MALDI présente néanmoins quelques inconvénients :

e En dessous de m/z 600 Da les ions de matrice peuvent masquer le signal provenant des analytes,

notamment en protéomique ou l'on travaille avec de faibles quantités d’échantillons.

e La qualité du spectre dépend de la qualité du dépot et peut donc varier pour un méme échantillon
IT1.3.3 Les analyseurs

Les analyseurs permettent la séparation des ions en fonction du rapport m/z, cette pattie du spectrométre
de masse est caractérisée par sa sensibilité, sa résolution, sa gamme dynamique et la précision de mesure.
Ces différentes caractéristiques permettent de classer les analyseurs en différents groupes. Parmi ces
analyseurs on retrouve les temps de vol, les quadripoles, les trappes et les analyseurs de type FTMS

comme I'analyseur a résonance cyclotron ou I’Orbitrap.

I11.3.3.1 Le temps de vol (TOF ou Time of Flight)

Souvent associé a l'ionisation MALDI, cet analyseur développé initialement en 1955 (Wiley et al. 1955)
possede un long tube de vol libre de champ dans lequel regne un vide poussé de ordre de 107 mbar. A
travers ce tube les différents peptides se déplacent a une vitesse dépendante de leur rapport masse/charge
(m/z). Apres ionisation, les ions sont accélérés vers analyseur avec une différence de potentel (U). Avec
P’accélération les ions vont acquérir une énergie cinétique E. donnée par Iénergie de potentiel E;, Cet

analyseur fait donc intervenir ’énergie cinétique des peptides ou des molécules a analyser.

E.=1/2 m.v2 Equation 3

ct

Ec= Y% m.v?= q.U = Ep Equation 4

Ou m est la masse de I'analyte et q est la charge totale de Iion défini par q = z.e, z est ’état de charge et

€=1,602.10-1°C est la charge de ’électron
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1 =1 Equation 5

La vitesse de ’ion est donc inversement proportionnelle 2 la racine carrée de m/z.

Le temps de vol (t) de I'ion dans le tube de vol dépend de la vitesse de l'ion (v) et de la longueur du tube
du vol () avec v =1/t. Nous obtenons donc :

1 /1 =1 % Equation 6
La différence de potentiel U, la longueur du tube I ainsi que la charge de I’électron e étant constantes nous

pouvons en déduite la valeur de m/z de 'ion en fonction du temps de vol.

Le temps nécessaire a 'ion pour traverser le tube de vol peut étre calculé avec I’équation suivante :

LA

111

1 =11 Equation 7

Dans le cas idéal, les ions sont générés au méme moment et sur une méme durée. Dans la pratique avec la
largeur de 'impulsion laser, la distribution de vitesse initiale et la répartition de ’analyte dans la chambre
d’ionisation, deux ions de masses identiques n’auront pas forcément la méme vitesse et la méme trajectoire

dans le tube de vol. Ces deux problemes limitent la résolution et la sensibilité.

Figure 12 : Principe de I'extraction retardée dans ’analyseur temps de vol
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I1I1.3.3.1.1 L’extraction retardée (Delay extraction DE)

L’ajout d’une lentille en amont de I'analyseur (Brown et al. 1995) possédant un potentiel légerement
supérieur a celui de la cible MALDI permet de retarder les ions, juste avant leur entrée dans I'analyseur. Ce
retard de quelques nanosecondes permet a I’ensemble des ions d’entrer dans le tube de vol avec une

moindre dispersion temporelle, ce qui limite 7 fine les problemes de dispersion spatiale.

I11.3.3.1.2 Le réflecteur électrostatique (Réflectron)

Il a pour principal role de corriger la dispersion en énergie cinétique des ions. Pour cela une série de
lentilles sur lesquelles sont appliqués des potentiels croissants sont placés a extrémité du tube de vol. Ces
différentes lentilles vont agir comme un miroir électrostatique, et permettre une inversion de la direction
des ions, qui vont converger sur un plan sur lequel est placé le détecteur. La dispersion en énergie est donc
corrigée ponctuellement ce qui permet d’augmenter la résolution, mais il y a un cout en sensibilité car
certaines espéces sont neutres et ne sont donc pas soumises a l'effet du champ électrostatique, ou se

fragmentent avant et ne seront pas détectés correctement (Mamyrin et al. 1973).

Aractbon retardiee

Figure 13: Principe du temps vol avec extraction retardée et le réflectron

I11.3.3.2 L’analyseur quadripolaire.

Le principe de fonctionnement de cet analyseur a été décrit la premiere fois en 1953 par Paul et Steinwedel
(Paul et Stenwedel. 1953). Cet analyseur est composé de quatre barres métalliques paralleles opposées
deux a deux. Cette opposition permet d’appliquer a chacun des couples connectés électriquement

d’appliquer un potentiel opposé .
® = + (U-V.cos wt) et ® = -(U-V.cos wt) Fquation 8

U étant la tension continue et V la tension alternative.
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Comme dans tout spectrométre de masse lentrée des ions dans lanalyseur est précédée d’une
accélération, une fois les ions dans I'analyseur les ions subissent I'effet du champ quadripolaire. La
trajectoire de chaque ion est dépendante des valeurs de U et de V, ces valeurs détermineront la stabilité de

I'ion au sein du quadripole. L’oscillation des trajectoires obéit aux équations de Mathieu.

d*u ,
+ (a - 26] CcOS 2§)u =0 Equation 9
d§2 u u
_wt _ 8zeU _ dzeV
§=— 4,555 ¢, =7
avec mr, @ mry @

b b
Etu= x ou y, avec role rayon du cercle entre les 4 barres, w la fréquence angulaire ou w=2=nf avec f étant la

fréquence du champ alternatif et m la masse de I'ion.

De ces équations il est possible de tirer une trajectoire des ions avec une composante circulaire sur I'axe du

quadrip6le de fréquence w et une composante continue axiale et radiale, dont I'amplitude radiale dépend

des valeurs U et V. La valeur du rapport U/V 2 w constant permet de fixer la largeur de la fenétre de m/z
pp g

qui sera transmise. Un ion sera dit stable si 'amplitude radiale de sa trajectoire ne dépasse pas le diametre

de I'enceinte sur la distance parcourue pour la longueur totale du quadripdle. Pour stabiliser les ions il faut

donc ajuster ce rapport U/V, en fonction du m/z a transmettre.

i @
oM@
®
./

Figure 14: Principe de quadripdle avec le mouvement des ions au sein des quatre barres métalliques

Pour réaliser un balayage en m/z il faut donc réaliser un balayage de U et Va U/V et w constants.
I11.3.3.3 La trappe ionique linéaire

La trappe ionique linéaire ou trappe linéaire a deux dimensions fait partie de la nouvelle génération de
pieges d’ions. Deux configurations commerciales existent et sont protégées par des brevets différents.
Nous nous contenterons ici de décrire le systeme utilisé au cours de cette étude, qui possede un mode de

détection radiale. La trappe ionique bidimensionnelle est composée de quatre barreaux paralleles a sections
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hyperboliques segmentés en 3 trongons. Les ions sont piégés par une combinaison d’un champ a deux
dimensions quadripolaire radiofréquence RF et d’'un champ non quadripolaire continu DC de maniere

analogue au fonctionnement d’un quadripole.

Les spectrometres de masse FTICR et Orbitrap (cf. 11.4.2 et 11.4.3) sont équipés d’une trappe linéaire 2D
(LTQ pour Linear Trap Quadrupole ou LIT pour Linear Ion Trap). Cette trappe ionique permet le
piégeage des ions en direction axiale avec lapplication d’une tension RF et en présence d’hélium.
L’¢jection des ions peut étre réalisée radialement le long de I'axe x et y en modulant la tension RF ce qui
permet la détection des ions avec la présence des deux détecteurs présents de part et d'autre du quadripole.
Une éjection axiale le long de 'axe z peut étre également réalisée en modulant la tension continue sur les
électrodes d’entrée et de sortie de la trappe. Cette éjection axiale a un intérét particulier dans le couplage

avec d’autres analyseurs (I11.4.2 et 11.4.3)

Les avantages de cet analyseur sont multiples, en effet une trappe ionique linéaire, comme les trappes

tridimensionnelles, peut :

e "Piéger union
e -Mesurer les différentes masses des ions piégés

e ‘Isoler un ion d’intérét

e -Fragmenter cet ion afin de réaliser la MS/MS

Figure 15: La trappe ionique linéaire avec les trois sections représentées (a gauche) (Schwartz and Senko 2002),
modéle d’¢jection axiale et radiale des ions avec la présence des deux détecteurs (a droite) (Thermo Fisher Scientific)

Les avantages de la trappe linéaire sont son efficacité de piégeage et sa sensibilité en modes MS et MS/MS,

ainsi que sa capacité de piégeage.

En revanche la précision de cet analyseur reste du méme ordre de grandeur que tous les analyseurs
multipolaires de 'ordre de 1Da pour une gamme de masse continue classique 450-2000 Da.
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Avec la multiplication des approches en protéomique, a la complexité des mélanges protéiques et au
nombre croissant de modifications post-traductionnelles, la mesure de masse précise est rapidement
devenue indispensable pour l’analyse protéomique. Des études ont pu montrer l'importance de
Pexactitude de masse, en effet plus elle augmente et plus le nombre de peptides pouvant correspondre a la
masse expérimentale diminue puisque la fenétre de tolérance diminue. (Takach et al. 1997 ; Conrad et al.
2000). Il en est de méme pour la fiabilité d’identification des peptides avec 99% de peptides exclus avec
une précision de mesure de £1 ppm (Zubarev et al. 1996). L’ensemble de ces études a montré
I'importance d’obtenir une bonne précision de mesure de masse pour éliminer le maximum de faux

positifs.

C’est pour cela que le couplage d’instruments hybride permettant une mesure de masse précise (quelques

ppm) en routine s’est démocratisé extrémement rapidement depuis 2004.

I11.3.3.4 L’analyseur a résonance cyclotron des ions a transformée de Fourier (FT-ICR)

Le principe de cet analyseur repose sur le mouvement cyclotron, ce mouvement a été utilisé a la fin des
années 40 avec l'introduction de 'omégatron, le premier spectrometre de masse a résonance cyclotron
(Hipple et al. 1949). L’introduction de la transformée de Fourier dans le traitement du signal en 1974

(Comisarow and Marshall, 1974) a permis le développement de nombreuses applications.

L’analyse des ions au sein de cet analyseur est séparée en 3 phases :

e Le piégeage des ions
o [’excitation des ions

e J.a détection des ions

I11.3.3.4.1 Le piégeage des ions

Dans le piege de Penning, les ions sont piégés grice a I'action conjuguée d’un champ magnétique axial
homogene B et d’'un champ électrique quadripolaire statique E. Les pieges de Penning utilisent un champ
magnétique homogene axial pour confiner les particules dans le plan médian, et un champ électrique

quadripolaire pour les confiner selon I’axe de symétrie du piege.

Chaque champ possede un réle précis, le champ magnétique effectué par un électro-aimant
supraconducteur entraine un mouvement en spirale des particules chargées alors que le champ électrique

permet de stabiliser les particules afin qu’elles ne sortent pas du picge.

1I1.3.3.4.1.1 Mouvement des ions dans le piége

Une fois piégées les ions subissent trois types d’oscillations :

58



e  Une oscillation axiale
e Une oscillation cyclotron
e Une oscillation magnétron
Le piégeage des ions au sein de la cellule fait intervenir les trois mouvements (rotation cyclotron, rotation

magnétron, oscillation de piégeage) de fagon simultanée. Ce mouvement a été décrit par Marshall (Figure

19)

G2 Ve

° ¥m

Figure 16: Les différentes trajectoires d’un ion dans un champ électromagnétique, vr fréquence d’oscillation axiale,
vm fréquence d’oscillation magnétron, vc fréquence d’oscillation cyclotron (Marshall et al. 1998)

En premiére approximation, il est possible de négliger l'oscillation magnétron, lorsque les ions ont des

trajectoires cohérentes. L’oscillation axiale ne sera pas prise en compte dans la détection car elle se produit

sur son axe de symétrie. Rappelons brievement le principe régissant la résonnance cyclotron.

II1.3.3.4.1.2 Rotation cyclotronique :

Toute particule avec une charge non nulle et présente dans un champ magnétique B est soumise

aux forces de Lorentz :

F=qvAB=ma l’iquation 10

Ou m est la masse de l'ion, q sa chatge, v sa vitesse vectorielle et a son accélération vectorielle. Cette force

entraine un mouvement cyclotron de tres faible rayon r perpendiculaire a 'axe du champ B.

Ce rayon r est défini par la relation
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mv, .
r= Equation 11

Figure 17: Tllustration de la force de Lorentz (F = qv /\ B). Différence de rotation en fonction de la charge positive
ou négative de I'ion dans un champ magnétique B (Marshall et al. 1998).

La fréquence cyclotron peut étre définie en appliquant la deuxiéme loi de Newton :
2
mv vV_gB

ou —= l’iquati(m 12
T T m

qvB =

v

Ou T représente la fréquence cyclotron.

La fréquence de rotation de Iion sous I'action du champ magnétique est inversement proportionnelle a

son rapport masse/charge et se définit comme suit :

eB,
V.,=—+
2/m/z

ﬁquarion 13

Avec Vv la fréquence en Hertz Bo le champ en Tesla, m la masse en kg, z le nombre de charge de Iion et -¢

la charge de I’électron (e=1,602.10-1C).

I11.3.3.4.2 L’excitation des ions

Le piege cyclotron est de géométrie cylindrique. Au sein du piége un ion posséde sa propre fréquence
cyclotron. Les ions seront détectés par enregistrement du courant image induit par leur mouvement dans
le piege cyclotron. Pour détecter les ions il faut qu’ils aient une trajectoire cohérente de rayon maximal en
passant au plus pres des électrodes de détection positionnées de part et d’autre du piege avec une
géométrie axiale. La détection des ions nécessite un balayage rapide de 'ensemble des fréquences afin que
deux ions de méme masse aient la méme trajectoire. Ce balayage est ici réalisé en appliquant un signal qui

est la combinaison de fréquence soit une tension continue.

Un ion entre en résonnance lorsque la fréquence appliqué est égale a la fréquence cyclotron (wc). Cette

entrée en résonnance entraine une augmentation de I'énergie cinétique donnée par I’équation :

60



1
Ec=—mv’ =m.®’..R’
2 l’iquati(m 14

L’augmentation de I’énergie cinétique est traduite par une augmentation du rayon R donné par I’équation :

Ec]u:lti()ﬂ 15
Ou Ey est 'amplitude du champ électrique appliqué, T la durée de 'excitation. Ce champ électrique est
appliqué via les deux électrodes d’excitation positionnées en alternance avec les électrodes de détection

selon I'axe du piege. De cette augmentation de I’énergie cinétique et du rayon découle la formation de la

spirale d’Archimede (Figure 18)

—1 Excite Detect I_

Figure 18: Trajectoires des ions au sein de I'analyseur cyclotron au moment de I'excitation. Le rayon de la trajectoire
des ions augmente pour se rapprocher des électrodes de détection (Marshall et al. 1998)

Apres cette phase d’excitation, I’ensemble des ions d’une méme masse possedent une trajectoire similaire,

leur trajectoire et leur mouvement est cohérent : la détection peut étre réalisée.

I11.3.3.4.3 La détection des ions

La rotation cohérente des ions apres excitation possédent une trajectoire les amenant au niveau des
plaques de détection. Cette rotation va induire un courant image. Ce courant prend la forme d’une
sinusoide de fréquence égale a leur fréquence de rotation vc. La superposition des sinusoides de
fréquences différentes provenant d’espéces de différent m/z résulte en un signal complexe, qui par
définition peut se décomposer en une somme finie de sinusoides de fréquences distinctes et égales a la
fréquence cyclotron de chaque m/z dans le piége, avec une intensité corrélée au nombre d’ions de chaque
m/z. L’opération mathématique permettant de passer du domaine du temps (enregistrement du courant
induit au cours du temps) au domaine des fréquences (décomposition du signal en une somme de signaux

alternatif de fréquence différentes) est la transformée de Fourier.

C’est ce dernier traitement du signal qui a donné le nom générique de FTMS Spectrométrie de masse a

transformée de Fourier, utilisé en commun pour les analyseurs FTICR et Orbitrap.
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I11.3.3.5 L’Orbitrap

La trappe ionique électrostatique ou Orbitrap est un analyseur basée sur le concept du piege orbital décrit
en 1923 (Kingdon et al. 1923) et remis a ordre du jour en 2000 par Alexander Makarov (Makarov et al.
2000). Commertcialisé depuis 2005 il est devenu un analyseur de choix pour de nombreuses applications
en protéomique. L’Orbitrap est composé de deux électrodes imbriquées, une électrode externe semblable

de forme allongée et creuse et une électrode interne fuselée alignées selon le méme I'axe (Figure 21)

Figure 19 : Géométrie de I’Orbitrap (Makarov et al. 2000)

Les ions sont éjectés dans ’Orbitrap oscillent autour de I’électrode centrale sous I'influence d’un champ
électrostatique axial et longitudinal avec une distribution de potentiel quadralogarithmique obtenue par la

tension continue et la géométrie du piege.

I’équation du potentiel au sein de la trappe est la suivante :

k *. k r ,
U(I’, Z) =— (22 — —) +— (Rm)2 11’1(—) +C Equation 16
2 272 R
Ou k est la courbure du champ déterminé par la forme des électrodes et le potentiel appliqué, C une

constante, Ry le rayon caractéristique et r et z les coordonnées cylindriques.

L’idée d'utiliser la trappe de Kingdon comme analyseur de masse avait déja été décrite en 1995 (Oksman
et al. 1995). La déviation du rapport m/z en utilisant la fréquence d’oscillation radiale ne permettait pas
d’obtenir une bonne résolution de part la trop grande dépendance de la fréquence de rotation par rapport
aux propriétés des ions. En revanche l'utilisation de la fréquence d’oscillation axiale décrite par Makarov

qui est indépendante des propriétés des ions permet d’obtenir une trés grande résolution.

La trajectoire des ions piégés dans la trappe correspond a une spirale complexe résultante de la
combinaison des rotations autour de I’électrode centrale et de loscillation autour de 1’axe. Trois

fréquences peuvent étre identifiées :
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e la fréquence d’oscillation radiale ® .,

0. = = =2 Jfﬂquation 17

0, = e I | l’icluation 18
R

e fréquence d’oscillation axiale ®..
0, = ki l;lquzni(m 19

m
La fréquence d’oscillation axiale est la seule fréquence utilisée avec ’analyseur Orbitrap car il s’agit de la
seule fréquence n’étant pas dépendante des parametres initiaux des ions. Cette oscillation est enregistrée
grace a deux électrodes de part et d’autre du piege orbitalaire, et sur ’axe. Tout comme 'analyseur ICR, le
courant induit par 'oscillation est soumis a la transformée de Fourier et permet d’obtenir les rapports

m/z.

II1.4 Les couplages LC-MS

La spectrométrie de masse (MS) est certes une technique puissante capable de fournir des données
essentielles sur une large gamme d’échantillons. Cependant a elle seule elle n’est pas capable de fournir les
informations requises dans le cas d’échantillons complexes si elle n’est pas associée a une séparation

préalable des composés.

Historiquement, de nombreuses études protéomiques nécessitant un fractionnement de I’échantillon
reposent sur la 2DGE. Les spots contenant les protéines d’intérét sont découpés ; les protéines sont
soumises a une digestion protéolytique suivie d’une mesure de masse des peptides protéolytiques (en
mode MS) ainsi qu’un séquencage de ces peptides par fragmentation (en mode MS/MS) pour identifier la

protéine. Cependant cette approche souffre d’un certain nombre d’inconvénients dus a la matrice en gel :

e Les protéines de masses moléculaires extrémes et de pl extrémes sont sous représentées
(probléme de la gamme dynamique d’un gel).

e Les variations de charge et de taille de protéines dépendent de Iétat de modification des
protéines, ce qui peut poser des probléemes dans le cas d’une hétérogénéité moléculaire de la

protéine
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e Les protéines peuvent ne pas étre détectées si elles sont trop faiblement abondantes ou si le
rendement de coloration est mauvais

e La gamme dynamique des colorations de gel est limitée

e La 2DGE estlongue a réaliser, et souffre de problemes de reproductibilité

e Limitation des protéines membranaires dont la solubilisation nécessite la présence de détergents.

Les approches alternatives impliquent la LC-MS. 1l faut citer la GeLC-MS/MS qui associe I'électrophorése
monodimensionnelle sur gel SDS-PAGE (Froehlich et al. 2003). Dans cette approche les protéines sont
séparées sur gel SGS-PAGE, les bandes contenant plusieurs protéines sont découpées ct les protéines
protéolysées. Les mélanges de peptides protéolytique sont ensuite analysés pas uLLC-MS/MS. Une autre
approche est la technologie d’analyse multidimensionnelle MuDPIT (Multidimensional protein
identification technology) (Washburn et al. 2001). Enfin le couplage simple pnLC-MS/MS permet aussi

dans certains cas de s’affranchir de I’étape de séparation des protéines sur gel.

I11.4.1 Couplage LC-ESI MS

Les séparations sur colonne capillaire (ULC) sont devenues une référence pour les applications en
protéomique. Avec I'électrophorese capillaire (CE) elles comptent parmi les outils les plus importants en
sciences séparatives. Les couplages en ligne directs de type pLC-ESI-MS/MS sont trés courants et ont fait

I’objet de nombreuses revues (Gaspar et al. 2008; Staub et al. 2009). Les avantages de cette approche sont

e Une haute efficacité de séparation
e  Des faibles limites de détection,
e Des quantités d’échantillon minimales

e Un cott de fonctionnement faible

Nous ne reviendrons pas ici en détail sur approche pLLC que nous avons détaillée par ailleurs (voir Article
en Annexe 3). Les conditions de séparation utilisées particulicres a cette étude sont données dans la partie

matériel et méthode.

L’interface avec la source nanoESI du spectrométre de masse est réalisée en connectant le capillaire de
sortie de colonne en silice fondue de 20um de diametre interne via un adaptateur en Téflon a un émetteur
en silice fondue de diameétre interne 20pum en entrée et de 2-3um en sortie. Ce capillaire est métallisé sur
toute sa longueur excepté 1 cm du coté source MS et une tension de 1,3V est appliquée a sa surface
externe. Il est positionné a 2-3 mm en face de lentrée du spectromeétre de masse portée a quelques V et
chauffée 275°C. La position exacte de I'aiguille est ajustée afin d’obtenir un spray stable. Cette position
varie d’un électro-nébuliseur a I'autre. Le spray est dit fonctionner en mode Jet (Nemes et al. 2007).
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La photographie ci-dessous illustre ce mode. Nous n’avons pas pu prendre une photo d’aussi bonne

qualité au laboratoire mais cela correspond a notre observation expérimentale.

Figure 20: Photo du nanospray en mode Jet (Nemes, P, I Marginean, and A Vertes, Spraying Mode Effect on
Droplet Formation and Ion Chemistry in Electrosprays. Analytical Chemistry, 2007. 79(8): p. 3105-3116.)

IT1.4.2 Montage monodimensionnel
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Figure 21: Schéma de principe du montage de LC MS monodimensionnelle (Annexe 3)

La Figure 21 présente le schéma de principe du montage utilisé au laboratoire pour les séparations
monodimensionnelles. Le principe de ce montage a été bien détaillé par Hesse et al (Hesse et al. 2008).
Brievement, une cartouche de purification permet d’éliminer en amont du circuit les impuretés retenues
par la phase stationnaire et contenues a I’état de trace dans les solvants. I’échantillon est injecté, concentré
et dessalé sur la précolonne de concentration, puis est élué avec la pompe analytique de la précolonne vers
la colonne analytique grice a un gradient de solvant B (90 % Acétonitrile ; 10% H70; 0.1% Acide
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formique) dans la phase liquide vers le spectrometre de masse. Pendant ce temps la cartouche de

purification est nettoyée.

I1I.4.3 Montage bidimensionnel
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Figure 22: Schéma de principe du montage chromatographique bidimensionnel (Annexe 3)

La Figure 22 présente le schéma de principe du montage bidimensionnel « on-line », décrit en détail par
Hesse et al (Annexe 3). Brievement, deux cartouches de purification sont installées en téte de circuit pour
chaque dimension pour piéger les impuretés des solvants. I’échantillon est injecté directement sur la
colonne de premiere dimension (échangeuse de cations forts), puis élué avec un gradient de sels. L’éluat
est fractionné par piégeage alterné sur les précolonnes 1 et 2, puis est élué sur la colonne analytique vers le

spectromeétre de masse avec un gradient de solvant B aprés dessalage/concentration sur les précolonnes.

Un autre mode de séparation bidimensionnelle peut étre utilisé : Il s’agit cette fois de collecter en sortie de
premiere dimension les fractions d’éluat dans une plaque multi-puits puis d’injecter les fractions dans le

systeme de seconde dimension.
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111.4.4 La LC-MALDI MS
I11.4.4.1 Interface LC-MS « on-line » vs. « off-line »

Pour réduire la complexité des échantillons, le couplage de la chromatographie en phase liquide avec la
spectrométrie de masse (LC-MS), soit «online » soit « offline », est donc inévitable. On appelle « online »
une interface qui ne dissocie pas dans le temps deux méthodes d’analyses couplées. Ces analyses sont
réalisées séquentiellement sans rupture entre les deux. On appelle « offline » une interface qui dissocie
dans le temps deux modes d’analyse en couplage. Les deux types d’analyses peuvent étre effectués a des

moments tres distincts, et les temps de leur réalisation sont indépendants.

La LC-ESI a pendant longtemps été une méthode de choix en protéomique. De par la nature intrinseque
des séparations en phase liquide, I'ionisation en mode ESI permet une interface plus simple et directe en
mode « on-line » que I'lonisation MALDI. Cette derniére nécessitant I'utilisation d’une matrice, elle rend
délicate le couplage entre la chromatographie et lionisation MALDI. Toutefois Iionisation MALDI
présente de nombreux avantages comparés a ’'ESI, et en particulier le temps disponible pour I’analyse en
MS et en MS/MS qui est relativement court dans le cas de séparations 2 haute résolution. Dans ce cas
pendant la durée d’une analyse MS/MS d’un composé donné il se peut que le composé soit totalement
élué avant la fin de P'acquisition MS/MS. Dans le cas de mélanges complexes, certaines espéces co-€luées
peuvent ne pas ¢étre sélectionnées faute de temps. Dans certains cas la séparation entiere en LC-MS doit

étre répétée en employant des listes d’exclusion des précurseurs déja fragmentés.

En général le mode de couplage le plus simple est le mode «offline». Les deux techniques sont
« découplées » et peuvent étre optimisées séparément. Cette observation reste valable pour les couplages
LC-MS comme pour les couplages LC-LC. Ce mode de collecte est dailleurs le mode historiquement

utilisé pour les premicres études associant LC et MS.

Le développement et I'intérét de la LC MALDI offline sont apparus avec I'avancée technologique des
spectrometres de masse équipés de source MALDI et notamment la possibilité de réaliser la spectrométrie
de masse en tandem. LLe MALDI est moins sensible aux contaminations dues aux additifs trouvés dans les
solvants de séparation, comme le SDS ou certains sels. De plus le MALDI produit des especes

monochargées et les spectres de fragmentations sont plus simples que les spectres obtenus en mode ESIL.

Les premiéres analyses en LC MALDI offline réalisées au milieu des années 90 consistaient a récupérer les
différentes fractions chromatographiques dans plusieurs tubes afin de les analyser séparément en MS.
Plusieurs groupes de recherche ont pu identifier plusieurs protéines issues de mélanges en procédant de
cette maniére. Cependant ce type de collecte ne permet pas d’obtenir un pouvoir de séparation performant
une bonne répétabilité. Les volumes collectés sont de l'ordre du nl. a quelques pl. De nombreuses

méthodes ont été développées pour rendre ces deux techniques analytiques compatibles.
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I11.4.4.2 Le couplage LC MALDI en ligne

La notion de couplage LC MALDI en ligne nécessite que la séparation chromatographique des protéines

ou des peptides d’intérét soit directement introduite au sein du spectromeétre de masse.

Afin d’obtenir un résultat similaire au couplage LC-ESI, plusieurs approches ont été développées pour
l'introduction directe des matrices MALDI. Parmi ces approches on retrouve le couplage en ligne par flux

continu et le couplage par aérosol.

Les premicres expériences de LC MALDI en flux continu furent décrites en 1993. A cette époque la
chromatographie liquide n’était pas encore utilisée pour réaliser ce couplage. Une simple seringue a
laquelle etait couplée une sonde contenant la matrice et 'analyte était utilisée. Cette sonde introduite
directement dans le spectrometre de masse permettait d’analyser en sortie du capillaire la protéine ou le
peptide d’intérét. (Li et al. 1993). Avec cette méthode le groupe de Li a pu identifier la myoglobine avec
des résultats similaires aux dépéts conventionnels sur plaque. Ce systeme peut étre comparé a
I'introduction directe réalisée en électrospray. Ce n’est qu'en 1995 que les premicres expériences de
couplage avec une véritable chromatographie liquide furent développées utilisant toujours la sonde pour
I'injection de I'analyte mélangé a la matrice. (Nagra and Li 1995). Cette méthode a permis I'identification
de 9 pmol de cytochrome extrait d'un cceur de cheval et de 8 pmol de lysozyme. Bien que ces quantités

semblent importantes de nos jours il faut resituer les possibilités d’analyse de ’époque.

Le couplage en ligne en aérosol est le systeme se rapprochant le plus de Ilonisation en électrospray. En
effet dans ce type de couplage le mélange analyte/matrice est introduit dans un capillaire chauffé a haute
température ce qui permet de créer un aérosol contenant les ions d’intérét. Les différents ions en sortie de
capillaite sont ensuite irradiés avec un laser pulsé comme toute analyse en ionisation MALDI. En 1994, le
groupe de Murray présenta un systtme couplé a un systeme chromatographique conventionnel
comprenant une colonne de séparation de type C18. Ce montage permit la séparation et I’analyse d’un
mélange comprenant plusieurs protéines telles que la bradykinine, la gramicidine, et la myoglobine a des
quantités comprises entre 12 et 94 nmol. (Murray et al.1994). Ces travaux ont par la suite inspirés
différentes équipes de recherche qui ont a leur tour proposé des interfaces en ligne permettant
d’augmenter la résolution d’analyse en spectrométrie de masse sans altérer la qualité de la séparation

chromatographique. (Zhan et al. 1999)

Pour simplifier le couplage entre I'ionisation MALDI et la chromatographie et la rendre compatible avec
les spectrometres équipés d'une source MALDI de nombreux groupes ont développé des approches

permettant ce type d’étude. 11 s’agit de la LC MALDI « off line ».
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I11.4.4.3 La LLC MALDI « off-line »

Contrairement a la LC MALDI « on line », la LC MALDI « off line » implique un délai entre la séparation
chromatographique et l'analyse en spectrométrie de masse. En effet les différentes fractions sont

collectées avant analyse MS.

Au début des années 2000 I'automatisation des collectes de fractions chromatographiques directement sur
les plaques MALDI a considérablement changé les perspectives d’applications de la LC- MALDI
« offline ». La collecte a intervalles réguliers de volumes de I'ordre de quelques nl. permet de limiter la
perte de résolution de la séparation. Ainsi les peptides sont séparés dans des fractions de volume restreint
ce qui diminue les problemes de dilution. De plus les fractions sont moins complexes ce qui limite les
phénomenes de suppression spectrale. Enfin moins d’espéces sont présentes dans chaque dépot et moins
de précurseurs sont donc sélectionnés par spot. Il est possible de réaliser plus de 20 analyses MS/MS par
spot (3000 tirs laser/MSMS et volume de spot de 20 nl). La conséquence en protéomique est une
augmentation sensible du nombre de peptides séquencés et du nombre de protéines identifiées avec une
meilleure couverture de séquence. Ainsi les développements réalisés permettent d’avoir des résultats aussi
performants en LC-MALDI qu’en LC-ESI désormais. Nous pouvons citer les recherches de Bodnar qui
traita de la complémentarité entre les approches LC-MALDI et LC-ESI. (Bodnar et al. 2003).

Cette notion de complémentarité des deux modes d’ionisation permis a la LC MALDI de devenir une
technique alternative a la LC-ESI pour de nombreuses applications, notamment pour rechercher des

espéces moins bien ionisées en ESL.

Cependant la qualité des résultats dépend comme pour toutes les analyses en mode MALDI de la qualité
de la préparation des dépots d’échantillon, et les parameétres a ajuster finement sont nombreux. Citons ici
le débit de I’éluat, le débit de matrice, la fréquence de collecte, la nature de la surface de collecte, la tension

surfacique et le systeme de solvants, le controle de la température et de ’humidité environnante. ..

I11.4.4.3.1 L’interface logique de la LC MALDI

La configuration off line de la LC-MALDI permet de réaliser un arrét dans le temps de la séparation
chromatographique. Elle est devenue une approche trés puissante en protéomique (Mirgorodskaya et al.
2005). Contrairement aux couplages en ligne qui nécessitent une décision instantanée pour la sélection des
précurseurs, il est possible de rechercher ’apex des pics chromatographique avec un rapport Signal/Bruit
optimal pour réaliser les fragmentations en mode MS/MS. De plus ’analyse des spots collectés se fait dans
un ordre arbitraire et il est notamment possible d’analyser plusieurs fois le méme spot. Cet avantage a
permis le développement d’analyses utilisant la chromatographie multidimensionnelle (Zhen et al. 2004)
associé a des programmes bioinformatiques permettant une sélection précise des précurseurs sans
redondance entre fractions. (Gandhi et al. 2010). En effet un des problémes de la chromatographie

bidimensionnelle en phase liquide off line est la présence de peptides identiques ou de masse tres proches
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dans différentes fractions. Une exclusion dynamique des peptides existe déja pour des masses retrouvées a
deux spots d’écart. Cette exclusion dynamique ne s’applique pas lorsque cette séparation de deux spots est
dépassée ; cela signifie qu’un ion retrouvé dans différentes fractions sera fragmenté plusieurs fois. Les
logiciels cités ci-dessus permettent de discriminer ce genre de peptides et de fragmenter espece la plus

intense afin d’obtenir le meilleur spectre MS/MS possible.

Ainsi approche « offline » permet dans ce cas d’augmenter le débit et de diminuer le temps machine
nécessaire pour une analyse. Dans les méthodes « online » la durée de ’analyse MS est donnée par la durée
de séparation chromatographique. Dans les méthodes « off-line », les séparations peuvent durer des heures
aussi, mais la méme séparation peut-étre analysée plusieurs fois de fagon répétitive avec des parametres

d’analyse différents en spectrométrie de masse.

11 faut alors tenir compte du débit analytique intrinseque du spectromeétre de masse. Le débit d'un MALDI
TOF est en premiere approximation et jusqu’a une limité électronique (environ 10kHz) directement
proportionnel a la vitesse d’acquisition des spectres individuels. Cette vitesse est elle-méme
proportionnelle a la fréquence du laser mis en ceuvre. (Moskovets et al. 2006). Les dernieres études
mettent en ceuvre des lasers UV a cartouche solide travaillant a des fréquences entre 100 et 5000 Hz, et
compatibles avec Iionisation MALDI (Vestal et al. 2009). Ceci devrait diminuer de fagon treés significative
les temps d’analyse en MALDI MS. Actuellement certains appareils commerciaux travaillent avec des

lasers UV a 1kHz.

I11.4.4.3.2 L’interface technique de la LC-MALDI

Bien que le couplage « offline » de la LC-MALDI puisse étre simplement réalisé de facon manuelle par
collecte et dépot des échantillons, cette approche est fastidieuse et augmente le risque d’erreur et de perte
d’échantillon (Griffin et al. 2001). De plus la reproductibilité de la fréquence de collecte est tres faible. Une

revue récente a traité des interfaces potentielles (Pes et al. 2010).
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Figure 23: Schéma de couplage "off-line" illustrant l'ajout de liquide supplémentaire, et le mécanisme de dépot.

Les jonctions utilisées pour les techniques séparatives en pl.C incluent (A) le flux co-axial du liquide supplémentaire
autour de I’éluat, (B) la jonction en T, (C) le dépdt direct. Les jonctions utilisées pour le couplage en CE (capillary
electrophoresis) incluent (D) la jonction poreuse, (E) la jonction liquide, (F) le couplage électrique par contact de
goutte. (Pes, Preisler, ] Chromatography A 2010 1217 :3966-3977)

Dans le cadre de ce travail nous avons privilégié le montage B, qui permettait un meilleur mélange de

I’échantillon avec la matrice.

De la méme fagon les modes de dépdts sont variés mais nous avons privilégié le plus simple
particulierement bien adapté a notre gamme de débit (200-300 nL./min) pour le couplage pLC, c'est-a-dire

le dépét par contact. Les autres modes de dépdt sont listés sur la Figure 23.

Ce mode dépose par contact la goutte qui s’est formée a Pextrémité du capillaire. Un des principaux
inconvénients de cette méthode est 'effet mémoire résultant d’un dépot imparfait et de trace résiduelle sur

les parois externes du capillaire de dépot.

L’ajout de la matrice en sortie de séparation a un effet de dilution. Cette augmentation de volume va donc
étre préjudiciable a la limité de détection de I'analyse, mais va aussi avoir une influence sur la taille des
dépots et donc sur la surface utile d’'une plaque MALDI pour collecter une séparation LC. Une solution
proposée est de travailler sur des supports pré-structurés et recouverts de matériaux hydrophobes afin de
limiter P’étalement des dépOts en maitrisant leur position trés précisément en ajoutant des ancres
hydrophiles (Johnson et al. 2001). Ce systeme breveté a été installé exclusivement sur les appareils

commercialisés par le fabricant Bruker.

Plus récemment, en 2008 Hattan et al ont travaillé sur des plaques structurées avec des micro-puits emplis
de phase monolithique. L’idée est ici d’augmenter la capacité de rétention de la surface et de proposer une
méthode de concentration in-situ. Cette surface a permis d’augmenter d’'un facteur 30 la concentration

surfacique d’échantillon dans les cristaux de matrice en comparaison avec les surfaces en inox classique

(Hattan et al. 2008)
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I11.4.4.3.3 La LC MALDI et la quantification

Jusqu'a trés récemment le spectrométre le plus largement utlisé était le TOF/TOF de part sa
complémentarité directe avec I'ionisation MALDI. Ce type de spectrometre comme décrit précédemment
posséde une gamme de masse trés étendue et sans limitations théorique en basse masse en MS/MS. Ceci
le rend compatible avec des applications de quantifications comme I'iITRAQ qui implique la détection des
ions rapporteurs de masse 114 a 117 Da pour réaliser une quantification relative. (Ruppen et al. 2010 ; Tan

etal. 2011).

La technologie label free qui correspond a une quantification des peptides et des protéines sans marquage
a également été étudiée en LC MALDI (Neubert et al. 2008). De nombreuses études présentant des
thématiques biologiques diverses ont utilisé cette méthode de quantification pour répondre a certaines
problématiques (Rocchiccioli et al. 2010 ; Toyama et al. 2011). Cette méthodologie assez efficace présente
toutefois certains inconvénients qui peuvent perturber I’analyse label free. En effet cette méthode basée
principalement sur Iintensité des signaux MS nécessite des dépots MALDI tres réguliers. Laire des pics va
étre reconstituée sur plusieurs fractions. Il faut donc que la fréquence d’échantillonnage ne soit pas trop
délétere pour la résolution pour obtenir une analyse la plus répétable possible, de plus certains pics de

matrice peuvent avoir un effet suppresseur sur ’ensemble des ions analysés.

A cela nous pouvons également ajouter les difficultés de retraitement des données comprenant

’alignement des spectres, la normalisation et 'identification des peptides et des protéines quantifiées.

I11.5 Les configurations de spectrométrie de masse tandem
I11.5.1 MALDI TOF/TOF
I11.5.1.1 Evolution de la configuration

A la fin des années 80, la découverte de méthodes d’ionisation douces a ouvert la possibilité d’analyser des
biopolymeres qui sont sous forme libre polaires et labiles, et de caractériser leurs produits de dégradation
par spectrométrie de masse. Ces processus d’ionisation douce apportent trés peu d’énergie interne pendant
la production des ions et favorisent la production d’ions pseudo moléculaires sous la forme d’adduits de
protons mono ou multichargés. Au cours de lionisation, cependant, diverses décompositions ou
fragmentations des ions précurseurs peuvent se produire, et doivent étre minimisées car elles ne sont pas
maitrisées. A contrario ces phénomenes peuvent étre exploités pour la caractérisation structurale d’une
séquence peptidique compléete. Pour cela les ions moléculaires sont activés par apport d’énergie
vibrationnelle afin d’induire la rupture unimoléculaire de certaines liaisons. Une revue trés compleéte sur les
aspects instrumentaux des spectrometres de type MALDI TOF a été rédigée par Vestal (Vestal ML
Journal of Mass spectrometry, 2009 44 303-317).
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Les matrices MALDI dites « chaudes » apportent plus d’énergie interne. La décomposition unimoléculaire
qui résulte de cet exces d’énergie est une décomposition d’ions métastables appelée Post Source Decay
(PSD), et dépend de la nature physicochimique des ions. Dans le cas de peptides la régularité des spectres
PSD va dépendre de la séquence peptidique et de la composition en acides aminés. Généralement les
spectres PSD ne donnent qu’une information partielle de séquence. Les matrices MALDI dites « froides »
permettent aussi d’avoir des informations de séquence et ce séquencage peut étre relativement complet
lorsque les ions sont activés a haute énergie comme dans le cas des appareils a secteurs (Medzihradsky et
al. 1996). De plus si on introduit de l'air en sortie de source MALDI, la fragmentation de type PSD
obtenue en spectrométrie de masse a temps de vol TOF produit des ions fragments de la chaine
peptidique et des ions immoniums plus intenses, méme avec des matrices « froides » (Stimson IJMSIP

1997 169/170 :231-240).

Les analyseurs TOF sont en général optimisés pour la transmission des ions de hautes énergies cinétique
(20 keV). Les collisions d’ions de 1keV ou plus vont fournir des fragments de haute énergie. Cest pour
cela que les TOF sont souvent employés dans les configurations hybrides avec des secteurs (Strobel et al.
1992) ou dans des combinaisons tandem de type TOF/TOF. Diverses configurations ont été proposées.
Citons par exemple la configuration avec deux TOF orthogonaux proposée par Schey (Schey IJMSIP
1989, 94, 1) mais dont la résolution était faible. Une autre configuration associait un tandem TOFTOF
avec une cellule de collision et équipé d’un miroir électrostatique a champ non linéaire qui permettait de
focaliser sur le détecteur tous les ions issus de dégradations métastables en mode PSD d’énergie cinétique
différente avec une unique valeur de tension appliquée sur le réflectron (Coredero et al. 1995). Dans le
cadre de ce travail nous avons utilisé un appareil tandem TOFTOF dérivé du schéma de principe
initialement décrit par les groupes de Burlingame et Vestal (Medzihradszky et al. 2000) dont la
représentation est donné en Figure 24. Cette configuration permet de sélectionner plus rigoureusement et
avec une meilleure précision les ions précurseurs, en comparaison avec les analyses PSD. De méme
l’activation des ions par collision et la détection des fragments issus de cette activation sont réalisés dans

un TOF avec une unique valeur de tension appliquée sur le miroir réflecteur.
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Figure 24: MALDI TOF/TOF (hors échelle).

La pression dans la cellule de collision n'est pas mesurée directement mais est supposée augmenter a partir d'une
valeur de base d'environ 10-7 Tort en absence de gaz jusqu'a 10-2Torr en présence de gaz.

Le spectrometre utilisé dérive de la configuration présentée dans la figure ci-dessus. La distance de vol en
mode linéaire est de 150 cm entre la plaque cible de la source et le détecteur. La distance de vol entre la
cible et détecteur réflectron en mode réflectron est de 300 cm. La distance de vol pour ’analyse des ions
fragments entre la cellule de collision et le détecteur réflectron est de 240 cm. L’appareil comporte deux
zones d’accélération, la premiere en trois étages, la seconde en deux. Le laser pulsé utilisé pour I'ionisation
MALDI est un Nd-YAG travaillant dans ’'UV a 355 nm, avec une fréquence de 200 Hz et une largeur
d’impulsion de 3 ns au moins. Trois pompes turbomoléculaires permettent d’obtenir les 10 Torr

nécessaire pour garantir un libre parcours moyen suffisant pour que les ions traversent le tube de vol.

I11.5.1.2 Fonctionnement en mode TOF/TOF MS/MS

Si Pappateil peut fonctionner en mode MALDI TOF classique, dans son mode TOF/TOF, il faut

distinguer quatre zones principales dans cet instrument selon leur fonctionnalité :

e Source 1
e  Sélection des ions
e Zone de collision et source 2

e Détection des fragments
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Figure 25: Schéma de principe du spectromeétre MALDI TOF/TOF utilisé dans cette étude
(Dessin du 4800 TOFTOF d'apres le fournisseur AbSciex)

La zone “source 17 est une région sous haute tension qui permet d’accélérer les ions, puis de focaliser et
de diriger le faisceau d’ions. Apres I'impact laser, la plaque cible MALDI portant 'échantillon est portée a
un potentiel d’accélération compris entre 0 et 25,000 V apres un délai défini (delayed extraction time). Les
ions sont accélérés. Une tension variable et une connexion a la terre permettent d’obtenir un gradient de

otentiel pour focaliser en vitesse les ions et améliorer la résolution. I’optique ionique de la source
q q

e+ Focalise le faisceau d’ions vers le tube de vol.
e ¢ Affine et dirige le faisceau d’ions en corrigeant les trajectoires en x et y orthogonales a I’axe du
tube de vol.
Enfin la zone de la Source 1 est maintenue 4 environ 50 °C pour minimiser "accumulation de matrice et
limiter le nettoyage. La spécificité de la source est de fournir un faisceau laser pulsé orthogonal afin
d’optimiser le processus MALDI en se rapprochant de la configuration idéale pour la distribution des ions
dans le volume d’accélération. Comme illustré sur la Figure suivante, un faisceau axial permet d’optimiser

la distribution spatiale des ions en entrée de tube de vol.

"\ 3 :';r\ __;

—

Figure 26: Comparaison des configurations avec impact laser non axial (a gauche) et axial (a droite)

Le premier analyseur est utilisé pour la sélection d’ions. Il est composé d’'un TOF relativement court
(environ 40 cm) délimité entre la zone d’accélération source 1 et le sélecteur d’ion précurseur pour la

MS/MS (Time ion selector TIS). La tension d’accélération et le délai d’extraction sont ajustés de telle sorte
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que le faisceau d’ions soit focalisé précisément dans la zone du TIS (Time Ion Selector), afin de ne pas
perdre en résolution de sélection par dispersion du faisceau. Le TIS est constitué de deux lentilles de
déflection, une premicre lentille agissant comme filtre des basses masses par défaut fermé et une seconde
lentille agissant comme filtre en hautes masses par défaut ouvert Au temps d’arrivée estimé en entrée de la
premiére lentille elle s’ouvre pour les laisser les ions de m/z égal ou supérieurs au m/z d’intérét, et au
temps d’arrivée de lion a la seconde lentille elle se ferme pour bloquer les ions de m/z supétieurs au m/z

d’intérét . Avec un tel systeme il est possible d’atteindre une résolution de TIS de 400 (Vestal 1998).

Caate 1 Gate 2
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Figure 27: Schéma de principe du sélecteur de précurseur (Time lon Selector TIS) d’apres (Medzihradszky, Anal
chem 2000 72 :552).

Sur ce schéma sont indiquées la déflection des ions légers (m1) en lentille 1 (Gate 1) et la déflection des ions lourds
(m3) en lentille 2 (Gate 2). Seuls les ions de masse intermédiaire m2 peuvent passer a travers cet ensemble pour
atteindre la cellule de collision. Chaque « porte » est ouverte quand les deux électrodes sont a la masse, et est fermée
lorsqu’elle est portée a une tension de 950V.
La troisiéme zone est la cellule de collision et 'optique de transfert entre les deux TOF « Source 2 ». Afin
d’éliminer totalement les ions défléchis par le TIS, la zone de décélération est positionnée environ a 8 cm.
Avant d’entrer dans la cellule de collision (avec ou sans gaz de collision), les ions sont décélérés et
refocalisés. Ils sont fragmentés dans la cellule puis accélérés de nouveau a 15 kV. Seuls les ions dans la
zone sous impulsion au moment de l'accélération vont étre analysés dans la suite, ce qui permet de
déterminer une position et un temps initial pour la mesure du temps de vol. Les fragments formés dans la
cellule de collision ont la méme vitesse et un temps de vol dans la source 2 identique au précurseur
associé, ils seront donc accélérés de facon similaire vers le miroir électrostatique. L’énergie totale de I'ion
, . . . . , .
précurseur non fragmenté est la somme des énergies apportées par les deux sources. Afin d’obtenir une
fragmentation informative pour le séquencage des peptides, la pression en mode PSD en de 'ordre de 10-
7 Tort, et en mode CID elle augmente vers 10-6 Torr. Nous avons travaillé avec lair comme gaz de

collision.

La derniére zone est I'analyseur et le détecteur des ions fragments. Connaissant I’énergie des ions
fragments grace aux parametres de source, il est possible d’ajuster la tension du miroir électrostatique afin
de refocaliser nos fragments sur le détecteur réflectron. Cette derniere est ajustée pour pouvoir détecter
simultanément tous les ions d’'une méme fragmentation, contrairement au mode PSD, ou de multiples
tensions doivent étre ajustées pour focaliser les ions de chaque gamme de masse successivement. En
routine, la résolution obtenue sur les précurseurs est de 10000, sur la sélection des précurseurs elle est de
50, et sur les fragments elle est environ de 4000, pour une précision au laboratoire et en étalonnage
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externe d’environ 50 ppm sur la plaque en couplage en chromatographie. Ceci est a comparer avec les
dernieres performances (qui bien sir ne sont pas des valeurs de routine) rapportées par Vestal (Vestal et
al. 2009) : résolution sur les précurseurs >30000, erreur de masse < 2ppm sur la plaque. Ces écarts sont
dus au caractere non idéal de la plaque (déformation a I'usage, effet de bord), et a un choix de sensibilité

maximale notamment.
IT1.5.1.3 Application au séquengage des peptides

Les spectres TOF/TOF MS/MS donnent des tésultats de couverture de séquence bien meilleurs que les
résultats en PSD (Medzihradszky et al. 2000). L’avantage principal est bien sir d’obtenir le spectre de
fragmentation en une seule étape, avec une unique valeur de gradient de potentiel appliquée sur le
réflectron. La fragmentation peut étre optimisée en utilisant divers gaz de collision ou en modifiant la
matrice utilisée pour la préparation de I’échantillon. La composition en acides aminés influence le profil de
fragmentation. Les matrices froides vont limiter les décompositions en source. La taille des peptides est
aussi trés importante, et pour des peptides de m/z > 1000 Da lutilisation de matrice « chaude » comme
l’acide alpha cyano hydroxy cinnamique peut s’avérer indispensable, comme nous ’avons observé dans

cette étude.

IT1.5.2 Les hybrides LIT-FTMS
I11.5.2.1 LIT-FTICR

Les différentes avancées technologiques en instrumentation ont permis ces dernicres années le
développement de spectrometres de masse hybrides a haute résolution et de haute précision. Le LIT-
FTICR qui est un appareil de la gamme des spectrometres de masse hybride FTMS a la particularité de

posséder deux analyseurs, une trappe linéaire et une cellule ICR.

L'utilisation d’une trappe ionique linéaire en amont de la cellule ICR permet d’améliorer les performances
de I'appareil. En effet 'apport de la trappe linéaire permet de réduire les temps d’analyse ainsi que la durée
du cycle MS et MS/MS. D’intérét majeur de ce type de spectrometre hybride réside dans la possibilité de
réaliser en parallele une analyse MS a haute résolution et précision dans la cellule ICR et une analyse
MS/MS indépendante dans la trappe linéaire. (Senko MW, Schwartz JC, Schoen AE, Syka 2000).
Lutilisation des deux analyseurs en tandem nécessite quelques optimisations techniques. La configuration

de ce spectrometre de masse est présenté sur la Figure 28 et comprend plusieurs zones.

Trois éléments caractérisent le LIT-FTICR :

e La trappe linéaire
e Le systeme de transmission des ions

e T cellule ICR
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I11.5.2.1.1 La trappe linéaire ou systéme LTQ
La trappe linéaire présente dans le systtme LIT-FTICR, dont le fonctionnement a été décrit
précédemment, est spécialement congue pour le couplage avec 'analyseur ICR. Elle est précédée de 3

guides d’ions permettant I'arrivée des ions depuis la source.

Le premier guide d’ions est composé d’un quadripdle et d’'une premiére lentille. Il s’agit du guide d’ions le
plus proche de la source, une tension RF est appliquée donnant un champ électrique, ce champ permet de
guider les ions dans I’axe du quadripole vers la lentille. La lentille en métal est soumise a un potentiel de *

5V et permet également la focalisation des ions vers le deuxieme guide d’ions.

Le deuxiéme guide d’ions posséde des caractéristiques similaires au premier guide. Il s’agit d’un quadripole
tout comme le premier sur lequel est appliquée une tension RF permettant le passage des ions dans I'axe
du quadripole et vers la seconde lentille. Cependant le potentiel doit obligatoirement avoir une valeur

inférieure a celle du premier guide d’ion pour éviter la perte des ions.

Avant leur entrée dans la trappe linéaire les ions sont dirigés vers le troisiéme guide d’ions qui est un
octapole toujours sous I'action d’une tension RF, les différents ions passent dans I’axe de I'octopdle pour

se diriger vers la troisiéme lentille qui a pour role de réguler I'injection des ions vers la trappe linéaire.
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Figure 28 : Représentation du systeme LTQ avec les 3 guides d’ions et la trappe ionique linéaire (Thermo Fisher
Scientific)

II1.5.2.1.2 Le systeme de transmission des ions.

Les différents guides d’ions décris dans la partie LTQ font partie intégrante du systéme de transmission
des ions cependant nous avons volontairement voulu séparer le systeme de guide d’ions du LTQ et de la
cellule ICR. Une série d’octopoles permet de faire le lien entre la trappe linéaire et la cellule ICR. Cet
octopole d’une longueur suffisante pour faire entrer la cellule ICR au sein de 'aimant est indispensable

pour éviter toute perte d’ions lors du transfert de la trappe vers la cellule.
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Au total une distance de 80 cm est patcourue par les ions. Ceci doit étre pris en compte car les ions sont
en fait séparés dans ce transfert par un effet temps de vol qui n’est pas négligeable et qui peut discriminer
la détection des ions en foncdon de leur valeur de m/z. pour palliet a ce probléme nous nous limitons a

des gammes de masse d’une décade.

Afin d’éviter tout effet de charge spatiale par un remplissage trop important des pieges (trappe linéaire et
piege cyclotron), les ions sont comptés suite a une injection rapide extemporanée d’une fraction de
I’échantillon afin d’évaluer le temps de remplissage nécessaite pour obtenir la valeur cible de remplissage

optimale. Cette valeur est déterminée par 'opérateur en fonction du type d’analyse souhaitée.

Parmi les parametres importants de ce type d’analyse, le temps de remplissage est loin d’étre négligeable
car il peut étre du méme ordre de grandeur que le temps de détection et d’enregistrement lui-méme

(500ms 4 1s).

Source Trappe linéaire

I ] _ Transfert d'io
“ﬁ%eﬁmﬂ:ﬁq’%’q:&ﬂ 4._hﬁl Cellule ICR

1l 1 11

Systéme de pompes

Figure 29: Systeme hybride LIT-FTICR (Thermo Fisher Scientific)

II1.5.2.2 Les hybrides LIT-Orbitrap

Le systeme LIT-Orbitrap est un autre appareil hybride de type FTMS commercialisé aprés le systéme
LIT-FTICR. La configuration de ce systéme est trés proche du systeme LIT-FTICR.

Ce systéme comprend une trappe linéaire, un octopodle, une C-trap et 'Otrbitrap. Le mouvement des ions
de la source vers la trappe linéaire est identique a celui retrouvé sur le systeme LIT-FTICR. En sortie de la
trappe les ions sont guidés par un octopole de 30 cm vers un quadripole incurvé nommé C-trap. Ce
quadripdle incurvé dont I’axe central est un arc de cercle en forme de C, possede des barres hyperboliques
entourées de deux lentilles avec des orifices sur chacune d’elles permettant le transport des ions vers
I’Orbitrap. La C-trap joue un role important dans les performances du LIT-Orbitrap ; en effet en I'absence
d’une C-trap les ions seraient éjectés vers I’Orbitrap axialement ce qui réduit considérablement la stabilité
des ions ainsi que ces performances. L'utilisation de la C-trap permet de concentrer les ions, de les

focaliser et de réaliser une éjection radiale dans I’Orbitrap ce qui a pour but de garantir une meilleure
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stabilité. Cet appareil hybride est commercialisé en deux versions 'une possédant une source ESI (Figure
30), la seconde possédant une source MALDI (Figure 31). La source MALDI présente sur cet appareil est
une source MALDI sous vide équipée d’un laser de 60 Hz.

Source ESI

Trappe linéaire C-Trap

—
S
"\___/"' i

Orbitrap

Figure 30: Configuration commerciale du systeme LIT-Orbitrap avec une source électrospray (Thermo Fisher
Scientific)

Source MALDI

T—
Figure 31 Configuration commerciale du systeme LIT-Orbitrap avec une source MALDI (Thermo Fisher Scientific)

ITI.6 La fragmentation induite par collision CID
11 s’agit de la méthode de fragmentation la plus utilisée en protéomique. La fragmentation des peptides est

généralement réalisée en présence de molécules de gaz inertes tel que PHélium ou ’Argon. Le processus

de collision des ions s’effectue en deux étapes.

e La collision entre I'ion et les molécules de gaz neutres

e La décomposition unimoléculaire de I'ion activé.
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AB+G & AB*+ G Collision avec le gaz (G) étape d’activation et de désactivation
AB*  —» A+B  Décomposition unimoléculaire Fquation 20

L’étape de décomposition unimoléculaire de I'ion ainsi que son rendement sont définis par les théories du
quasi équilibre (QET) et RRKM (Rice, Rampsberger, Kassel, Marcus). Bien que ces deux théories soient
sensiblement différentes, 'ensemble de la communauté scientifique patle d’une seule et méme théorie la
RRKM /QET. Cette théorie permet de comprendre les réactions des ions en présence de gaz dans un
compartiment soumis a un vide poussée. Elle repose sur les travaux de Rosenstock et Marcus en 1952
(Rosenstock et al. 1952 ; Marcus et al. 1952). Elle a été ensuite revue et simplifiée en 1990 (Gilbert et al.

1990), elle est basée sur quatre hypothéses :

e La dissociation de I'ion moléculaire est plus longue que son excitation

e Le taux de dissociation est faible comparé au taux de redistribution de Iénergie d’excitation

e Les fragments sont formés par une série de réactions unimoléculaires consécutives et
compétitives.

e Au sein du spectromeétre de masse, les ions produits sont des systémes isolés en état d’équilibre
interne, la notion de systeme isolé implique que I'lon ne peut échanger quoi que ce soit avec le
milieu qui I'entoure. Aucun échange de matiére ou d’énergie n’est possible.

Cette absence totale d’échange de matiere implique que la vitesse de fragmentation k(E) des ions au sein
du spectromeétre de masse dépend uniquement de I’énergie interne de celui-ci. L’équation du quasi
équilibre RRKM/QET définit cette notion :

E. -E)]" ,

k(E) =V ( intE‘ Equation 21

mt

Ou k(E) est la constante de vitesse, V le facteur caractérisant I’état de transition de la réaction ou facteur
entropique, Ein 'énergie interne de I'ion avant sa fragmentation, Eo I'énergie d’activation nécessaire afin de

réaliser la fragmentation et S le nombre d’oscillateurs.

Avant la collision avec le gaz Ilon possede une énergie interne Ein qui est dépendante de la méthode
d’ionisation utilisée (Electrospray, MALDI). Afin de pouvoir réaliser la fragmentation de l'ion une
augmentation de I’énergie interne post source est nécessaire, cette augmentation de I’énergie est appelée

Iexcitation secondaire et fait intervenir un gaz cible qui a pour but d’exciter les ions stables.

Le phénomene de dissociation de I'ion s’opere en deux étapes. La premiere étape consiste a I'excitation de
I'ion A+ formé apres ionisation, avec le gaz cible. La collision avec le gaz va entrainer une augmentation de

I’énergie interne d’une quantité Q.
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La seconde étape consiste a la dissociation de I'ion activé A** en fragments (F*) et en élément neutres (N).

Equation 22
+ +¥
A +G activation > A
int int
E E™+Q
+* .

A dissociation F + N
Jint int
E™4Q E™ +Q-T

Dans tout phénomene de collision il y a un transfert d’énergie au centre de masse (Ecw) tel que :

E HEquation 23

m
g M

CM lab
“ M+m

Ou K, représente Iénergie cinétique de I'lon dans le référentiel du laboratoire, m la masse du gaz cible.

II1.6.1 Différents types de collision

En fonction du spectrometre de masse utilisé on observe différents type de collision des ions.

IT11.6.1.1 Collision a haute énergie

Ce type de collision est réalisé uniquement dans les spectrométres de masse de type TOF/TOF ou
hybrides. Au sein de ces spectrometres de masse les ions sont soumis a une accélération leur permettant
d’acquérir une énergie cinétique de I'ordre de quelques kiloelectronvolt (keV). Une fois les ions accélérés,

ils sont excités électroniquement grace a la collision avec des atomes ou molécules de gaz.

Les collisions a haute énergie permettent de rompre les liaisons peptidiques mais également les liaisons des
chaines latérales ce qui permet de dissocier deux acides aminés comme l’isoleucine et la leucine. La rupture
des liaisons est la résultante de la distribution de I’énergie interne en énergie vibrationnelle. .Iun des gaz
les plus utilisés dans ce type de collision est ’hélium. Contrairement aux gaz comme l'argon, ’hélium est
efficace pour le transfert d’énergie. Cependant dans nos travaux nous avons utilisé I’air, pour des raisons

de cott et de simplicité.
I1I1.6.1.2 Collision a basse énergie

Ce type de collision est réalisé dans les spectrometres de masse tels que la trappe ionique, le triple
quadripdle. Dans ce type de collision, une faible quantité d’énergie (de lordre de quelques dizaines
d’électronvolts) est ajoutée a Iénergie interne de lion précurseur. Afin d’obtenir une fragmentation,
plusieurs collisions sont accumulées. Dans les cellules de collision multipolaires, les gaz utilisés pour ce
type de fragmentation sont ’Argon et le Xénon qui sont des gaz permettant d’augmenter 1’énergie du
centre de masse nécessaire pour entrainer le phénomene de dissociation. Dans les trappes ioniques, seul

I’hélium est utilisé.
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II1.6.2 La fragmentation peptidique

L’analyse de nombreux fragments peptidiques a permis d’instaurer une régle de fragmentation décrite en
1984 par Roepstorff et Fohlman, cette nomenclature (Roepstorff and Fohlmann 1984) a été simplifiée et

complétée en 1990 par Biemann (Biemann et al. 1990)

an T t:I'r'._ CI'-_

NH —— CH — CO +~NH+CH——COOH

_x S
nr We n ¥n " T

Fragments observés en haute et basse énergie
Fragments observés uniquement en haute énergie

Figure 32 : Nomenclature de la fragmentation peptidique en haute et basse énergie

Apres fragmentation on observe deux types d’ions :

e Les ions de séries a, b et ¢ possédant une charge positive portée par la partie N-terminale
e Les ions de séries x, y et z possédant une charge positive portée par la partie C-terminale
Les spectres de masse présentent en majorité des ions de types b et y correspondant aux ruptures des

liaisons peptidiques ce qui permet de déterminer la séquence en acides aminés d’un peptide.

I11.6.3 Identification des peptides et des protéines

L’outil informatique est un outil quotidien pour toute personne travaillant dans le domaine de la
protéomique. L’analyse des spectres, le traitement des données, Iidentification des protéines et des

peptides nécessitent I'utilisation de la bioinformatique.

De nombreux outils permettent 'identification des peptides et des protéines. Parmi ces outils, les banques
de protéines et les moteurs de recherche sont des éléments indispensables pour toute analyse en
protéomique. Nous allons développer ci-dessous les différentes banques de protéines et les moteurs de

recherches existant actuellement.

II1.6.3.1 Les banques de protéines

Avec 'explosion de la protéomique et les nombreuses recherches en génomiques le nombre de banques
de séquence n’a cessé d’augmenter (Apweiler et al. 2004). Cependant toutes ces banques n’ont pas les
mémes criteres de confiance. Ce taux de confiance dépend de la redondance des séquences présentes au

sein de la banque et du taux de vérification de chacune des séquences.
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I11.6.3.1.1 Les banques généralistes de dépots ou séquence repositories

Il s’agit de 'ensemble des banques produites par le groupe NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Les différentes séquences présentes en son sein proviennent de la traduction de gene prédit
par des algorithmes. Cette traduction entraine la présence de nombreuses erreurs de séquences ainsi que
des nombreuses redondances. Parmi ces banques nous pouvons citer 'exemple de la banque GenPept qui

utilise les banques nucléotidiques tel que GenBank ou EMBL.

De part la qualité moindre et le nombre de redondances que contient ce type de banque son utilisation en

protéomique reste délicate et les résultats doivent étre considérés avec soin.

I11.6.3.1.2 Les banques protéiques.

Contrairement aux banques généralistes les banques protéiques sont largement utilisées en protéomique, le
niveau de confiance et le faible taux de redondance ainsi que les régulieres corrections en font des banques

de choix pour 'analyse protéomique.

En 2003 lassociation de plusieurs grands instituts comme linstitut suisse de bioinformatique (SIB),
I'institut européen de bioinformatique (EBI) et le Protéine Information Ressource (PIR) a permis la
création d’une banque stable corrigée et validée par des experts. Avec ce consortium est née la banque

Uniprot (Universal Protein Ressource).

La banque Uniprot présente deux variantes: La Banque UniprotKB/Swissprot et la banque

UniprotKB/TrEMBL

e La banque UniprotikKB/SwissProt
Avec des cotrections réguliéres et un faible taux de redondant la banque UniprotKB/SwissProt fait office
de banque de référence en protéomique. Créée en 1986, cette banque comprend un grand nombre
d’informations continuellement mises a jour telles que les modifications post traductionnelles, les

localisations cellulaires et les fonctions.

e La banque UniprotKB/TrEMBL
Il s’agit de la banque complémentaire de SwissProt contenant les séquences protéiques issues de la
traduction des séquences codantes des banques nucléotidiques GenBank, EMBL et DDB. Cette banque a
pour principal réle de fournir a la communauté scientifique de nouvelles séquences protéiques. Ces
nouvelles séquences issues de la traduction de séquence génomiques seront par la suite corrigées et

validées patr un groupe d’experts.

II1.6.3.2 Les moteurs de recherches

Les moteurs de recherches sont des algorithmes comparant des masses ou spectres expérimentaux a des

masses ou spectres théoriques provenant de digestions 7 sz/zco.
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Ces différents moteurs de recherches sont classés en deux grands groupes d’algorithmes :

e Les algorithmes de recherches heuristiques

e Les algorithmes de recherches probabilistiques

Dans la catégorie des algorithmes de recherches heuristiques on retrouve les moteurs de recherches
Sequest ou X Itandem ce type d’algorithme travaille sur la corrélation entre un spectre expérimental et un
spectre théorique. Plus la similarité entre les deux spectres est grande et plus le score calculé sera élevé. Ici

il n’est pas tenu compte de l'intensité des fragments obtenus.

Les algorithmes de probabilité tels que MASCOT modélisent la fragmentation et calculent la probabilité
de correspondance avec une séquence donnée. Plus le nombre de fragments théoriques attendus et

correspondant a des pics intenses du spectre est élevé, plus le score est élevé.
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IV MATERIEL ET METHODES

IV.1 Test de coprécipitation
IV.1.1 Matériel chimique
Le peptide amyloide béta 1-42 de séquence :

DEAFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

a été synthétisé suivant le protocole décrit par Palotas (Palotas et al. 2002) en Hongtie dans le laboratoire
du département de chimie médicale a 'Université de Szeged. Le peptide une fois synthétisé a été purifié
puis lyophilisé a partir d’une solution aqueuse. Cette étape est nécessaire pour le maintien de la forme
protofibrillaire du peptide. Pour éviter toute dégradation du peptide une conservation a -80°C est

nécessaire jusqu'a 'utilisation du peptide.

Afin d’obtenir la forme fibrillaire du peptide AB, il est incubé dans de I'eau pendant 48h a 37°C a une

concentration de 66 uM.

Afin de déterminer les protéines liées spécifiquement a ’AB, nous avons utilisé comme témoin négatif la
béta-cristalline. Cette protéine a la particulatité de former des fibrilles similaites aux fibrilles d’amyloides.
Pour obtenir ces fibrilles, 200 uM de B-cristalline (Sigma, St Louis, MO, USA) sont incubés 48 heures a
37°C (Mechan et al. 2004)

IV.1.2 Matériel biologique
IV.1.2.1 Rats

L’ensemble des expériences réalisées sur les rats est conforme a la législation établie par le ministere de

Pagriculture. (Agrément 31-242)

Les 6 expériences faites chez le rat ont été réalisées avec des rats Sprague Dawley males pesant entre 230
et 260 grammes achetés chez Janvier (Le Genest Saint Isle, France). Les rats sont au nombre de 2 par
cages dans une piece thermo régulée a 24 °C avec un cycle lumineux de 12 heures. Ces animaux sont
nourtis et abreuvés ad fbitum. La période d’adaptation a I'environnement est de 2 semaines ce qui est

suffisant pour éviter tout traumatisme de ’animal.
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IV.1.2.2 Sacrifice

L’ensemble des sacrifices a été réalisé sous anesthésie, chaque rat est profondément anesthésié par
injection de pentoatbital (60mg/kg) (Ceva Santé Animale, Libourne, France). Afin d’éviter tout

traumatisme chaque rat a été anesthésié individuellement a ’abri des autres rats.

Le sacrifice est réalisé par décapitation, ce qui nous permet de récupérer rapidement chaque cerveau et les

stocker dans la glace afin d’éviter toute dégradation protéique.

IV.1.2.3 Purification des synaptosomes.

Les synaptosomes sont purifiés a partir des cerveaux entiers de rats selon le protocole établi par Fabian et
al. 2002. Immédiatement apres le sacrifice, chaque cerveau est prélevé et broyé a l'aide d’une sonde en

présence de 15 mL d’une solution contenant 5mM de Tris HCI, 50u CaCl,, 0,5 mM DTT a pH 74.

Chaque broyat traité en parallele est centrifugé a 1000 g pendant 10 minutes afin d’éliminer les gros débris
cellulaires. Les culots sont resuspendus dans 3 ml de sucrose a 10% et centrifugé pendant 12 000 g

pendant 20 minutes.

Nous éliminons le surnageant pour ensuite resuspendre le culot dans 3 ml de sucrose a 10% suivi d’'une
centrifugation de 25 minutes a 20 000g. Apres centrifugation le surnageant est une nouvelle fois éliminé le
culot est une nouvelle fois resuspendu dans 3 ml de sucrose a 10 % et centrifugé 14 000 g pendant 20

minutes. Cette étape a été répété deux fois afin de laver le culot et d’obtenir uniquement les cellules.

Les différents culots issus des centrifugations successives sont resuspendus dans 3 ml de tampon de lyse

contenant 5 mM de Tris HCI, 50 uM CaCl, pH 8,1 et incubé pendant 30 minutes dans la glace.

Cette lyse est suivie d’une ultracentrifugation en gradient de sucrose 10%, 28,5 %, 34% a 128 000g

pendant 2 heures.

La fraction de synaptosomes est récupérée a interface 28,5/34%. Cette fraction est ensuite diluée trois
fois dans un volume final de 9 ml dans 50 mM de Tris HCL, pH 7,4 et centrifugée pendant 1 heure a
128 000 g.

IV.1.2.4 Test de Co- précipitation

Apres la centrifugation d’une heure a 128 000 g, une fois le culot de synaptosomes récupéré, les protéines
sont extraites par une incubation avec 2 ml de Triton 1% X-100 dans du tampon phosphate pH 6,8
comprenant des anti-protéases qui empéchent la dégradation des protéines. Celui-ci est ensuite centrifugé

2 16 000 g pendant 30 minutes a 4°C

Le surnageant comprenant les protéines solubles des synaptosomes sont incubées en présence d’Af

fibrillaire ou de B-cristalline 4 une concentration finale de 20uM durant la nuit.
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Une fois I'incubation réalisée les échantillons sont centrifugés a 16 000 g pendant 10 minutes et lavés 2
fois avec 20mM d’HEPES afin d’éliminer les protéines n’ayant pas co-précipité avec les protéines
fibrillaires. Les culots protéiques sont resuspendus dans 1% d’azide de sodium et conservés a -80°C

jusqu’a utilisation.

IV.2 Identification des protéines
IV.2.1 Réduction et alkylation

Afin de réduire les différentes protéines pour que 'ensemble des sites de digestion soient accessibles, nous
avons ajouté a notre échantillon protéique 10 mM de DTT dans 50 mM de bicarbonate d’ammonium
aqueux, le mélange est ensuite placé a 56°C pendant 30 minutes sous agitation. Cette réaction permet de

réduire les ponts disulfures essentiels au maintien des structures tridimensionnelles des protéines.

Apres réduction des ponts disulfures, les différentes protéines sont alkylées grice a une solution
d’iodoacétamide a 55 mM dans 50 mM de bicarbonate d’ammonium. Cette alkylation permet d’empécher
la reformation des ponts disulfure en bloquant les cystéines portant les groupements —SH par les

molécules d’iodoacétamide.
Vingt minutes dans 'obscurité sont nécessaires pour le bon fonctionnement de la réaction.

IV.2.2 Digestion enzymatique

L’enzyme la plus généralement utilisée en protéomique est la trypsine car elle permet d’obtenir des

fragments de tailles comprises entre 600 et 5000 Da compatibles avec une analyse en LC-MS/MS

La trypsine clive les protéines a Pextrémité carboxy-terminale des acides aminés, lysine et arginine sauf s’ils

sont suivis d’'une proline.

Au laboratoite nous utilisons la trypsine Roche (Trypsin, modified, Sequencing Grade, 1141825001) cette
trypsine est d’abord resuspendue en reprenant 25 pg de trypsine dans 250 pl de TFA 0,1% suivi d’une

sonication de 10 minutes.

Cette solution est ensuite préparée a 50ng/ul. pour réaliser la digestion, 20 mM de bicarbonate
d’ammonium, 0,04% CaCl2. Cette solution est préparée quelques instants avant la digestion et placée a

4°C pour éviter toute autolyse prématurée de la trypsine.

La digestion est réalisée pendant une nuit a 37°C, le lendemain 15 pl d’acide formique a 10% sont ajoutés

pour arréter la réaction.
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IV.3 Les différents types d’échantillons utilisés lors de nos études.

Plusieurs échantillons provenant de différents organismes ont été utilisés lors de nos différentes études.

Voici une breve description de chacun de ces échantillons ainsi que leur utilisation.

IV.3.1 Echantillon Alzheimer

Une fois la digestion réalisée, chaque échantillon est stocké 4 -80°C, en attendant I"analyse en LC-MS/MS.

L’ensemble des échantillons est traité en parallele, 6ul sont injectés pour chaque analyse.

IV.3.2 Echantillon Standard

Pour le contréle de nos analyses LC-ESI-FTICR ainsi que la mise au point des couplages LC-MALDI-
TOF/TOF et LC-MALDI LIT-Orbitrap, nous avons utilisé un mélange commercial de protéines standard
digéré par la trypsine

La mise au point des analyses en LC-MALDI TOF/TOF et LC MALDI LIT-Otbitrap, a été réalisée avec
un mélange standard de protéines digérées par la trypsine (référence LCP 161088, Dionex, Pays-Bas)

comprenant 6 protéines de poids moléculaires compris entre 11 et 135 kDa :

e Cytochrome C Bovin 11 kDa

e Lysozyme Poulet 14 kDa

e Alcool déshydrogénase Escherichia Coli 37 kDa

e Albumine de sérum bovin 69 kDa

e Serrotransferrine bovine 78 kDa

e B-Galactosidase 135 kDa
Afin de valider toutes nos analyses, nous utilisons au laboratoire une concentration de 20 fmol/pL de LCP
soit une injecdon de 2ul d’une solution a 10 fmol/ul.. L’analyse réguliere de ce mélange a cette

concentration nous permet de vérifier la qualité de notre systéme analytique.

IV.3.3 Comparaison LC MALDI versus LC ESI
IV.3.3.1 Mélange Escherichia Coli

A partir d’'une culture bactérienne de 48h d’Escherichia coli nous avons pu obtenir apres dilution 150 fmol

d’extrait brut que nous avons digéré a la trypsine afin d’obtenir un mélange complexe de peptides.

Ce mélange nous permettra d’étudier la complémentarité entre I'ionisation ESI et 'ionisation MALDI.
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IV.3.3.2 Echantillon Stratum Corneum

Dans le cadre d’analyses communes avec le Docteur Anne-Marie Hesse. Nous avons utilisé des
échantillons de stratum comenm plantaire (SCP) (cotne de pied) afin d’étudier la complémentarité

ESI/MALDI en utilisant la chromatographie bidimensionnelle.

Les échantillons de stratum cornenm plantaire sont obtenus en suivant le protocole de Guerrin (Guerrin et

al. 1998)

IV.3.4 Mise au point du MALDI Otrbitrap.
IV.3.4.1 Echantillons de colza

Afin de mettre au point les différents parametres du MALDI LIT-Orbitrap nous avons utilisé le mélange
de protéines LCP (défini plus haut) ainsi qu’un échantillon de colza issu d’une collaboration sur la

plateforme de ’ESPCI.

IV.3.5 Comparaison LC MALDI TOF/TOF versus LC MALDI LIT-Orbitrap
IV.3.5.1 Biopsie Pulmonaire

Pour réaliser la comparaison entre le MALDI TOF/TOF et le MALDI LIT-Otbitrap nous avons utilisé

des échantillons extraits de biopsies de poumons de patients atteints d’amylose.

Aprés une premiere analyse en LC-LIT-FTICR permettant I'identification des protéines d’intérét nous
avons pu utiliser 'excés pour notre étude. L’analyse de ces échantillons avec ces deux machines est un

moyen supplémentaire d’obtenir des informations de séquence.

Les différentes biopsies sont broyées a I'aide d’une sonde a ultrasons. Une fois broyé I’échantillon est

digéré par la trypsine et analysé en LC-MS/MS.

IV.4 Chromatographie liquide mono dimensionnelle a polarité de phase

inversée

IV.4.1 Chromatographie Liquide par phase inverse couplée au systéme nanoESI-LIT-
FTICR

Les différents solvants utilisés pour la phase mobile de la chromatographie monodimensionnelle

contiennent de I'eau (H20), de 'acétonitrile (ACN) et de I’acide formique (AF).

L’ensemble des analyses a été réalisé sur un systeme chromatographique Ultimate U3000 (Dionex)
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Apres passage dans la boucle d’injection les peptides sont chargés sur une précolonne C18 (C18
PepMap100, 5um, 100 A, 300 um de diamétre interne et 5 mm de longueur, (Dionex) ce qui permet leur
dessalage et leur concentration dans le solvant A (H20/ACN/AF, 98/2/0,1, v/v/v) au débit de 15pL/
min pendant 5 minutes. Une fois cette étape réalisée, les peptides sont élués vers la colonne analytique
C18 a polarité de phase inversé (RP) au débit de 220 nl./min (C18 PepMap100, 3um, 100 A, 75 um de

diametre interne et 15 cm de longueur, (Dionex).

IV.4.2 Chromatographie Liquide par phase inverse couplée au syst¢tme Probot MALDI-
TOF/TOF

Pour les études RPLC MALDI TOF-TOF, les analyses sont réalisées avec un systeme chromatographique
Ultimate U3000 (Dionex) couplé au systeme de microcollecte Probot (Dionex). Les peptides chargés sur
la précolonne de type C18 (C18 PepMap100, 5um, 100 A, 300 um de diamétre interne et 5 mm de
longueur, Dionex,) sont dessalés et concentrés pendant 5 minutes au débit de 20 pL/min dans un solvant
A comprenant 98% d’eau, 2% d’acétonitrile et 0,1% de TFA. Une fois les 5 minutes écoulées, les
échantillons sont élués vers la colonne analytique de type C18 a polarité de phase inversée au débit de 220

nl./min. La séparation des peptides suit le gradient suivant :

e 0% 2450 % de solvant B (ACN/H,O/AF, 90/10/0,1, v/v/v) pendant 35 minutes
e 100 % B pendant 15 minutes correspondant au palier isocratique.
e 100% A (H0/ACN/AF, 98/2/0,1, v/v/v) pendant 15 minutes permettant le rééquilibrage de la

colonne.

IV.4.3 Chromatographie Liquide bidimensionnelle off line

L'utilisation de la chromatographie bidimensionnelle nous a permis d’étudier la complémentarité
ESI/MALDI avec un nombre de peptides plus important. Pour cela les peptides digérés sont dans un
premier temps retenus sur une colonne capillaire de type SCX (Strong Cation Exchange ou Echange de

cation BioBasic SCX 5 um, 300 A, 320 di et 15 cm de long, ThermoFisher Scientific).
La premiére dimension est réalisée en deux étapes.
Une premiére étape de rétention des peptides en condition saline avec les tampons suivants :

e 90% Tampon A’ ACN/HO/AF, 5/95/0.1,v/v/v
e 10% Tampon B’ 100mM formiate d’'ammonium, tamponé a pH=2.5 par du TFA, 25% ACN
Une deuxi¢me étape de séparation des peptides avec un gradient linéaire de 20% a 70% de solvant B

pendant 12 minutes avec un débit de 4ul./min. Le gradient est suivi d’un palier de 15 minutes 2 100% B.

Les peptides issus de la séparation sont collectés automatiquement dans une plaque multi-puits toutes les

60 secondes, 'excés d’acétonitrile est évaporé avec une centrifugeuse sous vide équipée d’un systéme de
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chauffage. Les fractions collectées et séchées sont reprises dans 10 pL de tampon A (H20/ACN/AF,
98/2/0,1,v/v/v).

Chaque fraction est injectée dans le systtme chromatographique RP correspondant a la deuxieme
dimension. L’éluat chromatographique de la deuxiéme dimension est collecté sur une plaque MALDI-

TOF/TOF avec le Probot.

IV.5 Collecte de I’éluit chromatographique sur plaque MALDI TOF/TOF

L’éluat est déposé sur une plaque MALDI vierge grice au collecteur de microfractions Probot (Dionex).
Les peptides élués au débit de 0.220 pL/min sont mélangés a la matrice au débit de 0.442 pl./min afin

d’obtenit un rapport éluit/matrice de ¥z et un débit total de 0.662 pL/min.

La matrice utilisée est la CHCA (acide a-cyano-4-hydroxy cinnamique) (LaserBio Labs, Sophia Antipolis,
France) 2 5 mg/ml dans 60% d’acétonitrile, 0,1 TFA et 10% de citrate d’ammonium. La collecte des
dépots débute 15 minutes apres la fin du dessalage des peptides et dure 40 minutes. La fréquence de
dépots est de 10 secondes ce qui permet d’obtenir un échantillonnage de 6 dépots par minute. La taille des
dépots ainsi que leur volume permet de déposer un total de 2880 spots sur une seule plaque MALDI pour

le MALDI-TOF/TOF. Nous reviendrons sur Poptimisation des dépdts sur plaque MALDI.

IV.5.1 Collecte de I’¢luit chromatographique sur plaque MALDI LIT-Orbitrap

Le logiciel d’analyse du MALDI LIT-Orbitrap ne permettant pas de modifier les plans de plaque nous
n’avons pas pu adapter le schéma de plaque du TOF/TOF.

La limite de 1536 spots par plaque nous permet de déposer uniquement 6 échantillons différents.

Afin de déposer plus d’échantillons nous devons doubler le temps de collecte pat spots afin de doubler le

nombre de spots collectés.

IV.6 Spectrométrie de masse
IV.6.1 Spectrométre de masse nanoESI-LIT-FTICR

L’analyse des peptides élués est réalisé en lighe avec un spectromeétre de masse de type hybride LIT-
FTICR (Thermo Scientific, CA, USA) équipé d’un systeme nanospray. L’ensemble des analyses est réalisé
en mode positif sur la gamme de masse 450-2000 Th en mode MS. La stratégie d’analyse utilisée est la
suivante : une analyse MS en full scan réalisée dans la cellule ICR (analyseur a résonance cyclotronique
d'ion) avec une résolution de 60 000. Les sept peptides les plus intenses (minimum deux fois chargés)
sont ensuite fragmentés dans le LTQ (Trappe ionique). La fenétre de sélection autour du peptide d’intérét

est de 2 m/z, énergie de collision appliquée dans la trappe est de 35%.
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IV.6.2 Spectromeétre de masse nano ESI-QqTOF

Les peptides élués en sortie de chromatographie monodimensionnelle sont détectés sur un spectrometre

de masse de type hybride QqTOF (QTof2, Micromass Waters).

Ce spectrometre de masse équipé d’une source nanospray (New Objective, Etats-Unis) permettant un

couplage direct avec le systéme chromatographique U3000 (Dionex).

L’analyse MS des peptides est réalisée en mode positif sur une gamme de masse de 400 a 1300 Th.
L’analyse MS/MS est réalisée avec les 3 peptides les plus intenses portant 2 ou 3 chatrges positives sur une

gamme de masse 50-2600 Th

IV.6.3 Spectrométre de masse MALDI-TOF/TOF

Une fois la collecte des fractions sur la plaque MALDI réalisée, les dépots correspondant aux différents
chromatogrammes sont analysés sur un spectrométre de masse MALDI-TOF/TOF 4800 (Applera
Applied Biosystems, Framingham, MA). Les analyses MS sont réalisées en mode réflectron positif sur une
gamme de masse de 700 a 4000 Da avec une intensité du laser de 2250 pour 1600 tirs cumulés. La liste
des précurseurs pour I'analyse MS/MS est générée automatiquement par le logiciel du constructeur selon
les paramétres suivants : 7 précurseurs maximum par spot; tappott signal/bruit minimum 40 ; tolérance
de masse des précurseurs entre les spots = 100 ppm ; exclusion dynamique entre deux précurseurs 2
spots. Les données MS/MS sont acquises en utilisant ’air comme gaz de collision avec une énergie de

2keV et une intensité de laser de 3500 avec 2500 tirs cumulés.

L’étalonnage est obtenu en réalisant une calibration externe, réalisée avec les 8 spots présents autour de la
plaque MALDI permettant une calibration de la masse mais également une calibration de la linéarité de la
plaque MALDI ce qui permet d’obtenir une calibration homogene tout autour de la plaque sans obtenir de
déviation entre les différentes extrémités. Le calibrant utilisé est composé d’un mélange de quatre peptides
standard comprenant le fragment 1-5 de la bradykinine (573,315 Da), 'angiotensine humaine II (1046,542
Da), la neurotensine (1672,918 Da), le fragment 18-39 de PACTH (2465,199 Da) et la Chaine B de
I'insuline (3494,651 Da) (Proteomix Peptide calibration Mix 4, LaserBio Labs, Sophia Antipolis, France).

IV.6.4 Spectrométre de masse MALDI Orbitrap

Une fois la collecte des fractions sur la plaque MALDI réalisée, les différents dépots sont analysés par un

spectrometre de masse hybride MALDI LIT-Otbitrap (Thermo Scientific).

Les analyses MS sont réalisées en mode positif dans 'Orbitrap avec une résolution de 60 000 sur une
gamme de masse comprise entre 815 et 4000 Da avec une énergie de laser de 20 pJ et 5 microscans. Le
mode de détection utilisé est le CPS pour Crystal Positioning System permettant une détection

automatique des cristaux de matrice. Le filtrage automatique des spectres (ASF) permettant d’acquérir les
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spectres qui possédent des intensités supérieures a une certaine valeur n’a pas été utilisé. Le remplissage

automatique de la trappe est activé (AGC).

L’analyse MS/MS est réalisée dans la trappe linéaire (LTQ), I’énergie du laser reste identique (20u]), le
nombre de microscans nécessaire pour obtenir une fragmentation de qualité est de 40, La fenétre de
sélection dans le LTQ est de 2 m/z Iénergie de collision nécessaite 4 la fragmentation des peptides est de

40%

La calibration de masse est réalisée en externe avec un mélange de peptides standards comprenant MRFA
(524.27 Da), le fragment 1-7 de la Bradykinine (757,40 Da), la Bradykinine (1060,57 Da), I’Angiotensine 1
(1296,69 Da), la Neurotensine (1672,92 Da) Renine (1758,93 Da), le fragment 1-16 de PACTH (1936,99
Da), la Melittine (2845,75 Da) et le fragment 7-38 de PACTH (3657.93 Da) (MSCAILA4 Sigma Aldrich St
Louis MO USA).

Ces différents peptides permettent a la fois de réaliser la calibration de la gamme de masse normale 150-

2000 Da mais également de la gamme de masse supérieure 200-4000 Da.

IV.7 Recherche dans les banques de données
IV.7.1 Paramétrage des recherches

Pour I’ensemble des échantillons analysés en spectrométrie de masse, les recherches sont réalisées avec le
logiciel de recherche Mascot 2.3 (MatrixScience, Londres, UK) contre la banque de données Swissprot

(version Juillet 2011)

Pour les recherches des analyses réalisées sur les spectrometres de masse de type LIT-FTICR, LIT-
Orbitrap et QqTof sont réalisées avec l'utilitaire Mascot Daemon en utilisant les serveurs Mascot, pour les
recherches des analyses MALDI-TOF/TOF nous avons utilisé le logiciel ProteinPilot, ce logiciel utlise
également l'algorithme de recherche Mascot. Les parametres de tolérance de masse MS et MS/MS pour

I’ensemble des spectrometres de masse utilisés au laboratoire sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Tableau de tolérance de masse pour les différents spectrometres de masse utilisés au laboratoire

Spectromeétre de masse utilisé Tolérance MS | Tolérance MS/MS
ESI-LIT-FTICTR 10 ppm 0.6 Da
ESI-QqTOF 0.3 Da 0.3 Da
MALDI-LIT-Orbitrap 10 ppm 0.6 Da
MALDI-TOF/TOF 75 ppm 0.3 Da
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IV.7.1.1 Echantillon Standard

Pour les échantillons standards les recherches sont réalisées avec lutilitaire Mascot Daemon avec les
parametres de tolérance de masse décrits ci-dessus. Les recherches sont effectuées avec une digestion a la
trypsine avec un maximum de 2 misscleavage. Les modifications biochimiques devant étre appliquées a la
suite de la réduction et de I'alkylation des protéines sont la carboxyméthylation des cystéines et 'oxydation
des méthionines. Aucune taxonomie n’a ¢été choisie sachant que les protéines du mélange standard

proviennent de plusieurs organismes.

IV.7.1.2 Echantillons Alzheimer

Pour les échantillons Alzheimer les recherches sont réalisées avec l'utilitaire Mascot Daemon avec les
parametres de tolérance de masse décrits ci-dessus. Les recherches sont effectuées avec 'organisme Rattus
avec une digestion a la trypsine avec un maximum de 2 misscleavage. Les modifications biochimiques
pouvant étre appliquées a la suite de la réduction et de lalkylation des protéines sont la
carbamidométhylation des cystéines et 'oxydation des méthionines. A ces modifications nous pouvons

également ajouter N-acétylation des protéines ; Pyroglutamate Gln.

1V.7.1.3 Echantillons Escherichia coli

Pour les échantillons issus de la digestion des extraits bruts d’E.co/i les recherches sont réalisées avec
Putilitaire Mascot Daemon avec les parametres de tolérance de masse décrits ci-dessus. Les recherches
sont effectuées avec 'organisme Escherichia coli avec une digestion a la trypsine avec un maximum de 2
erreurs de lyses. Les modifications biochimiques pouvant étre appliqués a la suite de la réduction et de

l'alkylation des protéines sont la carbamidométhylation des cystéines et 'oxydation des méthionines.

IV.7.1.4 Echantillons Strarum Corneum Plantaire (SCP)

Pour les échantillons issus de la digestion des extraits de stratum corneum plantaire les recherches sont
réalisées avec l'utilitaire Mascot Daemon avec les parameétres de tolérance de masse décrits ci-dessus. Les
recherches sont effectuées avec I'organisme Humain avec une digestion a la trypsine avec un maximum de
2 misscleavage. Les modifications biochimiques pouvant étre appliqués a la suite de la réduction et de

lalkylation des protéines sont la carbamidométhylation des cystéines et 'oxydation des méthionines.

IV.7.1.5 Echantillons de biopsie pulmonaire

Pour les échantillons issus de la digestion des extraits de biopsie pulmonaire les recherches sont réalisées
avec l'utilitaire Mascot Daemon avec les parametres de tolérance de masse décrits ci-dessus. Les
recherches sont effectuées avec 'organisme Humain avec une digestion a la trypsine avec un maximum de
2 erreurs de lyses. Les modifications biochimiques pouvant étre appliqués a la suite de la réduction et de

'alkylation des protéines sont la carbamidométhylation des cystéines et 'oxydation des méthionines.
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IV.7.2 Validation des protéines.

Afin d’obtenir la meilleure identification chaque échantillon passé en spectrométrie de masse est analysé

trois fois pour obtenir la meilleur couverture de séquence possible mais également éviter les faux positifs.

La validation de I'identification des protéines est régie par les régles du laboratoire. Chaque protéine est
validée si elle possede un minimum de 2 peptides avec un score de 30. Cette régle est valable pour
I’ensemble des analyses réalisées au laboratoire. Ce type de validation nous permet d’identifier les protéines

de facon relativement fiable.

IV.8 Recherche des partenaires du peptide AB par LC-MS/MS
IV.8.1 Stratégie expérimentale

Comme évoqué dans notre introduction, la forme fibrillaire de ’Amyloide-8 (AB) joue un réle central

pour la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la neuro-dégénerescence de la

maladie d’Alzheimer.

Le but de nos travaux est d’établir une cartographie des partenaires protéiques de I’Af sous ses différentes
formes (monomere, oligomeére, fibrillaire ou plaque d’agrégats extracellulaire). Pour cela nous avons tout
d’abord établi une stratégie expérimentale. Dans le cadre de cette étude nous nous sommes plus
particulierement intéressés a la validation de cette approche grice a une comparaison des partenaires
protéiques d’amas fibrillaires de I’AB avec pour controle les agrégats de B-cristalline. Nous avons ensuite
mis en évidence les limites de cette premiére stratégie et nous nous sommes attachés a montrer comment

compléter les informations obtenues en modifiant notre approche.

Afin d’étudier les différents partenaires de la forme fibrillaire de I’Amyloide-B AB 1-42, nous avons suivi
une stratégie basée sur 'analyse LC-MS/MS des protéines précipitées avec VAP 1-42 (Verdier et al. 2005).
Cette stratégie d’analyse avait précédemment permis d’identifier 40 protéines spécifiquement en
association avec la forme A fibrillaire. Cette premiere liste de protéines proposait des candidats pouvant
étre impliqués dans les interactions avec AB dans le cadre de la maladie d’Alzheimer. Grace aux différentes
avancées technologiques en protéomique il a été possible de reprendre et compléter cette liste. Le montée
en sensibilité et en tésolution de la spectrométrie de masse, associée aux développements
méthodologiques réalisés au cours de cette étude, nous ont permis de compléter et de confronter nos
identifications a la liste de référence publiée dans les travaux précédents. De nouveaux candidats ont été
identifiés et ont fait I'objet d’'une étude bibliographique plus détaillée afin de recouper I'identification

directe de ces partenaires par une approche protéomique en bottom-up avec les données de la littérature.

Pour identifier les différents partenaires de I’AB 1-42 nous avons utilisé les synaptosomes issus de

différents cerveaux de rats comme modele biologique. Comme indiqué dans I'introduction, nous avons
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utilisé un test de co-précipitation entre des fibrilles d’A@ 1-42 synthétique et des protéines extraites de
synaptosomes de rats (Lorenzo et al. 2000, Verdier et al. 2005). Un des avantages de ce modéle est qu’il
permet de travailler sur une séquence d’Af connue, sous un état d’agrégation validé. Elles ont fait 'objet
de nombreuses études pour comprendre les différents mécanismes du cerveau (Verdier et al. 2005 ; Bai et

al. 2007).

Enfin, contrairement a I'expérience de 2005 ou 4 cerveaux de rats avaient été utilisés en une unique
expérience pour réaliser 'identification des protéines associées aux formes fibrillaires d’Af 1-42, nous
avons décidé d’utiliser un seul individu par expérience afin de prendre en compte les variations inter-
individu et de tenir compte des problémes de statistique pouvant perturber l'identification et ’étude des
résultats obtenus. Ceci a été rendu possible grace a la sensibilité accrue des analyses lots de cette étude.
Au-dela de I'aspect reproductibilité biologique (6 rats ont été étudiés séparément) nous avons de surcroit
travaillé sur des triplicatas techniques, chaque rat ayant été évalué pour lidentification des protéines

associées a des fibrilles de B-cristalline versus des fibrilles I’AB 1-42 agrégés.

Pour obtenir ces cellules, différentes centrifugations successives du tissu nerveux sont réalisées, les cellules
obtenues sont incubées en présence de fibrilles d’amyloide-$ 1-42 et de B-cristalline, un « homologue

structural » qui est notre témoin négatif (Ecroyd and Carver 2009).

Apres une incubation de 12 heures, les fibrilles sont précipitées et les protéines en association vont co-
précipiter. L’ensemble de ces protéines sera ensuite traité pour étre analysé en protéomique via une

approche bottom-up en LC-MS/MS.
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Figure 33 : Stratégie expérimentale suivie pour les 6 campagnes

La Figure ci-dessus représente les campagnes d’analyses réellement utiles pour les résultats finaux de
Iétude. La stratégie expérimentale présente de nombreuses étapes. Au total, les différentes mises au point
ainsi que les nombreux essais n’apportant pas de résultats satisfaisants ont nécessité le sacrifice d’une

quinzaine de rats, soit 9 rats supplémentaires, ce qui a rendu I’étude particulierement longue.

A travers chacune de ces étapes il est important de prendre plusieurs précautions permettant d’éviter la

contamination ou la perte de I’échantillon.

1. Le sacrifice et la récupération des cerveaux : Afin d’éviter toute contamination protéique il est

nécessaire de sacrifier 'animal dans une zone décontaminée et propre au sens protéomique
(exempte de la présence de protéines standard en grande quantité comme la BSA ou la caséine) et
d’utiliser des outils n’étant pas en contact avec des poils ou avec un autre animal (kératines). Lors
de la récupération du cerveau il est conseillé de laver le cerveau avec du PBS afin de décontaminer

le cerveau de toute kératine.

2. Centrifugations : Comme pout toute centrifugation il est important au moment des différents

lavages de vérifier la présence d’un culot.
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3. Gradient de sucrose : Il s’agit de I’étape cruciale de notre stratégie d’analyse, en effet elle nous

permet de récupérer les synaptosomes pour notre étude. Une imprécision dans le gradient de

sucrose peut en effet entrainer la perte de notre échantillon.

IV.8.2 Analyse LC-MS/MS

Apres digestion, ensemble des peptides protéolytiques est analysé par couplage nanol.C MS/MS. La
séparation chromatographique tient un role extrémement important dans le cadre de ’analyse. En effet la
séparation des peptides par chromatographie doit permettre de réaliser une détection sensible (bon
rapport signal sur bruit), de séparer au mieux les espéces peptidiques, tout en restant compatible avec la
rapidité de balayage du spectromeétre. Le choix des solvants, la pente des gradients, le temps de séparation,
etc. sont des parametres cruciaux. Nous verrons que le mode d’ionisation peut étre déterminant pour la
détection d’une espece, mais dans cette premiere partie nous nous somme limités au mode d’ionisation en

nanoESI.

Nous nous sommes intéressés notamment a la pente du gradient c'est-a-dire a la durée de séparation. Les
gradients classiques pour les mélanges peu complexes utilisés en couplage avec un appareil du type LTQ-
FT durent au laboratoire environ une heure, ce qui permet d’obtenir un compromis intéressant pour une

séparation a la fois rapide et efficace.

Cependant nos études au laboratoire montrent que 'utilisation de gradients plus long dans le temps et
pouvant durer jusqu'a 15 heures permettait d’obtenir des résultats supérieurs a un gradient classique et

comparables a une séparation réalisée en chromatographie bidimensionnelle (Hesse 2009).
Avant tout il s’agit dans ce cas de considérer divers facteurs :

e Le temps de séparation et le temps d’analyse nécessaire : en effet optimisation doit permettre de
proposer des conditions expérimentales réalistes dans le cadre de notre étude. Avec un gradient
de 15 heures, chaque échantillon nécessite une semaine d’analyse (étalonnage et
reconditionnement de la colonne nécessaires), soit deux semaines par animal étudié. Se posent
alors des problemes de stabilité et de conservation des échantillons. Ce point va en faveur d’un
gradient court

e Le temps de séparation et la capacité de pics du spectrométre de masse théorique : en effet le
spectrometre de masse travaille avec une fréquence d’échantillonnage limitante, puisque chaque
espéce est sélectionnée séquentiellement. La co-élution ou la quasi co-élution de plusieurs espéces
aboutit nécessairement a une sélection incompléte et non reproductible de toutes les espéces
présentes. Cette fréquence d’analyse va de plus chuter lorsque les especes sont faiblement
abondantes. Ce point va en faveur d’un gradient long.
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La pente du gradient et le pouvoir résolutif : D’apres la formule de Purnell, la résolution R de

deux especes A et B est donnée par

11-1 1
1 = —1 1

1
4 1 1+1]

111,

Ou o est le facteur de séparation des especes A et B dans le systeme chromatographique
considéré (sélectivité), k’s est le facteur de rétention de I'espece B (facteur de capacité), N est le
nombre de plateaux théorique de la colonne (efficacité). Diminuer la pente du gradient va
augmenter le temps de rétention et le facteur de rétention, et le terme en ks va tendre vers 1
asymptotiquement. Améliorer la résolution se fera donc plutdt en jouant sur Pefficacité de la
colonne et en adaptant les natures des phases stationnaires et des phases mobiles mises en jeu. Ce
point n’est pas en faveur de I'allongement des gradients indépendamment de la colonne (nature et
type de phase)

Le temps de rétention et le rapport signal sur bruit : A efficacité et sélectivité données, R atteint
un plateau puis évolue peu. D’apres la formule de Purcell. Par définition du pouvoir de résolution

111:(1) - 11:(1)1
1

1 =

Ou t'ya) et t'ym) sont les temps de rétentions relatifs des espéces A et B respectivement.et wa est la
largeur de pic a la base des especes A et B. Si R tend une constante alors si la différence entre les
temps de rétention augmente, la largeur de pic » augmente aussi. La quantité d’analyte étant
constante, I’air du pic est constante, donc si la largeur augmente, I'intensité a ’apex du pic diminue
et donc lintensité et le rapport signal sur bruit a apex diminue quelle que soit le mode de
détection. Ce point va en faveur d’un gradient court

La robustesse d’identification et la qualité des spectres : la qualité spectrale d’un enregistrement en
mode MS et par effet induit en mode MS/MS dépend de Pintensité du signal. De surcroit,
certaines especes ne seront plus détectées au dessus du seuil de déclenchement de I'analyse en
mode MS/MS. Enfin lorsque le rapport signal sut bruit diminue une recherche manuelle des pics
d’intérét sera elle-méme infructueuse. En revanche la coexistence d’especes non résolues au
moment de I'élution pose aussi un certain nombre de problémes, puisque que seule une espece
pourra étre sélectionnée 4 la fois pour le mode MS/MS, et que Ilonisation simultanée d’espéce de
caractéristiques physico-chimiques différentes souffre d’effets de suppression au détriment des

espéces moins facilement ionisées.

I faut donc finement ajuster la durée de séparation afin de définir un compromis entre ces différents

points. Au laboratoire nous avons évalué leur influence sur un ensemble de protéines standard digérées et

nous avons ensuite extrapolé nos résultats a la complexité de notre échantillon. Cette étude ne faisant pas

partie en propre du cadre de cette these, elle n’est pas détaillée ici. Dans le cadre de cette étude la durée

totale de séparation a été fixée a 4 heures
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L’optimisation a été validée par I’étude du nombre de protéines identifiées. La Figure 34 représente
I’évolution entre le point initial et le résultat en fin d’optimisation sur une séparation monodimensionnelle
en nanoL.C couplée 2 un appareil de type nanoESI LIT-FTICR et travaillant en mode nanoL.C MS/MS
automatique, tous les parametres de traitement de données étant égaux. Ces chiffres sont réalisés a partir
d’une analyse en triplicata sur un échantillon de protéines synaptosomales coprécipitées en présence d’Af

1-42.

17 protéines
gradient 1 heure

Figure 34 : Nombre de protéines identifiées en fonction de la durée de gradient d’acétonitrile utilisé. Le diagramme
de Venn montre que 85% des protéines sont identifiées exclusivement en gradient long, 4% sont uniquement
identifiées en gradient court.

Nous pouvons observer a la suite de ces analyses que le gradient long permet d’obtenir une couverture du
protéome de cet échantillon plus importante que le gradient court comme attendu. Ainsi sur les 306
protéines identifiées au total, 233 sont exclusivement identifiées avec le gradient long, 56 protéines sont
identifiées en commun avec les deux gradients et de fagon un peu surprenante 17 protéines sont
identifiées uniquement avec le gradient court. Il faut noter que ces protéines identifiées en gradient court
exclusivement sont des protéines identifiées avec en général uniquement 2 peptides c'est-a-dire avec un
score relativement faible. I’TAnnexe 4 reprend ces protéines en détail. Le score indiqué est le score
Mascot tel que détaillé dans la partie expérimentale. De la méme fagon, si les protéines exclusivement
identifiées avec le gradient long leur score d’identification est compris 70 et 1700 avec un nombre de
séquences identifiées compris 2 et 35. IAnnexe 5 reprend ces protéines en détail. Il est aussi intéressant de
considérer la couverture de séquence des protéines identifiées en commun. Dans I'IAnnexe 5 il est
clairement mis en évidence que la qualité et la robustesse d’identification sont meilleures avec un gradient

long.
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Cecl peut s’expliquer de par la probable complexité du mélange injecté. En effet le nombre élevé de
peptides en sortie de colonne dont de nombreux sont coélués ne peuvent étre analysés simultanément par
le spectrometre de masse. Par ailleurs les temps d’élution plus longs ne nous ont pas permis d’améliorer
notablement la qualité des analyses. C’est pourquoi les compromis de 4 heures de gradient ont été

conservés pour la suite. I’ensemble de nos échantillons a donc été analysée avec le gradient de 4 heures.

Cet effet a été par la suite confirmé indirectement avec ’évolution technologique des spectromeétres de
masse. Le développement de nouvelles configurations permettant de dissocier sélection et fragmentation
du précurseur a permis d’augmenter d’un facteur 4 a 5 (Kocher et al. 2011) le nombre de précurseurs
pouvant étre sélectionnés en un temps donné. Ceci équivaut a réaliser plus rapidement I’analyse par
MS/MS et peut étre comparé A ce que nous obtenons en ralentissant la séparation chromatographique a
fréquence de balayage constante. Dans ce cas aussi une augmentation de la couverture de I'échantillon a

été décrite (Kocher et al. 2011).

Au cours de notre étude il faut de la méme fagon souligner que nous avons modifié notre spectrometre de
masse en augmentant le volume de piégeage utile des ions dans la cellule FTICR. Ceci nous a permis
d’augmenter la sensibilité de la détection des précurseurs en conservant une bonne précision de mesure (1

ppm en routine apres étalonnage, Sppm utiles pour la recherche dans les banques).

IV.8.3 Identification des protéines

Dans le cadre de notre étude nous cherchons a identifier les protéines partenaires de ’A 1-42

Nous avons réalisé nos expériences avec 6 rats. Pour chaque expérience, un témoin négatif (fibrilles de
cristalline) a été utilisé. L’utilisation de ce témoin négatif nous permettra d’identifier les protéines
spécifiques a PAB. Comme illustré dans le schéma de notre stratégie expérimentale en Figure 33, la méme

quantité d’échantillon est utilisée pour les deux expériences Af et B-cristalline

L’analyse des différents échantillons en utilisant les gradients longs de 4 heures nous a permis d’identifier
un total de 518 protéines, identifiées dans au moins un des triplicats. L’ensemble des identifications est

présenté dans le Tableau de 'annexe 4, avec le score et la répétabilité pour chacun des rats.

Ces 518 protéines comprennent les protéines spécifiques a ’AB et les protéines spécifiques a la (-
cristalline. Chacune des protéines identifiées est validée avec un minimum de 2 peptides avec un score de
30. La Figure 35 nous montte la répartition des protéines identifiées en fonction de la présence d’Af ou de
B-cristalline. La classification de ces protéines est reprise dans le tableau de I’Annexe 5. Une protéine est

définie commune si elle est vue au moins une fois dans les échantillons AR et B-cristalline.
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Cristalline
89

Figure 35 : Ensemble des protéines identifiées en association avec AR et B-cristalline au cours de cette étude

La Figure 35 représente la répartition des protéines identifiées dans chacun des cas sans tenir compte du
nombre de rats dans lesquels elles ont été identifiées ni des répétats techniques. Nous pouvons remarquer
232 protéines co-précipitent uniquement en présence d’AB 1-42, alors que 89 sont spécifiques de la 3-

cristalline et 197 sont des protéines en interaction non-spécifique.

Dans une premicre approche, 'ensemble des protéines identifiées a été confronté a la liste des 40

protéines spécifiques décrites en 2005. La comparaison est présentée dans la Tableau 3
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Tableau 3 : Liste des 40 protéines identifiées uniquement en présence d’AB d’apres (Verdier et al. 2005)

PROTEINES | DESCRIPTION ORGANISME AB BC
VATB2_RAT | V-type proton ATPase subunit B, brain isoform Rattus norvegicus X
A4_RAT amyloid béta precursor Rattus norvegicus X
SYN3_RAT Synapsin-3 Rattus norvegicus X
RAC1_RAT Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 Rattus norvegicus X
CNTP1_RAT | Contactin-associated protein 1 Rattus norvegicus X
RP3A_RAT Rabphilin-3A Rattus norvegicus X
CXA1_RAT Gap junction alpha-1 protein Rattus norvegicus X
MAP2_RAT Microtubule-associated protein 2 Rattus norvegicus X
SYN1_RAT Synapsin-1 Rattus norvegicus X X
G3P_RAT Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Rattus norvegicus X X
BSN_RAT Protein bassoon Rattus norvegicus X X
SYN2_RAT Synapsin-2 Rattus norvegicus X X
TBB2B_RAT | Tubulin beta-2B chain Rattus norvegicus X X
MBP_RAT Myelin basic protein S Rattus norvegicus X X
VPP1_RAT V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 Ra#tus norvegicus X X
SRCN1_RAT | SRC kinase signaling inhibitor 1 Rattus norvegicus X X
TBA1_RAT Tubulin alpha-1C chain Rattus norvegicus X X
CN37_RAT 2'3"-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase Rattus norvegicus X X
AT1A3_RAT | Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 Rattus norvegicus X X
EF1A1_RAT | Elongation factor 1-alpha 1 Rattus norvegicus X X
BASP1_RAT Brain acid soluble protein 1 Rattus norvegicus X X
SEPT7_RAT Septin-7 Rattus norvegicus X X
VAMP2_RAT | Vesicle-associated membrane protein 2 Rattus norvegicus X X
COF1_RAT Cofilin-1 Rattus norvegicus X X
SUCA_RAT Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit alpha, mitochondrial Ra#tus norvegicus | X X
ATPA_RAT ATP synthase subunit alpha, mitochondrial Rastus norvegicus X X
PCLO_RAT Protein piccolo Rattus norvegicus X X
SYGP1_RAT | Ras GTPase-activating protein SynGAP Rattus norvegicus X X
ATP5I_RAT ATP synthase subunit e, mitochondrial Rastus norvegicus X X
COX41_RAT | Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial Rattus norvegicus X X
DLG4_RAT | Disks large homolog 4 Rattus norvegicus X X
ERC2_RAT ERC protein 2 Rattus norvegicus X X
Calcium/ calmodulin-dependent protein kinase type II subunit alpha Rastus
KCC2A_RAT | norvegicus X X
[ENOG RAT |Gummwenoluse Rauenomgis | |x |
RIMS1_RAT | Regulating synaptic membrane exocytosis protein 1 Rattus norvegicus
CA2D1_RAT | Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-1 Rattus norvegicus
NTRI_RAT Neurotrimin Rattus norvegicus
FLOT1_RAT | Flotllin-1 Rastus norvegicus
OPCM_RAT | Opioid-binding protein/cell adhesion molecule Rattus norvegicus
CNTN2_RAT | Contactin-2 Rattus norvegicus
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Les premicres et secondes colonnes donnent la référence et la description de la protéine, les troisieme et quattieme
colonnes donnent la localisation obtenue dans notre étude et le score le plus élevé (moyen de cette protéine dans les
échantillons AB et B-cristalline (3C) respectivement. Dans ce tableau sont indiquées les protéines décrites comme
spécifiques des interactions d’AB d’apres (Verdier et al. 2005). Les deux dernieres colonnes indiquent dans quel type
d’échantillon elles ont été identifiées au moins une fois dans cette étude. En fond blanc les protéines spécifiques a AR
dans les deux études, en fond gris clair les protéines non spécifiques tetrouvées aussi dans les échantillons -
cristalline, en fond gris foncé les protéines identifiées uniquement dans les échantillons B-cristalline dans cette étude,
et en fond gris moyen les protéines jamais identifiées dans cette étude.

A la suite de la comparaison réalisée entre nos protéines et les protéines présentées dans la liste de 2005,
nous avons pu identifier 34 protéines sur les 40 protéines appartenant a la liste. Parmi ces 34 protéines
seules 8 sont identifiées comme étant spécifiques et partenaires de ’Af. Les 26 protéines restantes sont

identifiées dans les deux types d’échantillons.

La différence de résultats obtenus entre les deux types d’approches est vraisemblablement due a une
meilleure sensibilité de Iétude actuelle, ce qui permet d’éliminer de nombreux faux négatifs. Nous
pouvons supposer que certaines des protéines décrites a I’époque comme étant partenaires de AR,
pouvaient également montrer une affinité a la cristalline mais n’avaient pu étre détectées. De plus Iétude
publiée en 2005 portait sur une unique préparation réalisée a partir de 4 rats. Ici la préparation a été
réalisée 6 fois avec un individu a la fois. Il faut donc tenir compte de la possibilité d’'un effet inverse de
pondération, qui peut favoriser des especes abondantes dans un échantillon aberrant au détriment

d’especes mineures communes aux autres échantillons proches de la norme.

Afin de tenir compte de cette variabilité biologique nous allons donc considérer séparément les réplicas

biologiques.

Afin d’évaluer la robustesse de nos résultats et de diminuer le nombre de faux positifs nous avons pris en
compte pour chaque protéine le nombre d’identifications en fonction des réplicas biologiques et

techniques. Cette distribution est représentée de fagcon matricielle dans la Figure 36.
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Figure 36 : Représentation matricielle des protéines identifiées en associées 2 A et /ou a la B-cristalline en foncton
du nombre de rats dans lesquels elles sont identifiées

La matrice ci-dessus nous permet d’obtenir une vue globale des différentes protéines identifiées en

fonction du nombre de rats dans lesquels elles ont été identifiées.

Nous avons premic¢rement tenu compte de la variabilité technique et considéré qu’une protéine est

présente si elle est identifiée dans au moins 2 analyses LC-MS/MS sur 3 (cotrespondant aux triplicatas).

Figure 37 : Protéines identifi¢es apres filtrage et présentes dans au moins 2 réplicatas sur 3

Dans la Figure 37, nous avons repris les résultats en ne considérant que les 439 protéines identifiées deux

fois sur les trois replicatas. Le nombre de protéines identifiées chute bien sir en comparaison avec les
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chiffres donnés par la Figure 35: 79 protéines disparaissent. En revanche les scores d’identification
minimum sont plus élevés : score le plus faible de 260 pour les 172 protéines spécifiques dI’AB, de 290

pour les protéines spécifiques de B-cristalline.

Pour évaluer si ces 439 protéines pouvaient étres impliquées dans les mécanismes pathologiques

conduisant a la maladie d’Alzheimer, nous avons réalisé 3 types d’études :

Nous avons cherché lesquelles de ces protéines avaient déja été proposées comme pouvant interagir avec

AR 1-42;
Nous avons réalisé une étude fonctionnelle de ensemble de ces protéines ;

Enfin nous avons regroupé ces protéines en fonction de leur localisation subcellulaire et de 'implication

possible de celle-ci dans la maladie d’Alzheimer.

IV.8.4 Protéines déja décrites comme pouvant interagir avec ’Af

Parmi les 439 protéines que nous avons identifiées lors de nos différentes expériences nous avons
retrouvé 34 des 40 protéines de référence décrites dans la publication de 2005 comme étant des protéines
partenaires de ’AB. Cependant parmi ces protéines nous retrouvons des protéines a la fois liée a AP mais

également a la B-cristalline, ce qui remet en cause la spécificité de certaines protéines.

Afin de confronter notre identification aux données décrites dans la littérature nous avons soumis
Iensemble des protéines identifiées sans a priorz a Poutil de recherche DAVID (Huang et al. 2009). Cet
outil permet de réaliser une étude fonctionnelle des protéines dans un mélange complexe et de donner des
informations telles que le type de tissu dans lequel sont retrouvées ces protéine, la localisation cellulaire et

le type de pathologie dans lesquelles ces protéines sont impliquées.

Pour vérifier la probabilité des résultats une p-value est indiquée et permet de discriminer les informations
proposées, plus la valeur de cette p-value sera faible et plus la « certitude » de I'information donnée sera
importante. Cependant comme toute valeur statistique cette valeur ne peut étre considérée fiable a 100 %

mais ceci nous permet de classer les protéines en différents groupes.

La premiere étude consiste a soumettre 'ensemble des protéines a la base de données KEGG pathway
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Cette base de données créée en 1995 lors du programme
japonais du génome humain représente les différentes voies métaboliques et biochimiques des systemes

biologiques décrits dans la littérature.
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Lanalyse de 439 protéines identifiées avec la base de données KEGG nous a permis d’identifier quatre
pathologies possédant une p-value comprise entre 1018 et 10-16. Ces quatre pathologies sont décrites dans

le tableau suivant (Tableau 4) :

Tableau 4: Pathologies ou métabolismes identifiées avec ensemble des protéines identifiées

Pathologie ou Métabolisme | Nombre de Protéines | Pourcentage |P-Value
Parkinson 37 8,5 1,50E-18
Huntington 42 9,7 2 90E-18
Phosphorylation oxydative 34 7,8 2,40E-16
Alzheimer 40 9,2 5,80E-16

Nous retrouvons parmi ces pathologies la maladie de Parkinson en premier candidat avec une p-value de
1,5.10-18 et 37 protéines identifiées, en deuxieme candidat la maladie d’Huntington avec une p-value de

2,9.10-18 et 42 protéines identifiées.

Il s’agit de deux maladies neurodégénératives et il n’est pas étonnant de les trouver a ce niveau
d’identification de plus des similitudes protéiques existent entre ces maladies (Sharma et al. 2010) ce qui

entraine une certaine concordance entre ces valeurs.

Concernant la phosphorylation oxydative ou chaine respiratoire (P-value 2,4.10 -16 et 34 protéines
identifiées) il s’agit du mécanisme de production d’ATP au sein de la mitochondrie. Ce mécanisme a un
réle tres important dans le cadre de la production d’énergie ainsi que dans le controle de I'apoptose

(Sharma et al. 2011).
La maladie d’Alzheimer est présente en quatrieme position avec 40 protéines et une P-value de 5,6.10-1¢,

Nous allons dans un premier temps nous intéresser aux 40 protéines identifiées comme étant présente

dans la voie métabolique de la maladie d’Alzheimer
Nous allons nous focaliser sur les différentes protéines identifiées dans le cadre de la maladie d’Alzheimer.

IV.8.5 Classification des protéines identifiées
IV.8.5.1 Protéines liées a la voie métabolique de la maladie d’Alzheimer.

Si nous nous intéressons au pathway de la MA comparée a 'ensemble des protéines que nous avons
identifiées lors de nos analyses nous pouvons remarquer la présence de 40 protéines présente de fagon
significative au sein du pathway de la MA (KEGG Pathway) Ces différentes protéines ont été identifiées
comme étant partenaires de I'amyloide-8, de la cristalline ou les deux a la fois. Cependant le fait que ces
protéines soient parfois identifiées en absence du peptide amyloide ne signifie pas une non-implication de
celles ci dans le cadre de la maladie mais une affinité moindre pour ce peptide. Le tableau suivant définit

dans quel type d’échantillon (amyloide ou cristalline) ces protéines ont été identifiées.
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Tableau 5 Protéines présentes dans le pathway de la maladie d’Alzheimer (KEGG Pathway). Les croix représentent

le type d’échantillon dans lequel la protéine a été identifiée dans notre étude.

Sur fond blanc les protéines identifiées comme spécifiques a AB, sur fond gris les protéines identifiées comme

associées a AB et a la B-cristalline fibrillaires (3C), sur fond gris clair les protéines identifiées dans notre étude comme
associées a BC et pas a A fibrillaire.

PROTEINES DESCRIPTION ORGANISME A |BC
ATPD_RAT ATP synthase subunit delta, mitochondrial Rattus norvegicus X
AT2A2 RAT Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 Rattus norvegicus X
NDUA5_RAT NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 5 Rattus norvegicus X
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6, mitochondrial Raztus
NDUS6_RAT norvegicis X
COX5B_RAT Cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial Rattus norvegicus X
CX6A1_RAT Cytochrome ¢ oxidase subunit 6A1, mitochondrial Rattus norvegicus X
CX6C2_RAT Cytochrome c oxidase subunit 6C-2 Ratfus norvegicus X
HCD2_RAT 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 Rattus norvegicus X
TAU_RAT Microtubule-associated protein tau Rattus norvegicus X
PLCB1_RAT 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta-1 Rattus norvegicus X
Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit alpha isoform Rastus
PP2BA_RAT norvegicus X
NDUV3_RAT NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 3, mitochondrial Raztus norvegicus X
ATP5]_RAT ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial Rattus norvegicus X
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial Raztus
DHSA_RAT norvegicis X
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial Raztus
DHSB_RAT norvegicus X
A4_RAT amyloid beta (A4) precursor protein Rattus norvegicus X
QCRG6_RAT Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial Rattus norvegicus X
UCRI_RAT Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial Razus norvegicus X
AT5F1_RAT ATP synthase subunit b, mitochondrial Rattus norvegicus X X
ATPO_RAT ATP synthase subunit O, mitochondrial Ratfus norvegicus X X
ATPA_RAT ATP synthase subunit alpha, mitochondrial Rattus norvegicus X X
ATPB_RAT ATP synthase subunit beta, mitochondrial Rattus norvegicus X X
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mitochondrial
NDUAA_RAT Rattus norvegicus X X
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mitochondrial
NDUA9 RAT Rattus norvegicus X X
NDUS1_RAT NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mitochondrial Rattus norvegicus X X
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, mitochondrial Rattus
NDUS2_RAT norvegicus X X
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4, mitochondrial Raztus
NDUS4_RAT norvegicis X X
NDUV2_RAT NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2, mitochondrial Rattus norvegicus X X
CALM_RAT Calmodulin Rattus norvegicus X X
COX41_RAT Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial Ra#tus norvegicus X X
NMDE2_RAT Glutamate [NMDA] receptor subunit epsilon-2 Rattus norvegicus X X
ATP5H_RAT ATP synthase subunit d, mitochondtial Rattus norvegicus X X
G3P_RAT Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Rattus norvegicus X X
QCRI1_RAT Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial Rattus norvegicus X X
QCR8_RAT Cytochrome b-c1 complex subunit 8 Rattus norvegicus X X
QCR2_RAT Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial Rattus norvegicus
MKO01_RAT Mitogen-activated protein kinase 1 Rattus norvegicns X
MKO03_RAT Mitogen-activated protein kinase 3 Rattus norvegicus X
SYUA_RAT Alpha-synuclein Rattus norvegicus X
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L’ensemble des protéines présentées ci-dessus peut étre classé en fonction de leur localisation cellulaire.
L’outil présent dans le site DAVID permet de visualiser les différentes localisations subcellulaires pour

chacune des protéines proposées (voir Figure ci-dessous).
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Figure 38 : Représentation subcellulaire des protéines identifiées dans la voie métabolique de la maladie d’Alzheimer

Cette représentation nous permet d’observer la localisation des protéines connues dans la littérature

comme ayant un role dans la MA.

Le schéma ci-dessus représente les différentes protéines ou groupes de protéines connues a ce jour
comme ¢étant impliquées dans le pathway de la MA. Chacune de ces protéines est représentée selon la
localisation subcellulaire et de sa fonction dans la cellule. Les différentes protéines portant une étoile rouge
correspondent aux protéines que nous avons identifiées dans le cadre de notre étude. Il faut remarquer
que certaines de ces protéines ont été aussi identifiées comme associées a la B cristalline dans notre étude
et n'ont pas une spécificité AB. Nous reviendrons sur ces protéines dans la discussion, tout d’abord

intéressons nous aux protéines identifiées exclusivement en présence d’Af.
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IV.8.5.2 Protéines identifiées uniquement en présence du peptide amyloide

Comme décrit précédemment dans la Figure 37 nous avons pu identifier apres un premier tri un total de

172 protéines présentes exclusivement en présence du peptide amyloide. Si nous utilisons uniquement les

protéines identifiées en présence d’AB 1-42 pour I’étude dans le logiciel DAVID nous obtenons le tableau

suivant :

Tableau 6 : Métabolisme ou pathologie présenté en fonction des protéines soumises a DAVID.

Pathologie ou Métabolisme Nombre de Protéines | Pourcentage P-Value
Phosphorylation oxydative 15 8,9 2,30E-06
Alzheimer 16 9,5 1,80E-05
Dégradation de Valine, Leucine 9 53 1,60E-05
Huntington 14 8,3 1,90E-04

L'utilisation des protéines uniquement identifiées en présence d’AB permet de faire spécifiquement

ressortir la maladie d’Alzheimer en deuxiéme position toujours derriere la phosphorylation oxydative.

Dans ce cas précis 16 protéines sont comptabilisées dans le pathway de la MA. Ceci montre que la

stratégie employée est bien cohérente avec les résultats obtenus dans la littérature. Les 16 protéines

identifiées sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau 7 Protéines identifiées en présence d’amyloide § et présentes dans la voie métabolique de la maladie

d’Alzheimer d’apres le KEGG Pathway intégré a DAVID.

PROTEINE ID.
UCRI_RAT ubiquinol-cytochrome c reductase, Rieske iron-sulfur polypeptide 1
HCD2_RAT hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10

COX5B_RAT cytochrome ¢ oxidase subunit Vb

TAU_RAT microtubule-associated protein tau

CX6A1_RAT cytochrome c oxidase, subunit Vla, polypeptide 1

NDUA5_RAT NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex 5

CX6C2_RAT cytochrome c oxidase, subunit Vlc

PLCB1_RAT phospholipase C, beta 1 (phosphoinositide-specific)

DHSA_RAT succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp)
ATP2A2_RAT ATPase, Cat++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2

DHSB_RAT succinate dehydrogenase complex, subunit B, iron sulfur (Ip)
NDUFS6_RAT NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 6

NDUFV3_RAT similar to NADH-ubiquinone oxidoreductase 9 kDa subunit, mitochondrial
ATP5]_RAT similar to mitochondrial ATP synthase coupling factor 6; ATP synthase, H+
PP2BA_RAT protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic subunit, alpha isoform
QCRG6_RAT ubiquinol-cytochrome ¢ reductase hinge protein

Ce nombre de 16 protéines impliquées directement dans la maladie d’Alzheimer d’aprés les données du

KEGG Pathway intégré a DAVID semble modeste, comparé aux 172 protéines identifiées au total
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comme étant en interaction avec amyloide B fibrillaire. En effet outre les 16 protéines citées ci-dessus,

156 protéines pourraient interagir directement ou indirectement avec le peptide amyloide d’apres nos

résultats. Nous allons classer ces différentes protéines en fonction de leur localisation cellulaire et décrire

leur role et leur activité au sein de la cellule.

Nous pouvons classer ces différentes protéines en fonction de leur localisation cellulaire. Ces différents

groupes cellulaires sont les suivants :

e Ta mitochondrie

e Le réticulum endoplasmique
e Le cytoplasme

e La membrane plasmique

o I milieu extracellulaire

La présence de ces différents groupes cellulaires n’est pas normalement attendue, en effet notre

préparation devait contenir uniquement les membranes synaptosomales. La présence d’éléments

mitochondriaux et autres compartiments cellulaires reflete une contamination. Cependant il est tout de

méme intéressant d’observer les interactions de ces différentes protéines avec ’Af 1-42.

IV.8.5.3 Protéines mitochondriales

Au total nous avons identifié 83 protéines mitochondriales associées exclusivement a I’AB. Ces protéines

sont présentées dans le tableau 8

Tableau 8 : Protéines mitochondriales identifiées exclusivement en présence du peptide amyloide.

UNIPROT RATS

SCORE

LETMI_RAT | leucine zipper-EF-hand containing transmembrane protein 1 6 601

dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2 component of 2-oxo-glutarate

ODO2_RAT complex) 6 208
AOFB_RAT monoamine oxidase B 6 141
CX6C2_RAT cytochrome c oxidase, subunit VIc 6 95

translocase of outer mitochondrial membrane 70 homolog A (8. cerevisiae);

TOM70_RAT similar to translocase of outer mitochondrial membrane 70 homolog A 6 502
UCRI_RAT ubiquinol-cytochrome c¢ reductase, Rieske iron-sulfur polypeptide 1 6 402
DHSA_RAT succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp) 6 641
USMG5_RAT | up-regulated during skeletal muscle growth 5 homolog (mouse) 6 211
HCD2_RAT hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10 6 494
OPA1_RAT optic atrophy 1 homolog (human) 6 926
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AOFA_RAT monoamine oxidase A 5 345
SCPDH_RAT saccharopine dehydrogenase (putative) 5 162
KAD4_RAT adenylate kinase 3-like 1 5 229
SAM50_RAT sorting and assembly machinery component 50 homolog (S. cerevisiae) 5 410
CX6A1_RAT cytochrome c oxidase, subunit VIa, polypeptide 1 5 135
NDUAS5_RAT | NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex 5 5 210

similar to mitochondrial ATP synthase coupling factor 6; ATP synthase,
ATP5]_RAT H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit F6 5 148

similar to NADH-ubiquinone oxidoreductase 9 kDa subunit, mitochondtial

precursor (Complex I-9KD) (CI-9KD); NADH dehydrogenase

(ubiquinone) flavoprotein 3, pseudogene 1; NADH dehydrogenase
NDUV3_RAT | (ubiquinone) flavoprotein 3 4 121
MFN2_RAT mitofusin 2 4 511
GSTK1_RAT glutathione S-transferase kappa 1 4 180
DHSB_RAT succinate dehydrogenase complex, subunit B, iron sulfur (Ip) 4 229
ACSL6_RAT acyl-CoA synthetase long-chain family member 6 4 621
THTR_RAT thiosulfate sulfurtransferase, mitochondrial 4 255
ETFA_RAT electron-transfer-flavoprotein, beta polypeptide 3 399
FKBP8_RAT FK506 binding protein 8, 38kDa 3 244
TIM44_RAT translocase of inner mitochondrial membrane 44 homolog (yeast) 3 285
LONM_RAT lon peptidase 1, mitochondrial 3 515

similar to heat shock protein 1, beta; similar to Heat shock protein HSP 90-

beta (HSP 84); heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class B member
HS90A_RAT 1 241
FAHD2_RAT | fumarylacetoacetate hydrolase domain containing 2A 3 163
EAA1_RAT solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 3 3 246
ACSF2_RAT acyl-CoA synthetase family member 2 3 220
PHB_RAT similar to prohibitin; prohibitin 3 78
AP2M1_RAT adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit 3 150
NLRX1_RAT NLR family member X1 3 165
PCCB_RAT propionyl-coenzyme A carboxylase, alpha polypeptide 3 323
MIRO2_RAT ras homolog gene family, member T2 3 109
RAB3D_RAT RAB3D, member RAS oncogene family 3 194
MCCB_RAT methylcrotonoyl-Coenzyme A carboxylase 2 (beta) 3 324
STML2_RAT stomatin (Epb7.2)-like 2 3 191
KPCA_RAT protein kinase C, alpha 3 138
PYC_RAT pyruvate carboxylase 3 422
MMSA_RAT aldehyde dehydrogenase 6 family, member Al 3 199
NDUAB_RAT | NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex 11 3 101
MCCA_RAT methylcrotonoyl-Coenzyme A carboxylase 1 (alpha) 3 230
ETFA_RAT electron-transfer-flavoprotein, alpha polypeptide 3 399
DNMIL_RAT | dynamin 1-like 2 122
ACSL1_RAT acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 2 87
ALDH2_RAT | aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial) 2 131
OXR1_RAT oxidation resistance 1 2 127
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PCCA_RAT propionyl coenzyme A carboxylase, beta polypeptide 2 394
AL1B1_RAT aldehyde dehydrogenase 1 family, member B1 2 269
ES1_RAT homolog of zebrafish ES1 2 168
COX5B_RAT cytochrome c oxidase subunit Vb 2 134
CXA1_RAT gap junction protein, alpha 1 2 96
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier, phosphate carrier), member
SCMC2_RAT 25 123
CISD1_RAT CDGSH iron sulfur domain 1 130
NFS1_RAT NFS1 nitrogen fixation 1 homolog (S. cerevisiae) 148
RAB1B, member RAS oncogene family, pseudogene 1; RAB1B, member
RAB1B_RAT RAS oncogene family 227
PDK1_RAT pytuvate dehydrogenase kinase, isozyme 1 114
TOM22_RAT translocase of outer mitochondrial membrane 22 homolog (yeast) 2 206
coenzyme Q5 homolog, methyltransferase (S. cerevisiae); similar to
COQ5_RAT CG2453-PA 2 83
GHC2_RAT solute carrier family 25 (mitochondrial carrier), member 18 2 117
NDUS6_RAT NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 6 2 123
ARM10_RAT armadillo repeat containing 10 2 356
HSDL1_RAT hydroxysteroid dehydrogenase like 1 2 146
VATE1_RAT ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit E1 1 64
MOSC2_RAT | MOCO sulphurase C-terminal domain containing 2 1 132
IVD_RAT isovaleryl coenzyme A dehydrogenase 1 66
TMM11_RAT | transmembrane protein 11 1 91
QCRG6_RAT ubiquinol-cytochrome c reductase hinge protein 1 81
THTM_RAT mercaptopyruvate sulfurtransferase 1 127
ATAD1_RAT ATPase family, AAA domain containing 1 1 62
RMD3_RAT family with sequence similarity 82, member A2 1 143
ADCK4_RAT | aarF domain containing kinase 4 1 72
DHB8_RAT hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 8 1 87
RABSB_RAT RABSB, member RAS oncogene family 1 157
CATB_RAT cathepsin B 1 77
SSDH_RAT aldehyde dehydrogenase 5 family, member Al 1 40
lactate dehydrogenase A; similar to L-lactate dehydrogenase A chain (LDH-
LDHA_RAT A) (LDH muscle subunit) (LDH-M) 1 84
PHB2_RAT prohibitin 2 1 160
HSDL2_RAT hydroxysteroid dehydrogenase like 2 1 96
RTO7_RAT mitochondrial ribosomal protein S7 1 98
PP2BA_RAT protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic subunit, alpha isoform 1 78

Chacune des protéines identifiées ci-dessus est retrouvée dans un ou plusieurs rats selon la répétabilité

biologique. Ces protéines ont chacune un réle précis dans la cellule avec des fonctions qui leur sont

propres. Nous pouvons classer ces différentes protéines mitochondriales selon leur fonction.
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IV.8.5.3.1 Les protéines de la phosphorylation oxydative

Tableau 9: Différentes protéines de la phosphorylation oxydative et partenaires du peptide amyloide

[ PROTEINES RATS | SCORE
DHSA_RAT Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial 6 641
UCRI_RAT Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial 6 402
CX6C2_RAT Cytochrome c oxidase subunit 6C-2 6 95
CXG6A1_RAT Cytochrome c oxidase subunit 6A1, mitochondrial 6 135
NDUA5_RAT [ NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 5 5 210
ATP5]_RAT ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial 5 148
DHSB_RAT Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial 4 229
NDUV3_RAT | NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 3, mitochondrial 4 121
NDUAB_RAT | NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 11 3 101
COX5B_RAT | Cytochrome ¢ oxidase subunit 5B, mitochondrial 5 134
COX2_RAT Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 5 195
NDUS6_RAT | NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6, mitochondrial 2 123
QCRO6_RAT Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial 1 81

IV.8.5.3.2 Les protéines du complexe d’importation des protéines mitochondriales

Tableau 10: Protéines des complexes d’importation des protéines mitochondriales

[ONIPROT
ID. RATS |[SCORE
TOM?70_RAT | Mitochondrial import receptor subunit TOM70 6 502
SAM50_RAT | Sorting and assembly machinery component 50 homolog 5 410
TIM44_RAT | Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM44 3 285
TOM22_RAT | Mitochondrial import receptor subunit TOM22 homolog 5 206
IV.8.5.3.3 Les protéines de fusion mitochondriale
Tableau 11: Protéines de fusion mitochondriale
UNIPROT ID. RATS SCORE
OPA1_RAT Dynamin-like 120 kDa protein 6 926
MFN2_RAT Mitofusin-2 4 511
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IV.8.5.3.4 Les protéines dégradant la valine, la leucine et ’isoleucine

Tableau 12 Protéines dégradant la valine, la leucine et Iisoleucine

onrero 0. | - s [score

HCD2_RAT hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10 6 494
MCCB_RAT methylcrotonoyl-Coenzyme A carboxylase 2 (beta) 3 324
MMSA_RAT aldehyde dehydrogenase 6 family, member Al 3 199
MCCA_RAT methylcrotonoyl-Coenzyme A carboxylase 1 (alpha) 3 230
PCCB_RAT propionyl-coenzyme A carboxylase, alpha polypeptide 3 323
AL1B1_RAT aldehyde dehydrogenase 1 family, member B1 2 269
PCCA_RAT propionyl coenzyme A carboxylase, beta polypeptide 2 394
ALDH2_RAT aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial) 2 131
IVD_RAT isovaleryl coenzyme A dehydrogenase 1 66
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I1V.8.5.3.5 Protéines liant le calcium

Tableau 13 : Protéines liant le calcium

SCMC2_RAT Calcium-binding mitochondrial cartier protein SCaMC-2 123
MICU1_RAT Calcium uptake protein 1 2 146

1V.8.5.3.6 Protéine du métabolisme médicamenteux

Tableau 14 : Protéines du métabolisme médicamenteux

AOFB_RAT monoamine oxidase B 6 141

AOFA_RAT monoamine oxidase A 345

GSTKI1_RAT glutathione S-transferase kappa 1 180

Autres protéines

Tableau 15 Autres protéines mitochondriales également identifiées en présence d’AR

UNIPROT RAT |SCOR

1D S E

LETMI1_RAT |leucine zipper-EF-hand containing transmembrane protein 1 6 601

USMG5_RAT | up-regulated during skeletal muscle growth 5 homolog (mouse) 211
dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2 component of 2-oxo-glutarate

ODO2_RAT | complex) 6 208

KAD4_RAT | adenylate kinase 3-like 1 5 229

IV.8.5.4 Les protéines du réticulum endoplasmique.

Une seule protéine du réticulum endoplasmique a pu étre identifiée, i s’agit de la Calcium

transporting ATPase ou SERCA (Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca?* ATPase.

Tableau 16 : Protéine du réticulum endoplasmique identifiée en présence d’amyloide

UNIPROT ID RATS SCORE

AT2A2 RAT | Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 2 256
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IV.8.5.5 Les protéines du cytoplasme

Tableau 17 : Protéines du cytoplasme identifiées en présence d’amyloide

UNIPROT RATS

SCORE
PP2BA_RAT Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit alpha isoform 1 78
Organisation des microtubules RATS SCORE
TAU_RAT Microtubule-associated protein tau Rattus norvegicus 1 70
MAP2_RAT Microtubule-associated protein 2 Rattus norvegicus 3 528

IV.8.5.5.1 Les protéines de la membrane plasmique

Tableau 18 : Protéines de la membrane plasmique identifiée en présence d’amyloide.

UNIPROT ID
RATS SCORE

RALA_RAT Ras-related protein Ral-A

6 143
RACI_RAT Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

5 202
RP3A_RAT Rabphilin-3A 5 327
RAB14_RAT Ras-related protein Rab-14

3 190
PLCB1_RAT 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta-1 3 185
RAB3C_RAT Ras-related protein Rab-3C ; )

71

RAP1A_RAT Ras-related protein Rap-1A 3 183
RAPIB_RAT Ras-related protein Rap-1b 3 129
RAB3B_RAT Ras-related protein Rab-3B

3 213
RAB7A_RAT Ras-related protein Rab-7a

2 166
RAB1B_RAT Ras-related protein Rab-1B

2 227
RAB18_RAT Ras-related protein Rab-18

2 128
RAP2B_RAT Ras-related protein Rap-2b ) 150
RAB1A_RAT Ras-related protein Rab-1A

2 172
RABSB_RAT Ras-related protein Rab-8B | 12
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IV.8.6 Conclusion

L'utilisation du spectrométre de masse ESI-LIT-FTICR nous a permis d’identifier 172 protéines.
Cependant ces protéines ne représentent qu’une partie des protéines détectées au total. En effet certaines
protéines n’ont été identifiés que dans 1 seul rat alors que d’autres ont été identifiées dans au moins 3 rats
sur les 6 rats analysés. Ceci nous pose un probleme de linterprétation des résultats et de leur
reproductibilité biologique. Associées au probleme de répétabilité technique ces parametres conditionnent

la validation des protéines identifiées.

Afin d’augmenter la couverture des séquences identifiées et d’augmenter la couverture du protéome des
partenaires protéique du peptide amyloide, nous avons développé au laboratoire le couplage LC-MALDI
afin d’obtenir un autre mode d’ionisation des peptides. En effet la complémentarité entre I'ionisation
MALDI et lionisation ESI a déja été évoquée (Bodnar et al. 2003) il nous est paru intéressant de

développer cette approche afin d’augmenter la couverture peptidique et la couverture du protéome.

Ce développement sera présenté dans la suite.
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IV.9 Optimisation du systtme LC-MALDI TOF/TOF

Remarque préliminaire : Les optimisations sur les échantillons de protéines co-précipitées avec I’AB sont
inenvisageables car les peptides trés hydrophobes composant ces échantillons ne permettent pas de
réaliser simplement des analyses et nécessitent un entretien des colonnes trés poussé. Avant toute
application a AB nous avons donc travaillé sur d’autres échantillons complexes mais plus simples de mise

€n ceuvre.

IV.9.1 Spécificité du couplage LC-MALDI

Le couplage LC-MALDI contrairement au couplage LC-ESI n’est pas en ligne et se décompose en trois
étapes : 1) la séparation chromatographique des peptides a travers la colonne analytique, 2) le dépot de
I’éluat réalisé grice a un automate et 3) I'analyse avec le spectrométre de masse en ionisation MALDI. Le
temps de séparation chromatographique est donc indépendant du temps de lacquisition MS. Cette
indépendance des temps entraine une différence fondamentale pour une optimisation des différents

parametres d’analyse qui seront détaillés par la suite.

Ecran de contrile

des dépits Solvants A et B

Autosampler - :
céfrigéré 34°C : . - B Chaine HPLC
y Ultimate L3000
bS5 comprenant la
précolonne etla
colonne analyti que
Portoir pour
plagque MALDI

Robot de collection

Figure 39 Systeme LC-MALDI utilisé¢ au laboratoire comprenant la chaine HPLC (modele marque) et le systeme de
collecte de fractions Probot (marque)
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IV.9.1.1 Optimisation des dépots MALDI

La concentration de matrice CHCA (cf. Matériels et Méthodes) utilisée pour les dépots MALDI classiques
au laboratoire est de 5 mg/mL. Cette concentration permet d’obtenir une cristallisation homogene.
Cependant cette concentration peut ne pas étre adaptée au systeme LC-MALDI. Plusieurs études en LC
MALDI ont montré que la concentration de matrice peut varier entre 3 et 8 mg/mL. (Bodnar et al. 2003)

(Zhen et al. 2004)

Afin d’obtenir le plus grand nombre de dépots sur la plaque MALDI sans altérer leur qualité, nous avons
da adapter le rapport entre le débit de la chromatographie et le débit d’arrivée de matrice. Cette
optimisation a eu pour but de pouvoir augmenter la capacité d’échantillonnage permettant le dépot d’un
grand nombre d’échantillons sur la plaque MALDI. Cette optimisation a également été pensée pour la
réalisation de la 2D-LC MALDI. En effet le temps de collecte entre deux fractions étant trés important
nous avons réalisé plusieurs essais avec 3 temps de collecte différents, 5 secondes, 10 secondes et 30

secondes.

Les collectes toutes les 5 secondes permettent d’obtenir un bon échantillonnage des peptides mais
nécessitent de nombreux dépots ce qui malheureusement n’était pas compatible avec une analyse de
multiples échantillons car elle nécessite beaucoup trop de points de collecte et n’est pas compatible avec
nos formats de plaque ou une analyse 2D —LC MALDI. Les collectes de 30 secondes permettent
d’obtenir un grand nombre de dépdts mais cette fréquence d’échantillonnage beaucoup trop longue
entraine une baisse de la résolution beaucoup trop importante ce qui perturbe la sélection des précurseurs
et analyse MS/MS. L’échantillonnage de 10 secondes semble étre le meilleur compromis entre la taille
des spots, le nombre de spots pouvant étre déposés sur la plaque et la largeur des pics ne dépassant pas la

minute.
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Figure 40 : Chromatogramme d’un échantillon standard de 20 fmol

B L= L

205

Figure 41 Largeur de pic a mi hauteur pour la masse 1249,68 Da identifiée en LC-MALDI-TOF/TOF

Nous avons également décidé d’utliser la méme concentration de 5 mg/mlL afin de procéder 4 nos tests

de dépots. Le tableau ci-dessous présente les différentes concentrations.

Tableau 19: Les différentes conditions de collecte et de préparation des dépots MALDI

Rapport Débit Total Matrice + Colonne Concentration Matrice Volume
Echantillon/Matrice (wL./min) (mg/ml) (uL)

1/1 0.440 2.5 0.07
1/2 0.660 3.33 0.1

1/3 0.880 3.75 0.14
1/4 1.100 4 0.18

Apres de nombreux essais en réalisant divers dépots sur la plaque MALDI, nous avons décidé de garder le
rapport échantillon/matrice de 2. Ce rapport nous permet d’éviter une cristallisation en bout d’aiguille qui
peut empécher la bonne formation des dépdts. De plus les dépots obtenus apres collecte avec une
concentration finale de 3.3 mg/mL nous permettent d’obtenir des dépdts d’une taille relativement faible
(0,1 puL) ce qui permet une cristallisation de la matrice plus homogene. Cette homogénéité est
indispensable pour une bonne analyse avec le spectromeétre de masse car les tirs lasers étant aléatoires sur

le MALDI-TOF/TOF une bonne répartition des ctistaux de matrices est nécessaire.
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IV.9.1.2 Optimisation du plan de plaque

Les premiers essais réalisés sur une plaque MALDI-TOF/TOF permettaient d’analyser uniquement 2
échantillons. Ceci était da a l'utilisaion dun plan de plaque permettant le dépot de 480 spots
correspondant a deux séparations chromatographiques (Tablean 20). 1 analyse de plusieurs échantillons sur
une méme plaque nous a contraints de créer un plan de plaque compatible avec ’analyse de nombreux
échantillons mais également compatible avec une séparation de plusieurs fractions dans le cadre de la

deuxieme dimension d’une 2DLC (Tablean 21)

Tableau 20: Caractéristiques du plan de plaque comprenant 480 spots

Taille des spots 1,4 mm
nombres de colonnes en x 20
distance entre les centres de spots en x 3,2 mm
nombres de colonnes en'y 24
distance entre les centres de spots en'y 4 mm
nombre de spots totaux 480

Tableau 21: Caractéristiques du plan de plaque comprenant 2880 spots

Taille des spots 1 mm
nombres de colonnes en x 40
distance entre les centres de spots en x 1.56
nombres de colonnes en'y 72
distance entre les centres de spots en 'y 1.37
nombre de spots totaux 2880

La réduction des espaces entre les spots nous a permis d’augmenter de 6 fois la capacité du nombre de
spots déposé sur la plaque : avec cette optimisation de Iespace de la plaque MALDI nous pouvons

désormais déposer 2880 spots ce qui correspond au dépot de 12 échantillons différents.
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Figure 42 Photo d’une plaque MALDI-TOF/TOF avec 12 runs LC déposés.
Les schémas de plans de plaques présentés permettent de nous rendre compte de lintérét d’une telle

optimisation.
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Figure 43 : Représentation des deux plans de plaque wtilisée an laboratoire

A ganche le plan de plague permettant le dépit de 480 spots soit 2 échantillons, a droite le plan de plague permettant le dépot de 2880
spots soit 12 échantillons

L’ensemble des tests permettant optimisation du couplage LC-MALDI-TOF/TOF a été réalisé avec un
mélange standard de 6 protéines. (cf. Matériels et Méthodes). Ce mélange utilisé en routine au laboratoire

nous permet de comparer les résultats obtenus

IV.9.1.3 Détermination du nombre de précurseurs par spots

Un des points cruciaux de lanalyse MS/MS en LC-MALDI est la déterminaton du nombre de
précurseurs par spots. En effet le choix du nombre de précurseurs va jouer un réle déterminant pour

I'identification des peptides et des protéines.
Deux problemes se posent :

e Définir un nombre de précurseurs par spot trop faible ce qui aura pour incidence une mauvaise

identification
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e Définir un nombre de précurseurs trop élevé ce qui aura pour incidence une consommation

rapide de la matrice.

Afin de déterminer le nombre de précurseurs par spot idéal nous avons réalisé plusieurs analyses avec 5, 7
et 12 précurseurs par spot. Le score moyen d’identification pour chacune des 6 protéines a été calculé
pour les trois conditions. Les résultats obtenus a la suite de ces analyses nous permettent de déterminer le

nombre de précurseurs idéal pour une analyse LC-MALDI.
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Figure 44: Score Mascot des différentes protéines du mélange standard en fonction du nombre de précurseurs par
Sp(’)t
Les résultats présentés ci-dessus nous montrent que le nombre de 5 précurseurs par spots semble

insuffisant pour obtenir une identification comparable a une analyse avec 7 ou 12 précurseurs.

En revanche lutilisation de 7 ou 12 précurseurs peut soulever le débat au regard des scores obtenus avec
chacune des deux méthodes. En effet on remarque un score tres élevé pour les premiers candidats avec la
méthode a 12 précurseurs cependant pour les autres protéines on observe un score beaucoup plus faible,
alors que la méthode a 7 précurseurs présente des résultats similaires mais avec un temps d’analyse

moindre.

1V.9.1.4 Analyse PSD ou CID ?

Une des particularités du MALDI-TOF/TOF réside dans la possibilité de réaliser deux modes de
fragmentation une fragmentation de type PSD (Post Source Decay) et une fragmentation CID (Collision
Induced Dissociation). La fragmentation de type PSD repose sur la fragmentation dans la source des ions
métastables a la suite d’'une énergie du laser importante. Les ions produits avec ce type de fragmentation

sont essentiellement des ions —b et —y rendant l'identification plus simple.
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Contrairement a la fragmentation PSD, le CID permet d’obtenir des fragments dans les basses masses ou
sont visibles les ions immoniums. Pour certains peptides cette information de séquence peut étre

importante et permettre de valider 'identification de certaines séquences.

Toujours dans optique de définir une méthode unique d’analyse en LC-MALDI-TOF/TOF nous avons
décidé d’analyser notre mélange standard en utilisant la fragmentation de type CID et la fragmentation de
type PSD. Les résultats obtenus avec les différents modes de fragmentations nous permettront de choisir
le mode de fragmentation pour nos analyses. Sur la Figure 45 on observe le nombre de peptides uniques

identifiés pour chacune des protéines en fonction du mode de fragmentation.
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Figure 46: Pourcentage de couverture de séquence pour chacune des protéines présentes dans le mélange standard

LCP

L’analyse d’échantillons en CID et PSD est relativement comparable, méme si la tendance penche
légerement pour une analyse en mode PSD (CID off). Le nombre de peptides uniques et le pourcentage
de couverture de séquence est légerement supérieur en mode PSD, cela peut s’expliquer avec la présence
de nombreux fragments b et y dans ce type de spectres contrairement au mode CID ou les ions de basse

masse sont majoritaires.
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IV.9.1.5 Test de sensibilité de la LC-MALDI-TOF/TOF

Une concentration de 10 fmol/ul. de LCP est utilisée au laboratoire pour valider 'ensemble des
échantillons analysés en spectrométrie de masse. Pour cela 2 pL. sont injectés afin de déterminer la
sensibilité de P'approche LC-MALDI-TOF/TOF nous avons réalisé des dilutions successives afin

d’obtenir une concentration minimale de 187 amol/ul. 2 10 fmol/ulL..

IV.9.1.5.1 Nombre de MS/MS par échantillons
Le MALDI-TOF/TOF présent au laboratoire utilise un systéme de sélection des précurseurs automatique.
Cette sélection est réalisée post MS ce qui permet au logiciel de sélectionner les précurseurs les plus

intenses en évitant toute redondance.

Les différentes caractéristiques permettant la sélection des précurseurs sont les suivantes :

e Le nombre de précurseurs par spot analysé

e DL’intensité du rapport signal/bruit (dans notre cas le rapport minimum est de 40)

e D’exclusion dynamique entre 2 spots
Le dernier point est trés important car il permet d’éviter la fragmentation d’un précurseur plusieurs fois ;
en effet si un précurseur est fragmenté dans un spot donné il ne pourra pas étre fragmenté dans les 2 spots
suivants. Ceci permet la discrimination entre 2 précurseurs identiques et 2 précurseurs de masses tres

proches.

En fonction des différentes concentrations analysées nous avons pu observer le nombre de précurseurs

sélectionnés pour la fragmentation en MS/MS.

Tableau 22: Nombre de MS/MS réalisée pour chacune des concentrations de LCP déposées sur la plaque MALDI

LCP (6protéines digérées)

Concentration fmol/pL 0.187 | 0.375 | 0.75 | 1.25 | 2.5 | 5 | 10
Volume injecté pL 2
Nombre de MS/MS 87 | 97 | 196 | 182 | 201 | 216 | 248

Nous remarquons que le nombre de MS/MS réalisées augment sensiblement en fonction de la
concentration de LCP déposée. Ceci semble normal car le critere de sélection des précurseurs pour la

MS/MS dépend du rapport signal/bruit détecté.

Plus la concentration du mélange protéique augmente et plus les différents peptides auront tendance a

acquétir un rapport signal /bruit élevée pouvant conduire 2 une sélection pour une MS/MS.

L’analyse de chacun des échantillons de LCP nous permet de déterminer le nombre de peptides uniques
identifiés par Mascot. L.e nombre de peptides identifiés nous donnera dans un premier temps un rapport

entre le nombre de précurseurs sélectionnés et la validité des spectres obtenus en MS/MS
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Figure 47: Nombre de peptides uniques identifiés par Mascot pour les différentes concentrations du mélange
standard LCP déposé sur la plaque MALDI

Comme prévu le nombre de peptides uniques identifiés par Mascot augmente en fonction de la quantité
de LCP déposé sur la plaque MALDI. Cependant le nombre de peptides uniques présentés correspond

uniquement aux peptides totaux validés par Mascot sans seuil.

Le seuil de validation des peptides au laboratoire dépend du score calculé par Mascot 'ensemble des
peptides identifié par Mascot n’est validé que si son score est supérieur ou égal a 30. Cette valeur nous
permet de supprimer les MS/MS n’ayant pas un nombre de fragments b ou y suffisant pout obtenir un

séquencage correct.

La détermination réelle de la sensibilité de ’approche LC-MALDI-TOF/TOF pour I’échantillon standard
de LCP se fera apres la validation des peptides ayant un score supérieur a 30. De par ce fait le nombre de

peptides uniques pour chacune des quantités et la validation définitive pourra étre établie.

Pour chacune des quantités analysées en LC-MALDI-TOF/TOF nous déterminons la validité de ’analyse

siles 6 protéines présentes dans le mélange standard LCP sont identifiées.

Le tableau 23 représente chacune des analyses avec le nombre de protéines identifiées ainsi que le score de
la premiere protéine. Le score de la premiere protéine identifiée nous sert de valeur référence pour la

validation du systeme HPLC + Spectrométrie de masse.
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Tableau 23: Nombre de protéines identifiées apres validation pour chacune des quantités déposées.

Quantités Nombre de protéines identifiées Score du ler candidat
20 fmol 6 1123

10 fmol 6 636

5 fmol 6 422

2,5 fmol 5 286

1,25 fmol 5 209

0,75 fmol 3 256

0,375 fmol 0 0

Sous la barre des 5 fmol de LCP déposé les 6 protéines contenues dans le mélange ne sont plus identifiées.
Cecl ne signifie pas une absence de la protéine, mais un score insuffisant pour nos criteéres de validation.
En effet sans tenir compte des critéres de validation imposés au laboratoire nous parvenons a identifier les

6 protéines du LCP avec une quantité de 1,25 fmol.

IV.9.1.6 Mesure de la stabilité de la précision de masse dans le temps.

La communauté scientifique recommande de réaliser 3 essais consécutifs pour valider une expérience. Ce
type d’analyse est également valable pour la spectrométrie de masse. Sachant que nous avons adapté notre
plan de plaque afin qu’il puisse contenir jusqu'a 12 échantillons il était donc nécessaire de vérifier la

stabilité de la précision de masse de 'appareil dans le temps.

Comme décrit dans le chapitre précédent (matériel et méthodes), pour I'ensemble des données LC-
MALDI-TOF/TOF la tolérance de masse appliquée est de 50 ppm. Cette tolérance de masse est la valeur
maximum acceptable pour ce type d’appareil, il est essentiel de garder tout au long de I'analyse LC-

MALDI une valeur inférieure a celle-ci.

Pour observer la stabilité nous avons analysé trois échantillons standards successivement avec une seule
calibration au préalable. Le but de cette expérience est de vérifier qu’une seule calibration est nécessaire

pour lancer trois analyses consécutives sans dépasser le seuil critique des 50 ppm.
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Figure 48: Variation de la précision de masse au cours du temps.
Le temps est représenté par le nombre de runs LC, dans le cas précis il s’agit de 3 runs

La premiére analyse représentée en bleu a démarré quelques minutes apres la calibration par défaut réalisée
sur Pappareil. On remarque une précision de masse moyenne de 15 ppm pour 'ensemble des protéines du
mélange. La deuxieme analyse qui a débuté environ 1 heures 40 plus tard présente une perte de précision
de l'ordre de 10 ppm. Cette diminution de la précision de masse est normale car elle diminue avec le
temps, cependant comme nous pouvons le remarquer il n’y a pas de grandes différences de variations
entre le run 2 et le run 3 dans certains cas la précision de masse obtenu pour le run 3 se rapproche de la

précision de masse du run 1.

Cette expérience nous montre que nous pouvons réaliser 3 analyses consécutives sans dépasser la valeur
critique de 50 ppm. Toutefois pour des expériences plus longues de type LC2D MALDI ou pour I’analyse
de plus de 3 échantillons une nouvelle calibration s’impose. La solution la plus adaptée pour obtenir une
précision de masse plus importante et constante au cours du temps reste l'utilisation d’un calibrant interne

présente dans la matrice.

IV.9.1.7 Analyse multiple d’'un méme échantillon

Un des intéréts majeurs de la LC-MALDI est la possibilité d’analyser plusieurs fois le méme échantillon

contrairement au couplage électrospray ou I’échantillon est définitivement perdu.
plag pray p

Cet intérét est un avantage énorme car il permet dans un premier temps d’économiser de précieux pL ou
mL d’échantillons qui parfois sont longs et fastidieux a obtenit. De plus cette approche permet de revenir

sur une ou plusieurs MS ou MS/MS pour la validation d’une séquence particuliere.
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Les créations de listes d’exclusions directement réalisées a partir de la premicre analyse est également

possible. I’ensemble de ces avantages font du couplage LC-MALDI une technique de choix.

Afin de vérifier si cette analyse multiple est possible nous avons analysé 4 fois le méme échantillon

standard en réalisant pour chaque analyse le cycle MS + MS/MS.

Echantillon standard

Analyse 1 A Analyse 3

MS + MS/MS ) ) MS + MS/MS
Identification Identification Identification Identification
Mascot 1 Mascot 2 Mascot 3 Mascot 4

Identification Mascot Globale

Figure 49 : Stratégie de l'analyse multiple. L’échantillon est séparé par LC et collecté sur une plaque MALDI. Puis il
est analysé successivement quatre fois. Chaque analyse est traitée en paralléle en effectuant les recherches dans les
banques avec Mascot pour identification des protéines.

Cette stratégie d’analyse porte un double intérét, dans un premier temps elle nous permet de valider la

possibilité d’analyser plusieurs fois le méme échantillon, elle permet également d’observer si un gain de

peptides est obtenu en multipliant les analyses.

Dans cette étude nous nous baserons uniquement sur le nombre de peptides identifiés avec nos critéres de
sélection (2 peptides avec un score minimum de 30) pour chacune des 6 protéines du mélange standard.

Les résultats de chaque analyse sont présentés figure 50.
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Figure 50 : Analyse des peptides identifiés apres 4 passages successifs.
Nous pouvons observer dans un premier temps une diminution du nombre de peptides identifiés au fur et

a mesure des passages. Cette diminution normale est due a la consommation de I’échantillon a la suite de

’analyse MS et des nombreuses analyses MS/MS réalisées sur chaque spot.

Sur les 4 analyses réalisées avec I’échantillon standard seules les deux premiers passages permettent
d’identifier les 6 protéines. En revanche trois protéines (La sérotransferrine, I’albumine bovine et I’alcool
déshydrogénase) sont identifiées lors des 4 passages. La limite de détection des 6 protéines du mélange est
de 2 passages successifs, cependant 4 passages successifs ne sont pas suffisant pour consommer la totalité

de P’échantillon.

A la suite de ces analyses nous avons également décidé de combiner les recherches Mascot des 4 passages

afin d’observer une probable augmentation du nombre de peptides total comparé au premier passage.
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Figure 51 : Comparaison entre le nombre de peptides identifiés pour le Ter passage (série 1) contre les 4 passages
combinés (série 2)

Nous pouvons remarquer une légére amélioration du nombre de peptides identifiés en associant les 4
analyses ensemble. Cette amélioration est visible uniquement pour la sérotransferrine ou 20 peptides sont
identifiés pour une analyse unique et 22 peptides avec les 4 analyses. Le 21¢me peptide fut identifié dans la
troisiéme analyse et le 22¢me peptide dans la quatriéme analyse. Ce type d’analyse nous montre la possibilité

de réaliser des analyses basées sur des listes d’exclusion a partir du méme échantillon et des mémes dépots.

Ces résultats ne sont pour autant pas surprenants car la méthode d’analyse du MALDI-TOF/TOF est
basée sur des tirs lasers aléatoires ce qui rend Iionisation de certains peptides comparable a une étude
statistique. En effet les analyses multiples d'un méme échantillon nous montrent le caractére aléatoire de
certaines identifications de plus le score de certains peptides se voit augmenter avec le nombre d’analyses

réalisées.
IV.9.2 Marquage au dansyle et amélioration du signal en LC-MALDI

Comme souligné dans lintroduction, I’évolution technologique des spectrometres de masse de type
MALDI-TOF/TOF a favorisé le développement de la LC-MALDI car il est possible d’obtenir un grand
nombre de MS/MS en fragmentation PSD ou CID. Ce type d’approche permet de réaliser des stratégies
d’analyses complémentaire ESI versus MALDI pour augmenter la couverture du protéome (Mollé et

al.2009).

Bien que les mécanismes d’ionisation du MALDI ne soient pas encore tout a fait compris, il est reconnu
que lefficacité d’ionisation MALDI dépend de la nature des peptides, et est plus particulierement
favorable a l'ionisation des peptides possédant des groupes hydrophobes. Nous pouvons citer 'exemple
des groupements aromatiques qui favorisent I'ionisation en facilitant le transfert d’énergie laser a I’analyte
(Valero et al. 1999). Afin d’améliorer 'ionisation des peptides en MALDI, de nombreuses expériences de
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dérivation chimique ont été réalisées. Il a été montré que la lysine en position C-terminale donne un
rendement beaucoup plus faible qu’une arginine en position C-terminale en raison de la basicité du groupe
g-amine. Afin d’obtenir une ionisation plus forte la lysine peut étre convertie en homoarginine (Brancia et
al. 2000). Cette conversion a permis une augmentation relative des peptides marqués accompagnée d’un
affaiblissement des rendements de fragmentation. Au contraire un acide fort en position N-terminale n’est
pas particulierement favorable a I'ionisation, mais contribue a une amélioration de la fragmentation en
PSD. L'utilisation des deux approches combinées a été réalisée et montre I'intérét de ce type de fragments

dans le transfert d’énergie (Pashkova et al. 2005)

En 2005 Park (Park et al. 2005) présenta des travaux permettant une augmentation du rappott signal/bruit
dans le cadre d’analyse en PMF en utilisant le chlorure de dansyle. Ce réactif fluorescent largement utilisé
en biochimie modifie le groupement amine primaire des protéines et des peptides pour le séquencage en
N-terminal. Dans notre étude nous avons utilisé le chlorure de dansyle afin d’étudier les caractéristiques de
fragmentation des peptides dansylés, mais également de confirmer les observations de Park concernant

I’amélioration du rapport signal/bruit dans un mélange complexe (Park et al. 2005).

IV.9.2.1 Validation de ’augmentation du signal MS apres marquage au dansyl sans
chromatographie.

Dans un premier temps nous avons utilisé 'albumine de sérum bovin (BSA) pour valider le marquage et

reproduire les résultats des travaux de Park (Park et al. 2005). Nous avons pu remarquer un gain du signal

MS pour certain peptides et I'identification de peptides non visibles dans I’échantillon controle (Tableau
24)

Tableau 24 : Comparaison des identifications peptidiques de la BSA contréle et BSA dansylée en MS/MS. Les
peptides sans score représentent les peptides fragmentés manuellement.

Masse Sequence Score | Masse Sequence Score
(Peptides Dansylés)

712.3 SEIAHR - 945.4 SEIAHR 213
927.4 YLYEIAR 37 1160.5 YLYEIAR 22
1001.5 ALKAWSVAR 40 1234.6 ALKAWSVAR 36

1419.7 SLHTLFGDELCK 48.3 1652.6 SLHTLFGDELCK -

Peptides | 14397 RHPEYAVSVLLR 42 1672.7 RHPEYAVSVLLR -
Communs 1479.8 LGEYGFQNALIVR 54 1712.8 LGEYGFQNALIVR 76
1567.7 DAFLGSFLYEYSR 52 1800.7 DAFLGSFLYEYSR 58
1639.8 KVPQVSTPTLVEVSR 32 1957.8 MPCTEDYLSLILNR 44
1724.8 MPCTEDYLSLILNR 51 21059 *KVPQVSTPTLVEVSR 38
2004.8 VASLRETYGDMADCCEK 28 2237.9 VASLRETYGDMADCCE 36

K
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1305.7 HLVDEPQNLIK 41 7143 FGER 29
1795.7 DDPHACYSTVFDKLK - 778.3 VASLR -

1880.9 RPCFSALTPDETYVPK 27 805.3 QRLR -

1907.9 LFTFHADICTLPDTEK 36 8423 AFDEK -

1927.7 CCAADDKEACFAVEGPK - 8823 IETMR -

2045.0 RHPYFYAPELLYYANK - 891.3 QEPER -

2113.9 VHKECCHGDLLECADDR 23 939.3 CASIQK 26

2148.0 LKPDPNTLCDEFKADEKK - 9223 AWSVAR -
Peptides | 22479 ECCHGDLLECADDRADLAK - 1022.4 LVTDLTK -
Uniques | 22771 LFTFHADICTLPDTEKQIK 29 1051.4 ATEEQLK 34
2487.1 | YNGVFQECCQAEDKGACLLPK - 1139.5 IETMREK -

24922 | GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK - 1301.4 QNCDQFEK 28

25412 | QEPERNECFLSHKDDSPDLPK 28 1371.4 CCTESLVNR 18

26122 | VHKECCHGDLLECADDRADLAK 19 1524.6 ECCDKPLLEK -

1659.8 DTH*KSEIAHR -

1632.7 CCT*KPESER 39

1676.6 YICDNQDTISSK 40

1696.8 TCVADESHAGCEK 45

L’amélioration du signal en MS/MS est visible sur la Figure 52 avec une augmentation des signaux des
fragments MS/MS. La série des fragments N-terminaux b apparait claitement aprés dansylation. Elle est

de plus décalée a cause de la modification dansyle.
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Figure 52 : Comparaison du spectre MS/MS du peptide DAFLGSFLYEYSR. (A) spectre du peptide dansylé avec
augmentation des fragments B. (B) spectre du peptide non danyslé.

La dansylation de la BSA permet d’obtenir un nombre plus élevé de peptides. Une amélioration

MS et MS/MS est démontrée.

IV.9.2.2 Marquage au Dansyle d’échantillons d’ E.colf pout analyse LC-MALDI-MS/MS

La stratégie de dansylation a été appliquée a un mélange de protéines plus complexe, d’extrait de protéines
solubles d’Escherichia coli. Cet échantillon est marqué au dansyle et sera comparé au méme échantillon sans
marquage. Ceci nous permet de montrer que I'analyse d’échantillons complexes marqués en LC-MALDI-

TOF/TOF permet d’augmenter la couverture du protéome grace a 'amélioration des spectres MS/MS.

La recherche des analyses combinées a permis I'identification de 79 protéines, parmi ces protéines six sont
identifiées exclusivement avec dansylation. Quinze protéines sont identifiées uniquement en cumulant les

données des peptides non marqués et des peptides dansylés.
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Figure 53 : Bilan de Iidentification des 79 protéines en utilisant la dansylation afin d’augmenter la couverture du
protéome.

L'utilisation du chlorure de dansyle permet d’augmenter sensiblement le nombre de protéines et de
peptides d’un échantillon. L’augmentation des signaux des fragments b entraine une meilleure
identification des peptides sous Mascot. Lutilisation de ce type de réactif donne un intérét supplémentaire

a l'analyse LC-MALDI et permet de repousser les limites d’identifications des protéines et des peptides.

I1V.9.3 Conclusion

Lintérét de la dérivatisation avec le chlorure de dansyle a ét¢ démontré lors de cette étude son utilisation
dans le cadre d’analyses en LC-MALDI permet d’obtenir des MS/MS de meilleures qualités sans entrainer
une consommation excessive de I’échantillon. De plus la complémentarité de cette technique avec une
analyse classique nous montre la possibilité d’augmenter I'identification peptidique et I'augmentation du

protéome. L'utilisation de cette technique chimique avec la LC-MALDI s’avére donc tres utile.
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IV.10 La configuration MALDI LTQ Orbitrap

Larrivée au laboratoire d’une source MALDI pour le spectrometre de masse Orbitrap a offert la

possibilité d’associer les avantages de I'lonisation MALDI et la précision de masse de I’analyseur Orbitrap.

La premiére idée a été de réaliser des analyses de cartographie peptidique, en effet la grande limitation des
analyses de cartographie peptidique sur les appateils de type MALDI-TOF/TOF est la précision de masse.
Une erreur de masse trop importante rend la cartographie délicate et la validation de protéines quasi
impossible. La précision de masse de I'analyseur Otrbitrap qui est inférieure a2 5 ppm en routine rend

I'identification de peptides en utilisant la cartographie peptidique beaucoup plus précise.

IV.10.1 Le MALDI-Orbitrap et la cartographie peptidique

Nous avons dans un premier temps réalisé une cartographie peptidique a partir d’un échantillon standard

de sérum albumine bovine Figure 54.
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Figure 54: Spectre MALDI Orbitrap d’un échantillon de sérum albumine bovine pour une analyse en cartographie
peptidique

Afin d’obtenir les masses les plus précises possible I'ensemble des peptides présents est analysé en FTMS
en utilisant ’Orbitrap dans une gamme de masse comprise entre 650 et 3500 Da. Les différentes masses
mesurées sont confrontées aux digestions 7z sifico présentes dans les bases de données protéiques Les

résultats obtenus apres analyse Mascot sont présentés en Figure 55.
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Protein View

Match to: ALBU BOVIN Score: 37 Expect: 0.84
Sernm albmmin precursor - Bos taurus (Bovine)
Found in search of New Text Document.tXt

Hominal mass (Mg): 69248: Calculated pl value: 5.82
NCBI BLAST search of ALBU BOVIN against nr
L d string for pasting intc other applicationa

Taxcnomy: Bos Taurus

Variable modificaticns: Casboxymethyl (C),Oxidation (H)
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is F
Number of mass values searched: 80
r of mass values matched: 19
Sequence Coverage: 31%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MIWVIFISLL LLFSSAYSRG VFRRDTHNSE ITAHNRFRDLOE EHFRGLVLIA
51 FSQYLQQCPF DEHVELVNEL TEFARTCVAD ESHAGCEKSL HTLFGDELCE
101 VASLRETYGD MADCCEKQEF ERNECFLSHK DDSPDLFPKLE FDPNTLCDEF
151 FADERKFWGE YLYEIARRHP YFYAPELLYY ANKYNOVFQE CCQAEDKEGAC
201 LLFRIETMRE FVLASSARQR LRCASIQHFG ERALFAWSVA RLSQEFFHAE
251 FVEVTKLVID LTKVHKECCH GDLLECADDR ADLAKYICDN QDTISSKLEE
301 CCDEFPLLERS HCIAEVEKDA IFENLFPLTA DFAEDFDVCE NYQEAKDAFL
351 GEFLYEYSRR L R L EE H ACYSTVFDKL
401 HHLVDEPQNL IRQNCDQFEK LOEYOFQHAL IVRYTREVPQ VSTPTLVEVS
451 RSLGKVGTRC CTKPESERMP CTEDYLSLIL NRLCVLHEKRT PVSEKVIKCC
501 TESLVNRRPC FSALTPDETY VPEAFDEKLF TFHADICTLF DIEKQIEEQT
551 ALVELLKHFF FATEEQLKTV MENFVAFVDE CCAARDDREAC FAVEGPRLVV
601 STQTALA

Start - End Observed Mr (expt) Mr(calc) Ppm Miss Segquence
29 - 34 T712.3749 T11.3677 711.3664 2 0 K.SEIAHR.F
35 - 44 1249.6240 1248.6167 1248.6139 2 1 R.FFRDLGEEHFK.G
37 - 44 974.4576 973.4504 973.4505 -0 0 K.DLGEEHFK.G
66 - T5 1163.6315 1162.6242 1162.6234 1 0 K.LVNELTEFAE.T
89 - 100 1420.6787 1419.6714 1419.6704 1 0 FK.SLHTLFGDELCEK.V Carboxymethyl (C)
123 - 138 1902.8594 1901.8521 1901.84635 3 1 R.NECFLSHFDDSPDLPFR.L Carboxymethyl (C)
139 - 151 1577.7550 1576.7477 1576.7443 2 0 K.LEFDPNTLCDEFK.A Carboxymethyl (C)
139% - 155 2020.9545 2019.9472 2019.9459 1 1 K.LKFDPNTLCDEFFADEK.K Carboxymethyl (C)
161 - 167 927.4955 926.4882 926.4851 2 0 EK.YLYEIAR.R
184 - 197 1745.6796 1748.6723 1748.6658 4 0 K.YNGVFQECCQAEDK.G 2 Carboxymethyl (C)
236 - 241 669.3743 688.3670 688.3656 2 0 K.AWSVAR.L
298 - 309 1534.7534 1533.7461 1533.7418 3 1 K.LEECCDEPLLER.S 2 Carboxymethyl (C)
360 - 371 1439.8143 1438.8071 1438.8045 2 1 R.RHPEYAVSVLLR.L
402 - 412 1305.7199 1304.7126 1304.7088 3 0 K.HLVDEPQNLIK.Q
421 - 433 1479.7985 1478.7912 1478.7881 2 0 K.LGEYGFQHNALIVR.Y
437 - 451 1639.9417 1638.9344 1638.9305 2 1 R.EVPQVSTPTLVEVSR.S
483 - 489 B99.4667 B98.4594 B98.4582 1 0 R.LCVLHEEK.T Carboxymethyl (C)
495 - 507 1140.4654 1139.4582 1139.4587 -0 0 K.CCTESLVNR.R 2 Carboxymethyl (C)
508 - 523 1881.9105 1880.5032 1880.89578 3 0 R.RPCFSALTPDETYVFK.A Carboxymethyl (C)

Figure 55 : Peptide identifiés et erreur de masse pour chaque peptide

Comme le montre la figure ci-dessus pour I'ensemble des peptides identifiés 'erreur de masse est
inférieure a 5 ppm: lerreur maximale retrouvée est de 4 ppm. Ce type d’erreur de masse rend
Iidentification des peptides et des protéines en cartographie peptidique beaucoup plus fiable comparée a la
méme analyse en MALDI-TOF/TOF. Une fois I'analyse de standard validée nous avons pu adapter la

cartographie peptidique pour de « vrais » échantillons.

IV.10.1.1 Application

Nous avons réalisé la méme stratégie de cartographie peptidique a haute résolution et haute précision de
mesure de masse avec un échantillon de colza dans le cadre de la recherche de la cruciférine qui est une
protéine responsable de certains cas d’allergie. Le spectre MS de cet échantillon présenté en Figure 56 a

été réalisé dans une gamme de masse de 700 a 4000 Da.
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Figure 56 : Spectre MS de I’échantillon de colza pour la recherche de la cruciférine en cartographie peptidique.

Start - End Observed Mr (expt) Mr(cale) pPpm Miss Sequence
46 - 62 1985.0048 1983.9975 1984.0027 -3 1 FK.AEAGRIEVWDHHAPQLR.C
51 - &2 1500.7677 1499.7604 1499.7633 -2 0 R.IEVWDHHAPQLR.C
63 - 70 854.4178 853.4105 853.4116 -1 0 R.CSGVSFVR.Y
63 - 88 2984.5280 2983.5207 2983.5266 -2 2 R.CSGVSFVRYIIESFGLYLPSFFSTAR.L Carbamidomethyl (C)
277 - 289 1465.8611 1464.8538 1464.85635 -2 0 R.VQGPFSVIRPPLR.S
309 - 341 3713.8137 3712.8065 3712.7930 4 0 R.CTDNLDDPSHADVYRPQLGYISTLNSYDLPILR.F
389 - 410 2333.2494 2332.2421 2332.2477 -0 0 R.VFDGOVSQGOLLSIPQGFSVVE.R
389 - 411 24895.3489 248B8.3416 2488.3438 -1 1 R.VFDGOVSQGOLLSIPQGFSVVER.A
419 - 423 722.3892 721.3820 721.3799 3 0 R.WIEFE.T
424 - 436 1343.7027 1342.6954 1342.6953 1] 0 K.THANAQINTLAGR.T
442 - 460 2088.0944 2087.0871 2087.0898 -1 0 R.GLPLEVISNGYQISLEEAR.R
442 - 461 2244.1972 2243.189%9% 2243.19%0% -0 1 R.GLPLEVISNGYQISLEEARR.V

Figure 57 : Identification des différents peptides de la cruciférine avec 'erreur de masse associée a chaque peptide.

Cette analyse nous montre une fois de plus la grande précision de I’analyseur Orbitrap et son utilité dans le
cadre d’une cartographie peptidique. Le type d’application réalisable a ’aide de ce couplage entre la source
MALDI et Ianalyseur Orbitrap est multiple, la recherche de modifications post traductionnelles ainsi que
la caractérisation de peptides de masses trés proches sont des applications réalisables avec ce type de

couplage.

Cependant la cartographie peptidique a haute précision et haute résolution ne permet pas de répondre a
certaines problématiques ce qui rend toutefois son utilisation parfois limitée. Pour cela l'utilisation de la

MS/MS reste indispensable.

IV.10.2Le MALDI-Orbitrap et la MS/MS

Le MALDI Orbitrap est un appareil hybride possédant deux analyseurs, une trappe ionique linéaire et un

Orbitrap. La fragmentation des ions peut étre réalisée dans la trappe ionique ou dans ’Orbitrap.

Dans le cadre de ’étude de la cruciférine nous avons décidé de réaliser les MS/MS dans 'Orbitrap afin

d’obtenir une grande précision de masse sur les fragments de la MS/MS (Figure 58)
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Figure 59 : Analyse MS/MS en Orbitrap de ion 2557 Da

L’analyse MS/MS en utilisant ’Otbitrap nous permet d’obtenir des identifications globales avec une

précision de masse inférieure a 5 ppm. (Figure 60).
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1. CRU4 BRANA Mass: 51345 Score: 190 Queries matched: 25
Cruciferin CRU4 precursor - Brassica napus (Rape)
[JCheck to include this hit in error tolerant search or archive report

Query Observed Mriexpt) Mr{calc) ppm Miss Score Expect Rank Peptide

3] 2 916.3985 915.3912 915.3909 0.37 o 12 0.15 - R.CSGFAFER.F
3] 3 916.3987 915.3914 915.3909 0.59 o (3) 0.77 1 R.CSGFAFER.F
= 5 1500.7700 1499.7627 1499.7633 -0.41 0 52 0.00017 1 R.IEVNDMHAPQLR.C
6 1500.7700 1499.7627 1499.7633 -0.41 0  (41) 0.002 1 R.IEVHDHHAPQLR.C
7 1500.7700 1499.7627 1499.7633 -0.41 0 (45) 0.00091 1 R.IEVWDHHAPQLR.C
8 1500.7700 1499.7627 1499.7633 -0.41 0  (30) 0.025 1 R.IEVNDHHAPQLR.C
S 1500.7700 1499.7627 1499.7633 -0.41 0 (32) 0.015 1 R.IEVWDHHAPQLR.C
3] 10 1500.7710 1499.7637 1499.7633 0.26 o (52) 0.00021 1 R.IEVWDHHAPQLR.C
] 11 1666.8480 1667.8407 1667.8420 -0.75 1 19 0.52 1 K.RATSQQFQWIEFK.S
] 13 1986.9870 1985.9797 1985.9820 -1.14 i 26 0.071 : K.SEGGRIEVWDHHAPQLR.C

15 1986.9880 1985.9807 1985.9820 -0.64 1 (8) 5.9 3 K.SEGGRIEVWDHHAPQLR.C
22 2071.0790 2070.0717 2070.0745 -1.36 0 59 4.4e-005 1 R.GLPLEVISHGYQISPQEAR.S
) 23 2071.0790 2070.0717 2070.0745 -1.36 o (41) 0.0031 1 R.GLPLEVISNGY(QISPQEAR.S
=] 24 2071.0790 2070.0717 2070.0745 -1.36 o (3a) 0.0061 1 R.GLPLEVISNGY(QISPQEAR.S
3] &5 2071.0800 2070.0727 2070.0745 -0.88 o (23) 0.13 : R.GLPLEVISNGY(QISPQEAR.S
] 26 2071.0800 2070.0727 2070.0745 -0.88 o (18) 0.51 1 R.GLPLEVISNGY(QISPQEAR.S

37 2407.2700 2406.2627 2406.2669 -1.73 o 23 0.14 2 R.HLRPFLLAGHNF QGQQWLQGR. )
[ 38 2407.2710 2406.2637 2406.2669 -1.31 0 (15) 0.85 1 R.HLRPFLLAGHNPQGQQWLQGR.(
39 2407.2710 2406.2637 2406.2669 -1.31 0  (11) 2 1 R.NLRPFLLAGNNPQGQUWLQGR.Q
40 2407.2710 2406.2637 2406.2669 -1.31 0 (11) 1.9 1 R.NLRPFLLAGHNPQGQ(WLQGR.Q
[l 41 2407.2710 2406.2637 2406.2669 -1.31 o {21) 0.19 1 R.HLREPFLLAGNNPQGQOWLQGR.
42 2407.2720 2406.2647 2406.2669 -0.89 0 (14) 1.2 1 R.HLRPFLLAGNNPQGQQWLQGR.Q
) 45 2557.4090 25356.4017 2556.4064 -1.64 2 58 1 R.VFDQEISKGQLLVVPQGFAVVER.A + [-0.0364 at K22]
] 46 2557.4100 2556.4027 2556.4064 -1.45 2 (30) 1 R.VFDQEISKGOLLVVPQGFAVVER.A + [-0.0364 at K8]
[l 48 2557.4100 2556.4027 2556.4064 -1.45 2  (56) 1 R.VFDQEISKGQLLVVP(GFAVVER.A + [-0.0364 at K8)

Figute 60 : Résultats Mascot apreés analyses des MS et MS/MS en Otbitrap

L’analyse MS et MS/MS en utilisant I’Orbitrap rend lidentification des peptides et des protéines lors
d’analyse en cartographie peptidique beaucoup plus fiable que ce qu’elle était avec des appareils de moins
bonne précision comme le MALDI-TOF/TOF. Cette identification est possible grice a un analyseur de

derniere génération permettant de faire des mesures de masse exacte.

Ce type d’analyse et de stratégie est réalisable uniquement dans le cadre d’analyse de protéine unique ou de
quelques protéines. L’analyse de mélanges plus complexes nécessite une séparation chromatographique au

préalable d’ou le développement de I'analyse LC-MALDI-Orbitrap.

IV.10.3LC-MALDI-Orbitrap

Tout comme pout le couplage LC-MALDI-TOF/TOF, nous avons di tester certains parameétres de
I’Orbitrap afin de rendre le couplage LC-MALDI fonctionnel.

Avant linstallation de la source MALDI de nombreux parametres d’analyse de I’'Orbitrap en mode ESI

avaient déja été validés au laboratoire comme

e e seuil de détection minimal pour la sélection du précurseur : 1000.
e [Dénergie de collision : 35,
e e temps d’exclusion dynamique : 45 secondes

e la tolérance de masse de sélection du précurseur 10 ppm.
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Le paramétre principal sur lequel nous avons travaillé est le nombre de microscans (us) pour la MS/MS.

Lors des analyses de cartographie peptidique le nombre de microscans défini était par défaut trés élevé
pour obtenir le maximum d’informations sachant que nous travaillons sur une seule protéine. Dans le cas
d’une analyse LC MALDI il faut tenir compte du fait que les spots sont plus petits que pour une analyse

classique.

En réalisant nos analyses nous avons trés vite remarqué que la faiblesse de I'Orbitrap était le mode
MS/MS, en effet pour la MS le nombre de microscans nécessaires varie entre 1 et 8 en fonction de la
quantité de matériel déposé. En ce qui concerne la MS/MS le nombre de microscans nécessaires est

beaucoup plus élevé pour obtenir des spectres MS/MS cortects et identifiables par Mascot.

IV.10.3.1 Détermination du nombte de microscans pour la MS/MS

Afin de déterminer le nombre de microscans nécessaites pour obtenir une analyse LC-MALDI
comparable au MALDI-TOF/TOF nous avons réalisé une série d’analyses faisant varier le nombre de

microscans de 5 a 40 (Figure 61)
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Figure 61 : Identification peptidique en fonction du nombre de microscans utilisés pour la MS/MS 2 partir de 20fmol
de LCP standard.

Comme nous pouvons le remarquer sur le diagramme ci-dessus le nombre de peptides identifiés en
utilisant nos critéres de validation de 2 peptides avec un seuil de 30 augmente avec 'augmentation du

nombre de microscans. L’utilisation de 40 microscans est nécessaire pour obtenir un nombre de peptides

suffisants et comparables 2 une analyse LC-MALDI-TOF /TOF.

Cette tendance est confirmée en supprimant notre seuil de validation le nombre de peptides identifiés par
Mascot se retrouve augmenté comme le montre la Figure 61. Supprimer le seuil de validation de la valeur

de score minimale a 30 est bien évidemment a proscrire dans une analyse d’échantillon inconnu.
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Ici nous connaissions nos protéines standards et il s’agit de retrouver les masses des précurseurs malgré

une qualité de spectres MS/MS insuffisante (mode pseudo PMF).
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Figure 62 : Peptides identifiés sans seuil de validation par Mascot en fonction du nombre de microscans utilisé
La variation du nombre de peptides est beaucoup moins marquée que dans le premier cas ou nous avions
utilisé notre seuil de validation. Ceci confirme qu’un nombre de microscans insuffisant ne permet pas de

valider 'ensemble des peptides de fagon robuste. Pour I'ensemble de nos analyses nous utiliserons un

nombre de 40 microscans pour réaliser les MS/MS.

En ce qui concerne la MS le nombre de 5 microscans semble amplement suffisant pour obtenir une MS

d’une intensité correcte.

IV.10.3.2 Analyse multiple d’'un méme échantillon

Tout comme l'analyse en LC-MALDI-TOF/TOF nous avons voulu déterminer si une analyse multiple

d’un méme échantillon était possible.

Pour la LC-MALDI-TOF/TOF, la limite de détection des 6 protéines du mélange standard est de 2
analyses successives, 3 protéines étant encore identifiables avec nos criteres de validation apres 4 analyses
successives. Afin d’observer la possibilité de cette analyse multiple et de la comparer a ’analyse LC-
MALDI-TOF/TOF nous avons analysé 4 fois de suite dans les mémes conditions 20fmol de mélange
standard en LC-MALDI-Oxbitrap. Pour chacune des analyses le nombre de peptides identifiés en utilisant

nos critéres de validation est comptabilisé sur la Figure 63.
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Figure 63 : Analyse multiple d’un méme échantillon et analyse du nombre de peptides identifiés apres 4 passages
successifs.

Comme prévu apres 4 passages successifs le nombre de peptides identifiés décroit sensiblement. Cette
diminution du nombre de peptides identifiés est due a la consommation de I’échantillon lors des impacts
laser. Cependant les 6 protéines du mélange standard restent identifiables apres les 4 passages avec pour

chacune des protéines au moins 2 peptides avec un score minimum de 30.

Ces résultats différent de I"analyse MALDI-TOF/TOF ou seulement deux analyses successives ont permis
d’identifier les 6 protéines. Une différence logicielle peut expliquer cette différence d’identification entre

les deux appareils :

e Pour le MALDI-TOF/TOF les tits lasers sont aléatoires, le laser peut tirer plusieurs fois sur le
méme cristal de matrice. La fréquence du laser est plus importante et le nombre de tirs laser aussi.
Lefficacité de I'analyse repose sur une répartition statistique des impacts laser sur la surface du

épot. Cette possibilité entraine une consommation plus importante de I’échantillon.
dépot. Cette possibilité entr tion pl portante de I’échantill

e Le MALDI-Orbitrap est équipé d’un systtme optique de détection automatique des cristaux
(CPS) ce systeme permet de tirer une seule fois sur un cristal de matrice. Chaque cristal
« consommé » ne peut étre analysé une seconde fois, la consommation de ’échantillon est mieux

gérée.

La combinaison des 4 passages permet d’obtenir un gain de 3 peptides par rapport au premier passage. Ce
gain de peptides nous montre une nouvelle fois qu’une seule analyse MALDI ne permet pas toujours

d’identifier la totalité des peptides présents dans le cristal (Figure 64)
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Figure 64 : Comparaison entre le premier passage et la combinaison des 4 passages en LC-MALDI-Orbitrap
La consommation de I’échantillon étant mieux gérée sur I’Orbitrap il est intéressant d’observer si une

variabilité inter-expérience LC existe entre 4 échantillons identiques déposés. Pour cela nous avons déposé

4 échantillons identiques d’un extrait brut d’E. w/. Les résultats obtenus sont les suivants :

évolution du pourcentage de couverture de séquence
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Figure 65 : Variabilité¢ du pourcentage de couverture inter échantillons

Le pourcentage de couverture de séquence entre chaque échantillon ne change pas de fagon significative,
mis a part quelques points aberrants, pour chacune des protéines analysées. Nous avons d’une patt une
bonne homogénéité des dépdts en LC MALDI et d’autre part une bonne répétabilité d’analyse en
spectrométrie de masse qui nous permet d’obtenir une couverture reproductible. Ceci est cohérent avec
les résultats précédents qui montrent que les analyses successives d’un mélange simple ne permettent pas

de gagner en couverture plus de quelques peptides.
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Lefficacité de l'analyse est par ailleurs directement liée au nombre de MS/MS réalisées et identifiées et
non pas au nombre de MS/MS réalisées. Certaines analyses MS/MS peuvent en effet ne pas étre
informatives. La Figure 66 déctit la variation du nombre de MS/MS identifiées pour chaque protéine du

mélange I’E. Col.
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Figure 66 : Evaluation inter LC du nombre de MS/MS cortespondante a chaque protéine identifiée pour chaque
analyse LC-MS/MS

Au contraire du pourcentage de couverture de séquence, le nombre de MS/MS identifiées diminue. Ceci
illustre I'usure des dépots MALDI au cours des analyses successives d’une méme séparation LC. Le signal
s’affaiblit et la qualité des spectres obtenus chute avec le rapport S/B. Ceci indique aussi que nombre des
MS/MS réalisées sont redondantes. C’est lillustraton de la mauvaise gestion de la sélection des
précurseurs puisque dans le cas de I'Orbitrap les précurseurs sont sélectionnés au-dessus d’un certain seuil
aussitot qu’ils sont détectés (mode de sélection analogue a I’électrospray) et ne sont pas sélectionnés a

’apex du pic cotrespondant comme c’est le cas dans la configuraton TOF/TOF.

L’ensemble des résultats présentés précédemment montrent la robustesse du systeme LC MALDI
Orbitrap. L’apport du CPS semble étre un véritable avantage dans la gestion de la consommation
d’échantillon comparé au MALDI-TOF/TOF. La fréquence du laser est également responsable de cette
faible consommation : en effet la fréquence de laser du MALDI Orbitrap (60Hz) est 3 fois inférieure a
celle du MALDI-TOF/TOF (200 Hz). La possibilit¢ de réaliser 4 analyses successives d'un méme
échantillon sans la perte notable des protéines identifiées est un avantage majeur qui ouvre la possibilité de

réaliser des analyses avec 'utilisation de listes d’exclusion.

Le MALDI-Orbitrap et le MALDI-TOF/TOF possédant tous les deux une source MALDI mais des

analyseurs différents, il est intéressant d’observer les similarités et les différences entre ces deux appareils.
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IV.10.4LC MALDI-Ozsbitrap versus LC-MALDI-TOF/TOF
IV.10.4.1 Protéines et peptides identifiés

La mise au point des deux techniques étant faite, nous pouvons désormais réaliser une étude comparative
entre les deux appareils équipés d’une source MALDI au laboratoire. Pour cela nous allons dans un
premier temps analyser 20 fmol de la solution standard LCP en parall¢le sur les deux appareils. Les deux
analyses sont réalisées dans les mémes conditions avec 7 précurseurs par spot afin que le nombre de
MS/MS par échantillon soit comparable. Les protéines identifiées avec le nombre de peptides associés

pour chacune des deux machines sont présentées en Figure 67.

LC-MALDI-TOF/TOF versus LC-MALDI-Orbitrap
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Figure 67 : Compataison du nombre de spectres MS/MS identifiés pour chacune des protéines en fonction du
spectrometre utilisé

Le nombre de spectres MS/MS identifiés pour chaque appatreil est relativement similaire, avec un nombre
légerement supérieur pour la LC-MALDI-Orbitrap. Une analyse plus en détail (Figure 68) de la premiére
protéine identifiée (Sérotransferrine) sous Mascot nous permet de vérifier la tolérance de masse et le score

de chaque peptide identifié pour cette protéine.
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Figure 68 : Identification Mascot du premier candidat, la Sérotransferrine avec le nombre de peptides identifiés le
score et la tolérance de masse.

A droite le résultat pour la LC-MALDI-Orbitrap a gauche le résultat pour la LC-MALDI-TOF/TOF

Le premier point de comparaison entre ces deux approches concerne la précision de masse. Comme décrit
précédemment la précision de masse de I’Orbitrap est sans doute I’avantage majeur de cet appareil, avec
une erreur de mesure de masse inférieure a 1 ppm permettant une analyse d’'une grande fiabilité. En
revanche pour la LC-MALDI-TOF/TOF nous avons une précision de masse de 'ordre de 35 ppm ce qui
est loin de la précision de I'Orbitrap, cependant ce probléme peut étre corrigé par I'ajout d'un étalon
interne dans la matrice. Le deuxiéme point de comparaison concerne le score des peptides identifiés, c'est-

a-dire la qualité des spectres MS/MS obtenus.

IV.10.4.2 Types de fragments identifiés

Pour chacun des peptides communs aux deux approches, on remarque des scores d’identification de
peptide plus élevés en LC-MALDI-TOF/TOF. Pour comprendre ce phénomeéne et comment une telle
différence peut avoir lieu nous avons analysé 'ensemble des peptides du mélange standard identifiés afin
d’extraire I'ensemble les différents fragments présents. La Figure 69 présente le détail des fragments

proposés par Mascot pour I'identification des peptides.
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Figure 69: Comparaison des fragments obtenus en MS/MS pour chaque spectrométre de masse.

Le nombre de fragments b et y permettant le séquencage des peptides est relativement similaire pour les
deux spectromeétres de masse. Nous pouvons remarquer un nombre de fragments y et b légérement
supétieur pour le MALDI TOF/TOF. Concernant les autres fragments, le MALDI Orbitrap en MS/MS
entraine la production de nombreuses pertes de neutres tels que b-H2O, b-NH; nous pouvons également

remarquer de nombreux fragments complémentaires tel que les fragments c, x et z.

La présence de nombreux fragments autres que les fragments b et y peut entrainer une chute du score
calculé par l'algorithme Mascot. Afin de vérifier cette tendance nous avons comparé le nombre de

fragments proposés par rapport au nombre de fragments identifiés.
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Les résultats ci-dessus montrent pour la plupart des peptides sélectionnés, des scores plus élevés pour les
peptides analysés en MALDI-TOF/TOF. En effet le nombre de fragments soumis pour la recherche est
tres proche du nombre de fragments interprétés par Mascot. En revanche pour le MALDI Orbitrap le
nombre de fragments identifiés est largement sous évalué par l'algorithme de recherche. Nous pouvons
citer 'exemple du peptide de masse 946,4 Da, qui est identifié dans les deux cas. 1l présente un score de 35
pour une identification en LC-MALDI-Orbitrap et de 56 pour une identification en LC MALDI-
TOF/TOF. Une telle différence s’explique par le fait que le nombre de fragments utilisés par Mascot pour
réaliser lidentification est différent. En effet la fragmentaton en MALDI-TOF/TOF a généré 17
fragments tandis que pour le méme peptide la fragmentation dans la trappe pour 'Orbitrap a généré pres
de 60 fragments soit pres de 3 fois plus. Le score tenant compte du taux d’identification, il sera donc plus

faible.

La comparaison avec le mélange standard peu complexe n’étant pas suffisante pour déterminer de
Pefficacité du couplage LC-MALDI, nous avons également décidé de comparer les analyses d’échantillons
complexes. Dans notre cas nous avons utilisé dans un premier temps un mélange de protéines
d’Escherichia coli et un échantillon complexe extrait de biopsies de poumons. Ces extraits sont analysés

en triplicatas sur chaque appareil.

L’analyse de I’échantillon d’Escherichia coli est réalisée dans les mémes conditions avec un échantillonnage
toutes les 10 secondes et ’analyse MS/MS des 7 précurseurs les plus intenses. Le nombre de protéines

identifiées avec plus de 2 peptides et un score minimum de 30 est présenté sur la figure 71.
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Figure 71: Protéines identifiées avec notre seuil de validation. En rouge le MALDI TOF/TOF et en bleu le MALDI-
Orbitrap
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Au total pres de 100 protéines furent identifiées en LC-MALDI-TOF/TOF contre 60 en LC-MALDI-
Orbitrap

Une telle différence semble assez surprenante a la vue des résultats observés précédemment. Plusieurs

hypotheses peuvent expliquer cet écart de valeur :

e Une mauvaise interprétation des MS/MS

e Un nombre de précurseurs insuffisants
Pour répondre a ces hypothéses nous avons décidé de réaliser la méme analyse LC-MALDI-Orbitrap en
sélectionnant 12 et 40 précurseurs afin de vérifier sile nombre de précurseurs sélectionnés a une incidence
sur le nombre de protéines identifiées. En effet la fréquence laser étant plus faible pour I'Orbitrap

I’échantillonnage de notre dépdt est moins importante.

Lanalyse en LC-MALDI Orbitrap avec une sélection plus importante de précurseurs permet d’obtenir de
meilleurs résultats en revanche le temps d’acquisition nécessitant a la fois un nombre élevé de microscans

pour obtenir des MS/MS interprétables et un nombre de précurseurs important est beaucoup trop long.

Cect est principalement du au mode d’analyse du spectrometre de masse qui réalise de facon successive les

analyses MS et MS/MS 2 la maniére d’'un systéme électrospray.

Une optimisation est en cours avec l'utilisation d’un logiciel développé par le constructeur permettant de

sélectionner les analyses MS/MS aprés retraitement de ensemble des données MS.

I1V.10.5 Conclusion

Le couplage LC-MALDI s’avere étre un outil puissant pour I'analyse protéomique, la sensibilité de cette
approche associée a une analyse multiple d’'un méme échantillon est tres intéressante dans le cadre de nos
analyses. En effet elle permet d’effectuer a posteriori une recherche poussée de modifications post

traductionnelles et de valider certaines MS/MS.

L'utilisation du MALDI-Orbitrap permet de gagner en résolution et en précision ce qui donne un intérét
supplémentaire au couplage LC-MALDI. Toutefois une optimisation logicielle est nécessaire pour réaliser
des analyses LC-MS/MS 4 la fois rapide et comparables 2 la LC-MALDI-TOF/TOF. Tout comme le
montre les travaux de Karas (Karas et al. 2011) seule une analyse combinée entre la MS de I'Orbitrap et la
MS/MS du MALDI-TOF/TOF permet de tirer bénéfice des capacités du MALDI-Orbitrap pour une
analyse LC-MS/MS.
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IV.11 Etude de la complémentarité des modes d’ionisation ESI et MALDI
La mise au point des deux techniques de couplages LC-MALDI-TOF/TOF et LC-MALDI-Otbitrap est

réalisée. Nous avons décidé de nous intéresser a ’étude de la complémentarité entre les modes d’ionisation
MALDI et ESI afin d’évaluer I'intérét d’une étude complete de nos protéines en association avec Af. Pour
cela nous avons réalisé différentes analyses permettant d’étudier les peptides communs et spécifiques de

chaque approche.

La stratégie développée pour ’étude est la suivante :

ECHANTILLONS

SEPARATION CHROMATOGRAPHIQUE

ANALYSE ANALYSE

MALDI ESI

Figure 72: Stratégie de I’étude comparative des échantillons et analyse en ESI ou en MALDI

Un des points cruciaux de cette stratégie réside dans l'utilisaion du méme systeme chromatographique
pour éviter tout biais lié a la séparation chromatographique des peptides. Pour cela nous avons utilisé un

montage placé sur une paillasse mobile permettant le déplacement de celle-ci vers les différents appareils.

Comme pour 'ensemble des développements réalisés, les premieres études sont réalisées a partir du
mélange standard contenant 6 protéines (Sérum albumine bovine, serotransférrine bovine, ovalbumine de
poulet, cytochrome ¢ bovin, Alcool déshydrogénase Escherichia coli, $-Galactosidase Saccharomyces
Cerevisiae). La description de ce mélange est donnée dans la partie Matériel et Méthodes. Vu la simplicité
du mélange, les 6 protéines sont identifiées aussi bien en ESI qu’en MALDI, les différences ou similitudes
seront observées au niveau peptidique. Vingt fmol de ce mélange standard furent analysées en parallele en
LC-MALDI-TOF/TOF et LC-ESI-LIT-FTICR. Les expériences furent réalisées en triplicatas permettant
de tenir compte du biais lié a la répétabilité. Pour faciliter le tri des peptides nous fusionnons les 3 analyses
en MALDI d’une part et en ESI d’autre part, afin d’obtenir 1 jeu de peptides pour chacune des conditions

d’ionisation.
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Chaque protéine du mélange standard est validée avec un minimum de 2 peptides, de score minimum de
30. Nous avons pu obtenir un total de 114 peptides répartis en 3 groupes : les peptides communs (54), les

peptides spécifiques identifiés en MALDI (30) et les peptides spécifiques identifiés en ESI (30).

Figure 73 : Répartition des peptides standards identifiés lors d’une analyse en triplicata selon le spectrometre de
masse utilisé (MALDI= MALDI-TOF/TOF, ESI = ESI-LIT-FTICR)

En observant le résultat de cette premiere étude nous pouvons remarquer une répartition assez équilibrée
des peptides en fonction du mode d’ionisation utilisé. Cela confirme les premieres études de Bodnar
traitant de la complémentarité entre ’ESI et le MALDI (Bodnar et al. 2003). Nous reviendrons par la suite

sur la nature de chaque sous groupe. La liste détaillée est donnée en IAnnexe 7

IV.11.1 Comparaison MALDI-TOF/TOF, PESI-FTICR, ESI-Orbitrap et MALDI
Orbitrap

Nous avons voulu aller plus loin dans la comparaison des sous groupes de peptides en utilisant le méme
échantillon standard. Pour cela nous avons comparé les 4 jeux de peptides identifiés avec les 4
spectrométres de masse disponibles au laboratoire (le MALDI-TOF/TOF, 'ESI-LTQ/FTICR, I’'ESI-
LTQ/Orbitrap et le MALDI-LTQ/Osbitrap). Avec 'ensemble des données issues des quatre appareils et

toujours en analysant notre mélange de 6 protéines standard nous obtenons un total de 123 peptides.

Le Tableau 25 dresse le bilan de la répartition des peptides en fonction des spectrometres dans lequel le

peptide a été identifié.

Tableau 25: Peptides identifiés selon le spectrometre et le type d’ionisation a partir de 20 fmol du mélange des 6
protéines standard.

Peptides communs aux quatre spectromeétres 38
Peptides communs MALDI/ESI 23
Peptides uniques ESI (2 appareils) 13
Peptides uniques MALDI (2 appareils) 13
Peptides uniques 1 appareil 36
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L’analyse différenticlle du mélange standard utilisé au laboratoire nous permet d’observer une
complémentarité peptidique entre les spectrometres de masse de type ESI et les spectrometres de masse
de type MALDI. Sur lensemble des peptides identifiés 38 peptides sont communs aux quatre

spectrometres de masse, et 23 sont communs dans les deux modes d’ionisation avec au moins un appareil.

Le résultat intéressant concerne les peptides uniques pour chaque type d’ionisation. En effet pour chaque
mode d’ionisation certains peptides sont spécifiques ; 13 peptides sont identifiés uniquement en ESI-

FTICR et ESI-Orbitrap et 13 sont identifiées uniquement en MALDI-TOF/TOF et MALDI-Orbitrap.

Au vu de ces premiers résultats traitant de la complémentarité ESI-MALDI il est intéressant de noter qu’a
ptioti le mode d’ionisation est un élément discriminant clé dans lidentification des peptides et que la

nature de I’analyseur semble moins importante.

En effet, dans cette analyse nous observons également une complémentarité au niveau peptidique avec un
grand nombre de peptides uniques pour chaque type d’ionisation. Une meilleure visualisation de la
complémentarité peptidique au secin des séquences des protéines est réalisée avec 'outil de validation
MyProms (Proteome Analysis using Mass Spectrometry with MySQL Database, Institut Curie Paris

France) (Poullet et al. 2007). Cet outil permet la gestion et la validation des échantillons.

Nous avons choisi 'exemple de deux protéines du mélange standard pour observer la complémentarité

peptidique.

Exemple de I’albumine bovine :

ALBU_BOVIN : Serum albumin (607 aa) Bos taurus
LCP > LCP 20f ESI FTICR > LCP, ESI FTICR (score: 1782.54, coverage: 45.3 %)

LCP > LCP 20f ESI ORBITRAP >, 20f ESI ORBITRAP (score: 1388.7, coverage: 45.0 %)

g > LCP 20f MALDI TOF/TOF > LCP 20f I_tgl TOF/TOF (score: 1527.5, coverage: 38.7 %’2 o L.
g > LCP 20f MALDI ORBITRAP > LCP 20f gm ORBITRAP (score: 886.06, coveraie: 29.3 %l

Cumulated peptide coverage: 62.9 %

[IPeptides spécifiques MALDI
[IPeptides spécifiques ESI

Figure 74 : Comparaison des séquences peptidiques ESI et MALDI pour les quatre spectrometres de masse.

Les peptides encadrés en vert représentent les peptides identifiés uniquement en MALDI et les peptides
encadrés en violet les peptides identifiés uniquement en ESI. Nous observons de nouveau la
complémentarirté entre ESI MALDI indépendante de ’analyseur utilisé. La séquence de chaque peptide

spécifque est présentée dans le tableau 26.

Cependant un mélange de 6 protéines ne représente en aucun cas un échantillon de choix pour développer

ce type de comparaison car il n’est pas assez complexe. De plus nous n’avons pas encore établi de profil
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protéique permettant de confirmer les hypotheses et les études sur la complémentarité des deux types
d’approches au niveau de l'analyse d’un protéome. Pour cela l'utilisation de différents mélanges plus
complexes s’avere nécessaire. Dans notre cas nous avons utilisé plusieurs types d’échantillons qui sont

présentés dans la suite.

IV.11.2 Comparaison LC- MALDI-TOF/TOF vs. LC-ESI-FTICR d’un échantillon de
protéines d ’Escherichia coli

Les analyses précédentes réalisées a partir d’'un échantillon standard nous ont permis d’observer une
complémentarité au niveau peptidique de 'approche d’analyse parallele MALDI/ESI Pour travailler au
niveau protéique, nous avons analysé en triplicata sur chacune des configurations, un échantillon protéique
plus complexe extrait d’E. coli. Dans ce cas P'analyse a été réalisée sur les peptides validés selon nos

criteres de validation afin d’obtenir uniquement les peptides détectés, fragmentés et validés par Mascot.

Les résultats obtenus au niveau protéique sont présentés Figure 75.

Figure 75 : Nombre de protéines identifiées pour chaque ionisation utilisée dans le cas de I'analyse d’'un mélange de
protéine soluble E. Co/i. Les protéines indiquées ont été identifiées en triplicata avec le mode d’ionisation indiqué
(MALDI TOF/TOF ou ESI LIT-FTICR).

La complémentarité est également retrouvée au niveau du protéome avec

e 27 protéines spécifiques a I'lonisation ESI
e 39 spécifiques a I'lonisation MALDI

e 33 protéines identifiées avec les deux modes d’ionisation

Une complémentarité du protéome implique obligatoirement une complémentarité peptidique. Pour
étudier spécifiquement la complémentarité peptidique de cet échantillon nous avons considéré I'ensemble

des peptides identifiés et validés pour chaque mode d’ionisation pour chacune des 3 analyses.

Les deux jeux de peptides (détectés en ESI et en MALDI) sont ensuite comparés afin de déterminer les
peptides communs et les peptides uniques a chaque mode d’ionisation. Comme illustré en Figure 76 une
bonne répartition est également observée avec cet échantillon, comme nous I'avions montré avec
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Péchantillon standard LCP. Ceci suggere qu’au-dela de la complémentarité des résultats au niveau
protéique, la combinaison des deux modes d’ionisation nous permet aussi d’augmenter la couverture de

séquence des protéines identifiées.

Figure 76 : Nombre de peptides identifiés pour chaque mode d’ionisation utilisé dans le cas de I’analyse d’un mélange
de protéine soluble E. Col.

Les peptides indiquées ont été identifiés en triplicata avec le mode d’ionisation indiqué (MALDI TOF/TOF ou ESI
LIT-FTICR).

Dans le cadre de notre étude, une analyse différentielle des peptides a été réalisée entre un échantillon d’E.
coli analysé en triplicata par LC-MALDI-Orbitrap et en LC-ESI-FTICR. A titre d’exemple nous nous
sommes intéressés a une protéine en particulier: la DNA-directed RNA polymerase subunit alpha

(RPOA).

A partir des résultats obtenus pour chacune des analyses nous avons pu obtenir une représentation
graphique des pourcentages de séquences, des peptides identifiés pour chaque type d’ionisation. Cette

représentation nous permet de déterminer les peptides en commun pour chacun des modes d’ionisations.
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LC-MALDI-LIT-Orbitrap vs LC-ESI-LIT-FTICR

RPOA_ECOLL | DhA-chrected ENA poiyrmarse suburst sipna (129 ) £t cod

E.coll MALID ORbd > E.coll Iwﬂ i ii T2 {scone: 31638, coiﬂm J1.0 %)
i eali MALD] ORbd > C.coll 160 T {seore: 20.ET, dovieaas: 20.0 %)
e — . 'ﬂ; Bt —_—
[Ecoli MALDI DRl > E.coli mnm i ii 71 (scone: IT2.56, cowerage: 25.8 %)
E.coll FTICR > ECol 160dmol > 2% _R3 Ecoll (score: #64.02, coverage: 280 =
E.coll FTICK > DCol 160dmol > 324_R1 ECall (1core: 309,71, coverbge: 358 5

E.coli FTICK > EColi 160dmol > 235 K2 EColl (score; 388, 7%, coverage: T34 %)

TRRRR

Cumulated peptide coverage: 40.1 %

— -= Peptides spacifiques de lonisation MALDI
= = Peptide spacifiques de lionisation ES|

Figure 77 : Comparaison des couvertures de séquence protéique en fonction du mode d’ionisation illustrant la
reproductibilité des résultats

L’analyse différentielle des peptides démontre lintérét d’analyser un échantillon avec deux modes
d’ionisation. Dans le cas de la protéine RPOA, Pidentification avec un seul mode d’ionisation permet
d’obtenir en moyenne une couverture de séquence de 27,15%, alors que le pourcentage cumulé atteint
40,1 % en tenant compte des peptides différents identifiés avec les deux modes d’ionisation.

Nous pouvons également citer 'exemple de l'enolase avec le graphique présenté ci-dessous, nous
montrant les peptides spécifiques a Iionisation MALDI et ESI. Comme pour I'exemple précédent

P’accumulation des deux séquences ESI et MALDI augmente la couverture totale de la protéine.

END_ECO24 : Enciase (432 as) 50

Eaehenchia ool QLT HIT
Ecoli mon mlrﬂgw run Z > ecoll esi it run 2 [score. 536 M'wl L] =*__

w241 %

Ecoli mem mer run L > ecoll esd ftrun 1 [(score 523 56,

Ecoll men mar run ¥ > ecoll esd it run 3 (score 516 36, e 4.1 %

Ecoli mon merge = maldi lof run 3 > maddi ol min 2 187 57, conmira

Ecoli mom merge > mabdi fof run 1 > mialdi fod run 1 188 &7, covara 1]

Ecoll mamn msrge = malid 10 rumn 2 > mElds (o1 run 2 98 85, Coverags

Cumulated peplide coverage; 30.1 %

[ Peptides spécifiques de I'ionisation MALDI
:Pepﬂdﬁ spécifiques de ionisation ESI

Figure 78 : Comparaison des couvertures de séquence protéique (enolase) en fonction du mode d’ionisation illustrant
la reproductibilité des résultats.

Le tableau 26 présente la séquence en acides aminés de chacun des peptides spécifiques a chaque mode
d’ionisation dans le cadre de ’analyse d’E. Co/
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Tableau 26: Séquence en acides aminés de chaque peptide identifi¢ de fagon reproductible selon le mode d’ionisation
(enolase)

Séquences spécifiques ESI Séquences spécifiques MALDI
AVAAVNGPIAQALIGK MGSEVFHHLAK

DITLAMDCAASEFYK YVLAGEGNK

FNQIGSLTETLAAIK

IMIDLDGTENK

IQLVGDDLFVTNTK

SGETEDATIADLAVGTAAGQIK

La méme tendance est également observée pour d’autres protéines, nous pouvons prendre pour exemple
la protéine ribosomale 50S L2 et la protéine chaperone dnalK présentant des peptides spécifiques pour
chaque mode d’ionisation. Ces différents peptides sont visualisés sur la figure 78 et 79.

RL2_ECO24 : 505 ribosomal protein L2 (273 aa) Escherichia coli 0133 H28
_icn%i_a‘mami tof run 3 > maldi tof run 3 (score: 414 07, coverage: 34 8 %) E
Eco e > maldi tof run 1 > maldi tof run 1 (score: 434 06, coverage: 34 4 %) =

E_wge > maldi tof run 2 > maldi tef run 2 sscore 278.77, t.o‘.ne:age 26.0 %) _E .
Ecoli non merge > ecoli esi ft run 3 > ecoli esi ft rﬁ;}a, coverage: 20.1 %)
Ecoli non merge > ecoli esi ft run 2 > ecoli awz?. coverage: 17.2 %)
Ecoli non merge > ecoli esi ft run 1 > ecoli esi ft erL? 2 %)

[+ d peptide c ge: 49.1 %

[T peptides spécifiques de I'ionisation MALDI

[——Jpeptides spécifiques de I'ionisation ESI

Figure 79 : Comparaison des couvertures de séquence protéique (50S ribosomal protein 1.2) en fonction du mode
d’ionisation illustrant la reproductibilité des résultats.

Le tableau 27 nous donne la séquence des peptides observés dans les 3 runs LC et spécifique a chaque
mode d’ionisation.

ableau 27: Séquence en acides aminés de chaque peptide identifié de facon reproductible selon le mode d’ionisation
1 | G
(protéine ribosomale 50S 1.2)

Séquences spécifiques ESI Séquences spécifiques MALDI
AGDQIQSGVDAAIKPGNTLPMR

GKPFAPLLEK

GTAMNPVDHPHGGGEGR
VVNPELHK
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DMAK_ECOZ4 - Chapesons protein dmak (638 aa} Eschencig ool Q79 Wig
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Ecnlimng?nlldimrmn]_ = paaddi fod oun 3 (score 45?35_:@ 125 W) ey
==
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Ecali non marge -‘gl esi 1 rg > weodl esi Ml rum 1 (score. 472 63, coverage: 13.3 %) E =
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_dﬁ —
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Cumulated peplide coverage: 21.5 %

[0 peptides spécifigues de I'ionisation MALDI

C——Jreptides spécifiques de ionisation ESI

Figure 80 : Comparaison des couvertures de séquence protéique (50S ribosomal protein I.2) en fonction du mode
d’ionisation illustrant la reproductibilité des résultats.

Tableau 28: Séquence en acides aminés de chaque peptide identifié de fagon reproductible selon le mode d’ionisation
(protéine chaperone dnak)

Séquences spécifiques ES|Séquences spécifiques MALDI

ASSGLNEDEIQK FQDEEVQR
IINEPTAAALAYGLDK |NQGDHLLHSTR

LINYLVEEFK VAEFFGK
MAPPQISAEVLK

SLGQFNLDGINPAPR

IV.11.3 Comparaison LC- MALDI-TOF/TOF vs. LC-ESI-FTICR de polygones de
souris

Afin d’augmenter la couverture du protéome dans le cadre d’une collaboration, nous avons réalisé une
étude parallele pour identifier et analyser les polygones de cerveau de souris. I’analyse en triplicata pour
chaque méthode d’ionisation nous a permis d’obtenir une identification protéique toujours marquée par la
complémentarité des analyses LC-MALDI-MS/MS et LC-ESI-LIT-FTICR (voir Figure 81). Dans ce cas
précis 17 protéines sont communes aux deux approches alors que 9 protéines sont exclusivement

identifiées en électrospray et 3 en MALDI.
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MALDI

Figure 81 Identification du nombre de protéines des polygones de cerveau de soutis apres analyse LC-MALDI-
TOF.TOF us. LC-ESI-LIT-FTICR

Ici la complémentarité est moins marquée au niveau protéique. Ceci est dii sans doute a la plus faible
complexité des échantillons. L’analyse des peptides va nous permettre de déterminer si cette tendance est

également valable pour les peptides (Figure 82)

Figure 82 Identification du nombre de peptides des polygones de cerveau de souris apres analyse LC-MALDI-
TOF.TOF us. LC-ESI-LIT-FTICR

On remarque également une complémentarité peptidique marquée par la présence de 161 peptides

spécifiques de I'ionisation ESI et 91 spécifiques de Iionisation MALDI.

Tout comme l'analyse des protéines d’Esherichia coli nous pouvons également visualiser les peptides
spécifiques de chaque mode d’ionisation. Ces différents peptides sont présentés dans les figures et

tableaux ci-dessous.
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Figure 83 : Comparaison des couvertures de séquence protéique (Collagene-alpha-2 VI') en fonction du mode
d’ionisation illustrant la reproductibilité des résultats.

Tableau 29: Séquence en acides aminés de chaque peptide identifié de fagon reproductible selon le mode d’ionisation
(Collagene-alpha-2 VI)

Séquences spécifiques ESI Séquences spécifiques MALDI
ATYLNSFSHVGTGIVHAINNVVR HDPRDDDLNLR
DFDSLAQPSFFDR LGEQNFHK
EKDFDSLAQPSFFDR NLNEQGLR
GVVNFAVVITDGHVTGSPCGGIK RDDDPLNAR
NLEWIAGGTWTPSALK RFVEDVSR
NNYATMRPDSTEIDQDTINR VSCLEIPGPHGPK
QNVVPTVVAVGGDVDMDVLTK

VFAVVITDGR

VGVVQYSHEGTFEAIR
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Figure 84 : Comparaison des couvertures de séquence protéique (Collagene-alpha-1 VI') en fonction du mode
d’ionisation illustrant la reproductibilité des résultats.

Tableau 30: Séquence en acides aminés de chaque peptide identifié de fagon reproductible selon le mode d’ionisation

(Collagene-alpha-2 VI)

Séquences spécifiques ESI Séquences spécifiques MALDI
AGIEIFVVVVGPQVNEPHIR FIDNLR
CPDYTCPITFSSPADITILLDSSASVGS
HNFETTK GDEGPPGPEGLR
DAEEVISQTIDTIVDMIK GYRGDEGPPGPEGLR

DTTPLSVLCGADIQVVSVGIK
DVFGFVAGSDQLNVISCQGLSQGRP
GISLVK

GLEELLIGGSHLK
GLEELLIGGSHLKENK
GPEGPQGPPGHVGPPGPDECEILDII
MK

GVLYQTVSR
NLVWNAGALHYSDEVEIIR

SDTQRDTTPLSVLCGADIQVVSVGIK
VFSVAITPDHLEPR
VLLFSDGNSQGATAEAIEK
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La tendance est également confirmée (Il faut noter bien str que les 91 peptides identifiés uniquement en
MALDI ne correspondent pas exclusivement aux 3 protéines identifiées uniquement en MALDI de la
Figure 81 : Parmi ces 91 peptides on retrouve des peptides appartenant a des protéines identifiées en

commun.

Ces différentes analyses LC-MS/MS avec deux sources d’ionisation différentes nous ont permis de mettre
en évidence la complémentarité des sources ESI et MALDI. Ces analyses montrent également la capacité
du couplage LC-MALDI TOF/TOF permettant d’obtenir des résultats de qualité proche au couplage
LC-ESI LIT/FTICR.

IV.11.4 Comparaison 2D-LC-MALDI TOF/TOF vs. 2D-LC-ESI-FTICR

Afin de compléter cette série d’analyses nous avons voulu travailler sur des mélanges de plus haute gamme
dynamique qui nécessitent d’optimiser la séparation en amont. Nous avons ajouté une dimension
supplémentaire en réalisant une chromatographie bidimensionnelle SCX-RPLC (Echange de cation et
polarit¢ de phase reverse). Cette séparation chromatographique permettant la séparation d’un grand
nombre de peptides va nous permettre d’identifier et de comparer les peptides et les protéines validées

avec chaque mode d’ionisation.

Nous avons analysé en 2D-LC-MALDI-TOF/TOF et 2D-LC-ESI-FTICR un échantillon de stratum
cornenm plantaire (échantillon de peau de la corne de pied). Ce type d’échantillon est tres riche en kératines,
et pour lever le probleme de gamme dynamique la séparation bidimensionnelle s’est avérée indispensable.

En effet en 1DLC plus de la moitié¢ des protéines identifiées sont du type kératine.

Afin d’étre dans les mémes conditions nous avons réalisé une séparation en mode « off-line », avec dans
un premier temps une collecte des différentes fractions issues de la lere dimension correspondant a la
séparation par échange de cations. Chaque fraction est ensuite réinjectée dans un systeme

chromatographique RP soit pour une analyse en ESI, soit pour une analyse en MALDI.

Cette analyse nous a permis d’identifier et valider 99 protéines au total en électrospray et 76 protéines au
total en MALDI avec 52 protéines en commun (voir Figure 85). Pour les peptides nous avons 487
peptides identifiés en électrospray et 415 peptides identifiés en MALDI avec 213 peptides communs (voir
Figure 806). L’analyse différentielle des protéines nous permet de grouper les protéines exclusivement

identifiées pour chaque mode d’ionisation.
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Figure 85 : Distribution des protéines identifiées en 2DLC MS/MS (MALDI = MALDI-TOF/TOF, ESI = ESI-
LIT-FTICR)

Figure 86: Distribution des peptides identifiés en 2DLC MS/MS (MALDI = MALDI-TOF/TOF, ESI = ESI-LIT-
FTICR)

Ici aussi nous avons constaté une bonne répartition des identifications tant au niveau protéique qu’au
niveau peptidique comme illustré par les diagrammes de Venn des Figure 85 et Figure 86, ce qui vient

confirmer la complémentarité des deux approches.

IV.11.5 Analyses des caractéres physico-chimiques dans le cadre de la comparaison
ESI/MALDI

Les résultats présentés ci-dessus confirment la complémentarité des modes d’ionisation ESI et MALDI.
Afin de comprendre quels parametres physico chimiques pouvaient influencer Iionisation des peptides,
nous avons réalisé différentes comparaisons en fonction de paramétres tels que la longueur de séquence, la

masse, le pl.

IV.11.5.1 Longueur de la séquence peptidique

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps a l'influence du nombre d’acides aminés que
comporte la séquence de chacun des acides aminés identifiés pour chacun des modes d’ionisation. Les
deux graphiques suivants présentent la répartition des peptides en fonction du mode d’ionisation et du
nombre d’acides aminés composant leur séquence, pour deux types d’échantillons : le mélange protéique

E. Coli (Figure 87) et le mélange protéique de stratum cornenm humain (Figure 88).
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Figure 87: Distribution du nombre de peptides identifiés en fonction de la longueur de séquence de chaque peptide
selon le mode d’ionisation. (Peptides issus du mélange E.co/ en LC1D, MALDI = MALDI-TOF/TOF, ESI = ESI-
LIT-FTICR)
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Figure 88 : Distribution du nombre de peptides identifiés en fonction de la longueur de séquence de chaque peptide
selon le mode d’ionisation. (Peptides issus du mélange de Stratun cornenm en LC2D, MALDI = MALDI-TOF/TOF,
ESI = ESI-LIT-FTICR)

Les deux exemples ci-dessus nous montrent la distribution des peptides identifiés en ESI ou MALDI
selon la taille de la séquence. Nous remarquons que la distribution des peptides est centrée sur des

séquences plus longues en ESI. Seul 'ESI permet d’identifier les peptides comportant plus de 28 AA. A
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inverse les peptides de petite taille micux identifiés en MALDI. En dessous de 10 AA il y a une tres forte
proportion des peptides identifiés uniquement en MALDI : 131 peptides détectés en MALDI contre 48 en
ESI, soit plus de 73%. Une premiere explication est la formation d’ions doublement ou triplement chargés
en ESI, ce qui permet une efficacité de fragmentation supéricure car 'apport d’énergie nécessaire pour la
fragmentation est inférieur. A linverse en MALDI les ions de petite taille peuvent étre détectés plus
facilement sous la forme d’ions monochargés. La gamme de masse sélectionnée pour chacun des appateils
a également son importance dans la détection de certaines espéces. En effet la limitation minimale a 700
Da pour le MALDI permet d’éviter de saturer le détecteur avec les clusters de matrices et autres
contaminants de basse masse. La limitation inférieure en ESI est fixée a 450 Da, pour éliminer les
contaminants de type polydimethylsiloxane qui pourraient saturer la trappe d’ions d’especes sans intéreét,
ce qui correspond a une limite inférieure plus grande en terme de masse moléculaire (900 uma en ESI et
700 uma en MALDI) et peut jouer un role pour la discrimination en basses masses dont il faut tenir

compte.

IV.11.5.2 Acides aminés en position C-terminale

Afin de vérifier I'influence de la nature du résidu C-ter des différents peptides nous avons comparé pour
chacun des modes d’ionisation le pourcentage de peptides possédant une lysine ou une arginine en

position C-ter.
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M Lysine

pourcentage de peptides
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Figure 89 Pourcentage de peptides possédant une lysine ou d’arginine en position C-terminale en fonction du type
d’ionisation (Combinaison de 'ensemble des peptides présentés lors des analyses précédentes E.coli, Stratum corneum
et soutis)

L’ionisation MALDI semble légerement plus favorable pour les peptides ayant une arginine C-terminale

(avec en moyenne 72% des peptides identifiés uniquement en MALDI contre 41% pour I’ESI)
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contraitement a I'ESI qui semble plus sensible aux peptides ayant une terminaison lysine (avec en

moyenne 58 % des peptides identifiés uniquement en ESI contre 28% en MALDI).

Cette observation est en accord avec les études publiées précédemment (Mollé et al. 2009 ; Bodnar et al.

2003)

IV.11.5.3 Point isoélectrique des différents peptides ESI et MALDI

La méme comparaison a également été réalisée afin de déterminer I'influence du point isoélectrique des

peptides détectés en MALDI et des peptides détectés en ESI.

Pour chacun des modes d’ionisation nous avons déterminé le pourcentage de peptides correspondant aux

différents points isoélectriques des peptides.
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Figure 90 : Pourcentage de peptides ESI et MALDI en fonction du point isoélectrique calculé de 'ensemble des

échantillons analysés.

Au vu des résultats des points isoélectriques des peptides identifiés selon le mode d’ionisation il semble

que les peptides possédant un pl supérieur a 6 s’ionisent plus difficilement en ESI qu’en MALDI.
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IV.11.5.4 Répartition des masses en fonction de ’ionisation
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Figure 91:Pourcentage de peptides ESI et MALDI en fonction de la masse des peptides en Da.

Le graphique présenté ci-dessus nous montte le profil spécifique des peptides ESI et MALDI en fonction
des masses des peptides. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenu en tenant compte du nombre de
résidus inclus dans la séquence de chaque peptide. Ainsi, on y remarque une présence de hautes masses
exclusivement pour les peptides identifiés en ESI. La gamme de masse pour ces peptides est de 900 a
4300 Da. Pour les peptides ionisés en MALDI on remarque une majorité de peptides dans les basses
masses avec une gamme de masse allant de 700 a 2300. Cette différence notable de masse pour ces
peptides peut s’expliquer par le mode d’ionisation, en effet la possibilité d’obtenir des ions multichargés
permet d’obtenir des ions de haute masse contrairement a Iionisation MALDI qui permet I'obtention
majoritaire d’ions monochargés. Avec cette charge unique il est plus difficile d’obtenir une bonne
fragmentation pour les « gros » peptide. Enfin il faut remarquer que la distribution ici est plus régulicre et

il semble que la masse plus que le nombre de résidus soit importante pour réaliser une discrimination

ESI/MALDL
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IV.11.5.5 Répartition du nombre d’éléments basiques selon le mode d’ionisation.
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Figure 92:Pourcentage de peptides ESI et MALDI en fonction du nombre d’éléments basique des peptides.(Etude
des peptides d’E.co/i)

L’influence des éléments basiques des peptides semble également jouer un réle dans le phénomene
d’ionisation des peptides. En effet on remarque un nombre d’éléments basiques plus faible en ESI et une

tendance contraire en MALDI.

IV.11.5.6 Répartition de la charge nette positive et négative selon le mode d’ionisation

Dans le but de déterminer les différents facteurs entrainant une ionisation préférentielle en MALDI et ESI
nous avons également calculé les charges nettes positives et négatives de chaque peptide spécifique des

modes d’ionisation. Le résultat de cette analyse est présenté figures 92 et 93.
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Figure 93:Pourcentage de peptides ESI et MALDI en fonction de la charge nette positive.
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Figure 94:Pourcentage de peptides ESI et MALDI en fonction de la charge nette négative.

En observant ces deux graphiques nous remarquons que la charge nette positive a une influence
nettement plus marquée sur Iionisation des peptides ESI et MALDI 2 la différence de la charge nette

négative qui présente une une influence moindre sur la différence des peptides ESI/MALDL

IV.11.5.7 Répartition de P'accessibilité aux solvants en fonction du mode d’ionisation.
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Figure 95:Pourcentage de peptides ESI et MALDI en fonction de Paccessibilité au solvant > 30A.
Les différents parameétres présentés ci-dessus confirment la présence de facteurs physico-chimiques

discriminants et entrainant une ionisation préférentielle des peptides selon le mode d’ionisation utilisé. Les

facteurs tels que la masse, le pl, le nombre d’éléments basiques, la charge nette positive et 'accessibilité au
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solvant permettent d’observer une différence entre les peptides uniques spécifiques de Ilonisation MALDI

et les peptides uniques spécifiques de I'ionisation ESI.

Outre ces parametres, 545 parametres restant sont calculés et vont conduire 4 une analyse statistique plus

poussée.
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V Discussion

Dans le but d’identifier les partenaires des formes fibrillaires de ’Af 1-42, nous avons utilisé un test de co-
précipitation entre des fibrilles d’AB 1-42 synthétiques et des protéines extraites de synaptosomes de rats

(Lorenzo et al., 2000, Verdier et al., 2005).
Modéle expérimental.

Apres les premiéres expériences de mise au point, nous avons réalisé ce test sur des protéines provenant
de 6 échantillons indépendants. Chacun de ces échantillons a été testé en triplicat analytique. Nous avons
validé toutes les protéines ayant un score MASCOT supérieur a 30 et identifiées par au moins 2 peptides.
Afin d’identifier les protéines spécifiquement liées a I’Af fibrillaire, un controle négatif a été utilisé. Celui-
ci consistait a réaliser le méme test de co-précipitation en incubant les protéines extraites des
synaptosomes de rats avec de la beta-cristalline fibrillaire. Ces fibres de B-cristalline sont constituées
d’aggrégats sphériques d’'un diametre de 20 nm, apparaissant comme un « collier de billes » non ramifié
d’une longueur maximum de 800 nm de long (Meehan et al,, 2004). Au contraire, les fibres d’Af
s’assemblent sous forme de protofibrilles de 3-4 nm de diameétre, qui vont s’assembler en fibres non
branchées de 7 a2 10 nm de diametre et d’une longueur de quelques micrometres (Verdier et al., 2005).

Notre témoin négatif consiste donc en fibres n’ayant aucune séquence commune avec PAB 1-42.

Dans notre modele, nous avons incubé ces fibres avec des protéines extraites de synaptosomes de rats,
AR étant décrite comme étant synapto-toxique (Selkoe et al., 2002). Les synaptosomes ne sont pas des
organelles a proprement parler, mais des sacs membranaires artificiels contenant des composants
synaptiques, utilisés trés souvent pour étudier la transmission synaptique. En effet, ils contiennent la
terminaison synaptique complete, y compris des mitochondties, les vésicules synaptiques, la membrane
post-synaptique et la densité post-synaptique (Bai et Witzmann, 2007). Notre protocole de fractionnement
subcellulaire avait également comme objectif d’augmenter la proportion de protéines membranaires dans
la solution incubée avec I’Af (Stevens et al., 2003). En effet, il a été rapporté que la méthode sur gradient
de densité de sucrose produisait la plus forte proportion de protéines membranaires parmi les autres
méthodes d’isolement de protéines (Roth et al., 1981). I’AB étant dans un compartiment extracellulaire
nous avons cherché a augmenter cette proportion de protéines cas nous avons supposé qu’elle se lierait en
premier avec des protéines membranaires ou sécrétées. Ces protéines sont donc celles dont I'interaction

avec I’A a le plus de chances d’avoir une signification patho-physiologique.
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Dans un premier temps, nous considérons les protéines validées dans au moins une analyse, pour 'un des
échantillons incubés avec ’AB, et qui ne sont jamais identifiées dans le témoin négatif. En tout, 172

protéines ont ainsi été identifiées.

11 a été démontré que les fibres d’Af peuvent interagir avec un grand nombre de protéines solubles. Il a
été proposé que, suite a Iinteraction entre les fibres d’A 25-35 et les protéines solubles, ces protéines
pourraient former des aggrégats amorphes et co-précipiter avec les fibres d’amyloide (Konno, 2001). 11 est
également possible que le mauvais repliement des protéines induit par les fibres d’Af initie 'agrégation et
la précipitation des protéines solubles en raison de la plus forte tendance des protéines non-repliées a
s’agréger (par rapport aux protéines repliées) (Fink, 1998). Ces deux mécanismes, proposés par ’Af 25-35,
pourraient évidement étre valables pour AR 1-42 utilisé dans le présent travail. L’implication
physiologique de ce mécanisme serait que les fibrilles I’AB pourraient interférer avec un grand nombre de

systemes biologiques en interagissant avec différents partenaires moléculaires.

Cependant, il faut aussi considérer ’hypothese que I'interaction des protéines avec les fibrilles d’amyloide
aurait un réle protecteut, cette adhésion modifiant les propriétés de surface des fibrilles et réduisant leur
toxicité (Konno, 2001). Il a été démontré que l'interaction des fibrilles d’AB avec des protéines de type

trans-glutamase avait un effet sur la structure des fibrilles (IKKonno et al., 2005).
Protéines identifiées

Pour présenter nos résultats, nous pouvons classer les 172 protéines identifiées en cinq groupes, en

fonction de leur localisation cellulaire :

e Ta mitochondrie

e Le réticulum endoplasmique
e Le cytoplasme

e La membrane plasmique

o I milieu extracellulaire

Protéines mitochondriales

11 est maintenant bien établi que le dysfonctionnement de la mitochondrie induit par ’AB est associé avec
la perte de transmission synaptique et 'apoptose dans la MA (Hashimoto et al., 2003). En particulier, il a
été montré que les mitochondries synaptiques subissent de multiples dysfunctions dans la MA, dont
Paccumulation d’AB, une augmentation du stress oxydatif, une diminution de la respiration cellulaire et

une réduction de la capacité a capter les ions calciums. Il est intéressant de noter que ces phénomenes sont
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tres précoces dans la MA, et apparaissent pour les mitochondries synaptiques avant d’apparaitre pour les

mitochondries non-synaptiques (Du et al., 2011).

A notre connaissance, il n’existe aucun travail montrant une interaction directe entre les fibres d’AB et les
mitochondries, les fibres étant extracellulaires. Cependant, chez des patients atteints de la MA, ’APP
comme A sont retrouvés dans la mitochondrie. Le site de liaison de A a été identifié comme étant
I’alcool dehydrogenase, dans la matrice de lorganelle (Baloyannis, 2011). De plus, le blocage de la
production d’énergie mitochondriale a pour effet de déplacer le catabolisme de PAPP vers la production

d’AB Mecocci et al., 1990).

Il est maintenant bien établi qu’il existe une interaction entre ’Af et les mitochondries. Les protéines
identifiées dans ce travail (co-purifiées avec les fibres d’AB) doivent étre considérées, avec beaucoup de

prudence, comme des protéines candidates pouvant lier des non-fibrillaires de PA.

Les différentes protéines mitochondriales identifiées dans ce travail peuvent étre classées en fonction des

voies métaboliques dans lesquelles elles sont impliquées.

Les protéines de Ia phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative ou chaine respiratoire est une succession d’oxydo-réduction avec de
nombreux échanges de protons, qui ont pour but la production I’ATP. Ces complexes sont au nombre de

cing.

Il est remarquable que les protéines que nous avons identifiées soient impliquées dans ces différents

complexes :
La NADH ubiquinone réductase ou complexe I :

Les protéines NDUV3, NDUAB, NDUS6 ¢t NDUAS5 font partie du complexe NADH ubiquinone
réductase ou complexe 1. Ce complexe qui est le plus gros complexe de la chaine respiratoire permet la
réaction d’oxydation du NADH formé au cours du cycle de Krebs en NAD+ ainsi que la réduction du
FMN en FMNH: , qui dernier réduit 'ubiquinone. Le complexe I permet le transfert des protons de la

matrice vers espace intermembranaire, il s’agit du point d’entrée des électrons dans la chaine respiratoire.
La succinate Q réductase ou complexe 1I :

Les protéines DHSA et DHSB font partie du complexe succinate Q réductase, également appelé
complexe II. Ce complexe permet loxydation du succinare en fumarate, les hydrogenes récupérés

permettent la réduction du coenzyme Q de la membrane interne mitochondriale en coenzyme QHo,

Le cytochrome ¢ réductase cytochrome b ¢l ou complexe I1I
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Le complexe III dans lequel on retrouve les protéines UCRI et QCR6 permettent 'oxydation du

coenzyme QH» en coenzyme Q.
Le cytochrome ¢ oxydase ou complexe IV

Les protéines COX5B, COX2, CX6C2, CX6A1 font partic du complexe IV qui permettent 'oxydation du

cytochrome c ferreux en cytochrome c ferrique en présence d’Oz permettant sa réduction HxO.
I’ATP synthase ou complexe V

Enfin, nous avons identifié la protéine ATP5], qui fait partie du dernier complexe de la phosphorylation

oxydative, en permettant la phosphorylation des molécules I’ADP en ATP.

Plusieurs études ont montré des modifications de la phosphorylation oxydative dans le cadre de la maladie

d’Alzheimer.

L’incubation de neuroblastomes humain avec de ’AB 1-42 augmente le relargage d’adenylate kinase, une
enzyme mitochondriale relarguée apres 'apparition de pores dans la membrane mitochondriale, mais
n’induit pas de fragmentation de PADN mitochondrial, suggérant que les mécanismes de mitotoxicité et

de cytotoxicité impliquent un découplage de la chaine respiratoire (Tillement et al., 2011).

Les protéines du complexe d’importation des protéines mitochondriales

Parmi les potentiels partenaires du peptide AB nous avons identifi¢é des protéines mitochondriales
permettant 'import des protéines cytosoliques dans la mitochondrie. La présence de ces complexes est
due au fait que seules quelques protéines mitochondriales sont codées par le génome de la mitochondrie,

la grande majorité des protéines est importée depuis le cytosol par des complexes spécifiques.

11 a été décrit que le peptide AB 1-42, qui n’est pas produit par la mitochondrie, se retrouve a I'intérieur de
celle-ci, et qu’il affecte les fonctions mitochondriales. Des travaux menés sur des rats ont montré que le
mécanisme d’import de 'AB 1-42 et 1-40 sous forme non fibrillaire dans les mitochondries faisait
intervenir le complexe TOM (Hanson Petersen et al., 2008). Nous avons précisément retrouvé certaines
protéines de ce complexe, ce qui suggere que les formes fibrillaires et non fibrillaires de ’AB pourraient

avoir des partenaires communs.

Les protéines TOM70 et TOM22 font partie du complexe protéique des translocases de la membrane
externe mitochondriale. Ce complexe est composé de 7 protéines Tom 5, Tom 6, Tom 7, Tom 20, Tom
22, Tom 40 et Tom70. Le complexe TOM est constitué de trois groupes : des récepteurs (formé par les
protéines Tom 20, Tom 22 et Tom 70), un tunnel d’entrée formé par Tom 40, le tout associé aux trois

protéines Tom 5, Tom 6 et Tom 7 (Dietmeier et al. 1997) (Van Wilpe et al. 1999).
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La protéine TIM44 fait partic des translocases de la membrane interne mitochondriale. 11 est composé de
4 complexes Tim 23, Tim 22, Pam (Presequence translocae-Associated Motor) et Oxa. La protéine TIM44
est une sous unité du complexe PAM et intervient dans le phénomene de translocarion des protéines

permettant leur entrée au sein de la matrice mitochondriale.

La protéine SAMB50 est une protéine de la membrane externe mitochondriale, elle fait partie du complexe
SAM (Sorting and Assembling Machinery) comprenant SAM50, SAM35 et SAM37. Ces 3 protéines
permettent I’assemblage des protéines de la membrane externe des mitochondries (Kozjak et al. 2003),

apres passage par le complexe TOM.

Les protéines de fusion

Nous avons identifié deux protéines de fusion, la mitofusine 2 (Mfn2) et ’Optic Atrophy 1 ou
dynamin-like protein (Opal). Les protéines de fusion permettent a la mitochondrie de fusionner apres
sa division (qui est indépendante de celle de la cellule), ce qui permet le renouvellement de la

mitochondrie.

11 a été montré qu’il y a dans la MA une dynamique anormale du #n-over des mitochondries, qui se traduit
par des changements dans les taux d’expression de OPA1, Mfnl, Mfn2 et DLP1, et une redistribution des
mitochondries dans les axones des neurones. Ces observations peuvent étre induites par 'administration a
des cultures primaires de neurones d’oligomeric amyloid-beta-derived diffusible ligands (ADDLs) (Wang et al.,
2009). En partant de ’hypothése que les fibres I’AB et les ADDLs puissent lier des partenaires communs,
nos résultats soulignent I'intérét d’étudier une interaction directe entre les protéines de fusion, dont OPA1

et Mfn5, et ’AB sous forme oligomérique.

Les protéines liant le calcium

Nous avons identifié deux protéines mitochondriale liant le calcium au sein de la mitochondrie, la
Calcium-binding mitochondrial carrier ct de la Calcium uptake protein 1. Ces deux protéines sont
nécessaires a ’lhoméostasie du calcium dans la mitochondrie. En effet, la calcium uptake protein 1 permet
de contrdler I'entrée de calcium dans la mitochondrie. (Baughman et al. 2011). Ces protéines ont une
importance fondamentale sachant que le calcium mitochondrial régule le métabolisme oxydatif, active
trois déshydrogénases du cycle de Krebs, la pyruvate déshydrogénase, lisocitrate déshydrogénase et la o-
cétoglutarate déshydrogénase. L’augmentation de Ca2+ dans la matrice mitochondrial augmente la
synthese d’ATP, mais un déreglement de ’lhoméostasie du calcium entrainant une forter concentration de
calcium induit une mort cellulaire (Nous avons également identifié une protéine, la Leucine zipper-EF-

hand-containing transmembrane protein 1 (Letm1), qui joue un r6le clé dans ’'homéostasie du calcium
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mitochondtial puisqu’elle joue un role d’antiporteur Ca2+/H+ dans la membrane interne mitochondriale

(Jiang et al., 2009).

The mammalian homolog of one Drosophila gene identified in the screen, Letml, was found to
specifically mediate coupled Ca2+/H+ exchange. RNAi knockdown, overexpression, and liposome
reconstitution of the putified Letml protein demonstrate that Letml is a mitochondrial Ca2+/H+

antiporter.

Au niveau de la cellule, il a été démontré que I’AB peut affecter ’'homéostasie en ions Ca2+ de différentes
manieres, en particulier dans les dendrites des neurones, pres des dépots d’AB. Les oligomeres d’AB
induisent une entrée de Ca2+ dans les neurones, puis dans les mitochondries, ainsi quun transfert massif
de Ca2+ depuis le RE vers les mitochondries. Ces résultats sont cependant a considérer avec prudence en
raison de la difficulté a étudier la distribution subcellulaire du Ca2+ et des altérations de morphologie des
mitochondries dans différents modeles de la MA (voir Contretas et al., 2010 pour revue). Le mécanisme
suivant expliquant cette accumulation de calcium a été proposé : le peptide AP formerait in vitro comme
in vivo un complexe avec la cyclophiline D, provoquant 'ouverture des mPTP induisant une entrée de

calcium dans la mitochondrie, et finalement les atteintes neuronales (Yua et al., 2009).

Autres protéines mitochondriales

e ABAD

La 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 ou ABAD (Amyloid Binding Alcool Deshydrogenase) a
également été identifiée. Cette protéine fait partie de la famille des déshydrogénase/réductase a chaine
courte. Son activité enzymatique entraine la réduction des cétones, des aldéhydes et 'oxydation des alcools
et des hormones stéroides. Elle intervient dans la béta oxydation des acides gras qui est I'autre voie de

production d’énergie de la mitochondrie.

11 est établi que la liaison de ’AB avec la protéine ABAD constitue le lien direct entre le peptide amyloide
et la toxicité mitochondriale. AB interagit avec ABAD, dans des modéles de soutis transgénique et dans le
cerveau de patients atteints de la MA. Au niveau moléculaire, la liaison de I’AB avec ABAD induirait une
déformation substantielle de son site actif, qui empécherait la liaison de la nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD) (Lustbader et al., 2005). Chez des souris transgéniques sur-exprimant 'APP,
I'inhibition de I'interaction AB-ABAD avec des peptides protege des dysfonctionnements mitochondriaux
en augmentant la consommation d’oxygene et I'activité des enzymes de la chaine respiratoire, réduit le

stress oxydatif mitochondrial et augmente la mémoire spaciale (Yao et al., 2011).

L’interaction biochimique entre les fibres d’AB et ABAD confirme que les formes fibrillaires et non

fibrillaires de ’AB ont avoir des partenaires communs.
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Adenylate kinase 4

Les adenylates kinases ont font partie de la famille de nucleoside monophosphate kinase (NMKs), les
adenylates kinases sont au nombre de 5 (AK1, AK2, AK3, AK4, AKS5). Elles sont retrouvées dans les
organes nécessitant un taux élevé d’énergie tel que le cerveau, le cceur ainsi que les tissus musculaires. Le
role de cette enzyme est primordial au sein de la cellule, elle permet de maintenir ’homéostasie du
métabolisme nucléotidique a travers la réaction réversible 2 ADP <-> ATP+AMP (Noda et al., 1973 ;
Schultz et al., 1989). Nous avons identifié 'adenylate kinase 4 parmi les protéines co-précipitées avec les
fibrilles d’AB. A notre connaissance, l'interaction entre 'AB et cette protéine sur-exprimée dans

I’hippocampe de patients atteints de la MA (Sultana et al., 2007) n’a pas été décrite.

e Monoamine oxidases A et B

Ces enzymes ont pour fonction la déamination oxydative des amines. Leur role au sein de la cellule est tres
important car elles interviennent dans de nombreux processus tels que la différentiation cellulaire et
I'apoptose (Toninello et al. 2004) (Nagatsu et al. 2000) (Fitzgerald et al. 2007). Elles sont situées au niveau
de la membrane externe des mitochondries et sont largement présente dans I'ensemble des cellules. Ces
deux enzymes ont pour substrats communs la dopamine, ’adrénaline, la noradrénaline et la tyramine. Ce
qui différencie les deux monoamines oxydases sont les substrats métabolisés : la monoamine oxydase A
métabolise la sérotonine alors que la monoamine oxydase B métabolise la 3 phenylethylamine, le

benzylamine et le methyl-histamine.

La monoamine oxidase A est impliquée dans la neurodégénération par la formation de peroxyde
d’hydrogéne comme métabolite du métabolisme des neurotransmetteurs aminergiques, dont la serotonine
et la dopamine. S’il n’est pas détoxifié par le systeme antioxydant comme la glutathione peroxidase, le
H202 peut étre converti en radicaux hydroxyls qui peuvent initier la peroxidation des lipides et la mort
cellulaire. Ce mécanisme est exacerbé lorsque les systemes antioxidants fonctionnent moins bien, comme
dans la MA (Crack et al.,, 2006). 1l a également été montré que 'augmentation de la concentration en
calcium augmente 'activité de la monoamine oxidase A et la génération des radicaux libres (Cao et al.,

2007).

Protéine du réticulum endoplasmique

Une seule protéine du réticulum endoplasmique a été identifiée, il s’agit de la Calcium transporting
ATPase ou SERCA (Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca2* ATPase). Cette protéine est une pompe

intracellulaire du calcium comprenant trois parties un domaine cytoplasmique représentant 70% de la
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protéine qui porte activité catalytique, un domaine transmembranaire qui constitue le canal permettant le
passage des ions calcium et un domaine présent au niveau de la lumiére du réticulum endoplasmique. Le
domaine transmembranaire est impliqué dans la fixation du calcium entrainant la translocation du calcium
du cytoplasme vers le réticulum. Afin de réaliser cette entrée au sein du réticulum endoplasmique de PATP

est nécessaire, cet ATP permet a la SERCA de transporter un deux ions calcium.

11 a été montré que ’AB potentialise le relargage intracellulaire du Ca2+ contenu dans le RE induit par un
challenge 4 la nicotine ou a la cafféine, et que cette potentialisation disparait en présence d’un inhibiteur de
la pompe SERCA. Ces résultats suggerent que la dérégulation de la concentration de Ca2+ intracellulaire
induite par ’AB 1-42 implique les réserves intracellulaires de Ca (RE, mitochondries) qui sont controlées

pat les pompes SERCA (Chin et al., 2000).

Ces données et nos résultats soulignent I'intérét de ’étude d’une interaction directe entre les formes non

fibrillaires de ’AB et la protéine SERCA.
Protéines du cytoplasme

e La protéine Tau

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par la présence de dépdts amyloides et d’amas neurofibrillaires
intraneuronaux constitués de la protéine associée aux microtubules Tau, suivis d’une perte des synapses et
des neurones (Selkoe, 2002). Bien que ’hypothese de la cascade amyloide pointe le role central du peptide
AB, il a été établi que la protéine Tau, sous sa forme hyperphosphorylée, a role indispensable dans la
pathogénie et la progression de la MA (Vossell et al.,, 2010). Cependant, s’il est établi que la forme
fibrillaire de ’AB 1-42 a un effet toxique sur la structure du cytosquelette dans le cerveau de patients
atteints de la MA, il ne semble pas que ces fibrilles participent directement a ’hyperphosphorylation de
Tau (Lain et al., 2005). De plus, les études histologiques ont montré une synergie entre les plaques
amyloides et les amas neurofibrillaires (Delacourte et al., 2002). IAB et la protéine Tau co-localisent dans

les synaptosomes de modeles de la MA (Fein et al., 2008).
Différents mécanismes sont avancés pour expliquer la neurotoxicité induite par Tau.

Tandis que Tau assemble et stabilise les microtubules, la forme hyperphosphorylée de Tau séquestre la
forme normale, ainsi que MAP1 et MAP2, et perturbe I'organisation des microtubules (Li et al., 2007).
L’hyperphosphorylation anormale de Tau, qui peut étre générée par la catalyse de différentes
combinaisons de protéines kinase, favorise son mauvais repliement, diminue son turn-over et son
assemblage en filaments. Cette désorganisation des micotubules participe probablement 4 un mauvais flux

axonal et conduit a une dégénération lente du transport rétrograde et une perte de connectivité des

neurons affectés (Igbal et al., 2009).
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Un déficit mitochondrial aggravé a été observé chez des souris transgéniques APP/PS/Tau ayant a la fois
des plaques et des amas neurofibrillaires, comparativement a des souris sur-exprimant Tau ou 'APP seuls
(Rhein et al., 2009). Ces résultats suggerent que Tau et PAB cooperent ou agissent en synergie pour

provoquer un effet mitotoxique (Amadoro et al., 2011).
e La protéine MAP 2

Nous avons également identifié la protéine MAP2. Nous avons vu que cette protéine pouvait étre
séquestrée par Tau, qui elle-méme aurait la capacité de lier PAB, la question de savoir si la liaison entre

IPAB et MAP2 est directe ou indirecte (les deux protéines liant Tau) mérite donc d’étre étudiée.

Il a été montré que les protéines neuronales MAP2 et Tau interagissent avec les microtubules, I'actine et
les filaments intermédiaires via une région homologue nommée MTBR (C-terminal microtubule binding
region) (Di Noto et al., 1999). L’hypothese selon laquelle ’AB pourrait lier cette séquence homologue

mérite d’étre étudiée.
e I.a calcineurine

La calcineurine (CaN) ou protéine phosphatase IIB ou sérine/thréonine phosphatase est une
protéine de la famille des protéines calmoduline dépendante. Elle est composée d’une sous unité
catalytique (CnA) sur laquelle se fixe la calmoduline d’une sous-unité régulatrice (CnB) sur laquelle se fixe

le calcium.

Une des fonctions de CaN est de déphosphoryler Tau. Il a été proposé que le stress oxydatif induit par
I’AB augmente la production d’espéces oxygénées réactives, ce qui résulterait en une sur-expression d’un
inhibiteur de CaN nommé RCANI. Cette protéine inhiberait donc Can et induirait expression de

GSK3B, ces deux mécanismes conduisant a hyperphosphorylation de Tau (Llorret et al., 2011).

Par ailleurs, il a été montré que les formes solubles oligomériques d’AB sont capables d’activer CaN, qui
va a son tour activer le facteur de transcription nucléaire des cellules T activées (NFAT). Cette activation
aura pour conséquence d’induire une dystrophie des neurones et une baisse du nombre de dendrites (Wu

et al,, 2010).
Protéines de la membrane plasmique
e Rabphilin-3A

11 s’agit d’une protéine liant le calcium et les phospholipides, que 'on retrouve dans les membranes pré-
synaptiques (Mizoguchi et al., 1994 ; Chung et al., 1995) Elle stimule d’exocytose, et possede également un
role dans 'endocytose, probablement en interagissant avec une petite protéine G nommée rabaptine-5

(Ohya et al., 1998).
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Il a été suggéré que la Rabphilin-3A joue un réle dans la phase tardive de la LTP (long term potentialisation).
En effet, la rabphilin-3A est phosphorylée aprés stimulation de la LTP, et Iinhibition de cette
phosphorylation empéche la mise en place de la LTP (Capron et al., 2007).

II est bien établi que ’AB synthétisé chimiquement, sous sa forme soluble contenant des oligomeres,
perturbe la plasticité synaptique provoquant une inhibition de la LTP et une augmentation de la LTD

(long term depression) de la transmission glutamatergenique (voir Odrenjcack et al., 2010, pour revue).

La phospholipase C

Cette enzyme transmembranaire clive les liaisons ester des phospholipides. Apres activation de celle-ci par
la protéine G, la phospholipase transforme le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) présent au
niveau de la membrane plasmique en deux molécules, le diacylglycérol (DAG) et linositol 1,4,5
triphosphate ou récepteur IP3. Cette libération de ces deux molécules entraine lactivation des canaux

calciques du RE permettant une augmentation des taux de calcium dans la cellule.

11 a été démontré qu’un mécanisme de la toxicité induite par les formes oligomériques d’AB implique la
phospholipase ¢, qui, selon la voie présentée, va provoquer le relargage dans le cytosol des réserves de

Ca2+ contenue dans le RE, provoquant 'apoptose des neurones (Resende et al., 2008).

11 poutrait donc étre utile de tester si une liaison de ’AB avec la phospholipase ¢ pourrait étre a I'origine

de cette libération de Ca2+.

Signification des résultats obtenus

Nos travaux ont été menés dans l'objectif d’identifier des partenaires possibles des fibrilles I’AB. Pour
cela, un systeme utilisant un test de co-précipitation entre ces fibrilles et des protéines extraites de
synaptosomes de rats a été utilisé (Verdier et al., 2005). Ce test permet de mettre en évidence une

interaction biochimique.

Nous constatons tout d’abord que beaucoup de protéines identifiées dans le travail de Verdier et al., 2005,
n’ont pas été identifiées dans ce travail comme étant liées spécifiquement a ’AB, alors que les méthodes
utilisées sont a priori plus sensibles que celles du travail initial. Pour la plupart de ces protéines, ceci est dit
au fait qu’elles ont été identifiées a la fois dans I’échantillon obtenu avec I’AB et dans I’échantillon obtenu
avec la cristalline. Une quantification différentielle permettrait d’augmenter le nombre de candidats. Ainsi,
une protéine ayant une affinité par exemple 100 fois supérieure pour 'AB que pour la cristalline n’est

considérée dans aucune de ces deux études, alors qu’elle pourrait avoir une signification.

Il est frappant de constater que beaucoup de protéines co-précipitées spécifiquement avec les fibrilles
d’AB proviennent de compartiments intracellulaires (mitochondrie, cytosol, RE...). In vivo, cette
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interaction biochimique n’a que peu de chance de se produire, les fibrilles étant localisées a ’extérieur de la
cellule. La raison de la présence de ces protéines dans notre préparation est liée a la qualité de la
préparation des synaptosomes, qui ne contiennent pas que des protéines membranaires (le protocole
utilisé par Verdier et al,, 2005, que nous avons utilisé pour ces travaux, avait également conduit a

I'identification de protéines non membranaires).

11 reste cependant possible que les protéines identifiées comme interagissant avec la forme fibrillaire de
I’AB puissent également interagir avec les formes non-fibrillaires du peptide. Plusieurs des protéines que
nous avons identifiées ont été décrites comme liant les formes non-fibrillaires de PAB (ABAD par
exemple), ce qui conforte cette hypothese et contribue a justifier I’étude de l'interaction entre les protéines

identifiées dans ce travail et les formes non fibrillaires de PAB.

Dans le cas ou une telle interaction serait mise en évidence, les protéines identifiées constitueraient des
candidats intéressants, d’autant que la plupart d’entre elles entrent assez facilement dans le paradigme
d’une perturbation de I’lhoméostasie du calcium conduisant a apoptose. C’est le cas de la phospholipase

C, la protéine SERCA, des protéines mitochondriales liant le calcium. ..

Les relations entre AR et la neurotoxicité induite par hyperphosphorylation de Tau méritent également
d’étre approfondies. Non seulement nous avons mis en évidence une interaction entre I’AB et Tau ainsi
que MAP, mais nous avons également montré une interaction entre 'AB et la calcineurine, dont la
fonction est de déphosphoryler Tau. Il est extrémement tentant de tester d’une part si cette interaction
pourrait se produire in vivo (avec des formes non fibrillaires de I’AB), et d’autre part si cette interaction
pourrait inhiber I'action de la calcineurine, conduisant progressivement a une hyperphosphorylation de

Tau.
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VI Conclusions & Perspectives

VI.1 D’un point de vue technologique
VI.1.1 Perspectives en MALDI MS/MS

Une application majeure de lionisation MALDI est I'analyse de mélanges complexes par LC-MS et
MS/MS. Les instruments de type TOF-TOF, Q-TOF ou LIT-Orbitrap sont disponibles
commercialement et sont interfacés avec des séparations capillaires en chromatographie en phase liquide
et en électrophorese capillaire, mais la plupart des applications utilisent I'ionisation ESI pour réaliser un
couplage direct entre I’éludt chromatographique et la source du spectrometre de masse. En effet pour
réaliser une interface LC-MALDI, les gouttelettes contenant éludt sont mélangées avec la matrice
MALDI, puis déposées séquentiellement sur la surface d’'une cible MALDI, et laissées sécher. La surface
portant ces fractions collectées séchées est ensuite insérée dans la chambre d’ionisation sous vide pour étre
irradiée par le laser. Les protocoles d’analyse en nanoL.C MALDI-MS/MS mis en place au laboratoire
sont désormais fonctionnels et permettent d’atteindre une sensibilité comparable a celle disponible sur les
couplages nanoL.C ESI-MS/MS comme celui étudié dans le cadre de cette analyse avec un appareil de type
LTQ-FT MS. Comme indiqué dans Iintroduction quelques systemes ont été décrits pour un couplage
direct, mais ’avantage d’un couplage dit « off-line » est de permettre de réaliser la collecte des fractions de
Iéchantillon a une vitesse adaptée a la séparation chromatographique, puis de réaliser I'analyse par
spectrométrie de masse a4 une vitesse indépendante des temps de rétention, selon les échantillons, de
maniére a optimiser linformation obtenue sur ces échantillons. Ainsi dissocier temps d’élution

chromatographique et temps d’analyse en spectrométrie de masse s’avere extrémement intéressant.

Par exemple, une séparation LC peut étre intégralement analysée en mode MS simple, afin de mesurer les
masses des peptides et leurs intensités relatives. Ces mesures sont ensuite exploitées pour localiser 'apex
des pics chromatographiques pour I'analyse en mode dit « data-dependent » pour programmer les analyses
en mode MS/MS de fagon globale pout tous les spots obtenus sut la plaque. De plus comme il est rare
que lintégralité de I’échantillon soit utilisée au cours de ces analyses, il est possible de revenir sur un spot

pour réaliser des mesures complémentaires.

En revanche actuellement la rapidité et la sensibilité de ce type de couplage en LC-MALDI n’est pas
significativement meilleures que les analyses conventionnelles en LC-ESI, et la résolution et la précision de

mesures des appareils de type FT-ICR et Orbitrap restent significativement supérieures.

Les travaux récents publiés par le groupe de Vestal montrent que les analyseurs TOF sont en pleine
évolution (Vestal ML Jour Mass Spectrom 2009 44 303-317). De plus un effort important est réalisé sur

les interfaces. Ce groupe annonce la possibilité de travailler avec des configurations utilisant des lasers a
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5kHz pour augmenter le débit d’analyse, et un certain nombre de développements sont en cours avec les
objectifs annoncés suivant : résolution >100000 pour les peptides, erreur de masse <1 ppm, limite de
détection 10 amol, gamme dynamique 105-106, résolution isotopique pour les protéines jusqu’a 30000,

résolution de sélecteur d’ion TIS >4000.

Le principe mis en ceuvre pour le TIS est le suivant. La résolution chute lorsque ’énergie laser augmente.
Ceci est du notamment a une plus grande dispersion de la position et de la vitesse initiales des ions avant
accélération. Cet effet ne peut donc étre corrigé en augmente la distance de vol ou la fréquence du TIS.
Or en mode MS/MS Pénergie requise pour la fragmentation se place bien au-dessus de la valeur idéale qui
est la valeur seuil minimale pour détecter les ions en mode MS. 1 faut donc refocaliser les ions a I'entrée
du TIS. Cest ce qui est décrit dans les travaux du groupe de Vestal (TOF-TOF with high resolution
precursor selection and multiplexed MS-MS, US patent 7838824, VIRGIN INSTRUMENTS
CORPORATION InventorVESTAL MARVIN L, 23 Nov 2010), qui montrent quune résolution

supérieure a 5000 peut étre obtenue sur la gamme de masse 500-6000 Da.

Un autre aspect en plein essor afin d’augmenter le débit d’analyse et de limiter la contrainte du temps
d’analyse des approches multidimensionnelles est la possibilité de réaliser des analyses en mode multiplex.
Ainsi plusieurs précurseurs peuvent étre sélectionnés et fragmentés pendant le méme cycle d’analyse. 11
faut alors attribuer les fragments au bon précurseur. En TOF/TOF une méthode pour réaliser ’analyse
MS/MS en multiplexe est de sélectionner un nombre donné de précurseurs d’intérét 2 chaque impulsion
laser grace au TIS, ce set d’ions peut comporter des précurseurs et les ions fragments associés. Apres
accélération de cet ensemble d’ions avec une source pulsée, il passera dans un second TIS qui permettra
de détecter cet ensemble d’ion dans un second détecteur d’ions. Une partie du spectre de fragmentation
est sélectionnées dans ce second TIS et est transmise vers ce second détecteur alors que le reste des ions
est défléchi vers le premier détecteur. De cette maniére il est possible de séparer physiquement a posteriori
les précurseurs et leurs fragments. Ceci nécessite que les masses de deux précurseurs différent d’au moins
de 2% (TOF-TOF with high resolution precursor selection and multiplexed MS-MS, US patent 7838824,
VIRGIN INSTRUMENTS CORPORATION Inventor : VESTAL MARVIN L, 23 Nov 2010). De plus
il est possible de regrouper les fragments de deux précurseurs de masses distinctes de 1.6% ou moins en
considérant le défaut de masse apparent des fragments et I'intensité relative des fragments en référence a

leur précurseur.

D’autres méthodes de traitements logiciels sont envisageables, comme la recherche itérative des fragments
pour chaque précurseur avec plusieurs passages en éliminant régulierement les fragments identifiés. Il est
aussi possible de modéliser les profils de fragmentation calculés d’apres une premiére recherche afin de
d’identifier spécifiquement ces especes pour discriminer les résultats. Ces approches ne sont pas

spécifiques de la configuration en mode MALDI.
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Nos études avec le MALDI-LTQ/Orbitrap montrent que malgté la difficulté a fragmenter efficacement
les précurseurs monochargés dans une trappe linéaire, il est possible en compensant la trés faible
fréquence du laser installé sur la source MALDI, d’avoir des résultats tres analogues a ceux obtenus avec le
TOF/TOF. Comme montré par Karas (Karas et al. 2011). La combinaison de la résolution et de la
précision en analyse Orbitrap et de lefficacité de fragmentation en mode TOF/TOF est une alternative
puissante aux développements futurs envisagés pour les analyseurs TOF. Cette association requiert pour
étre réaliste une compatibilité des cibles MALDI et des formats de données car les études réalisées pour le
moment consistent soit en un prélevement des spots puis transfert manuel sur 'autre instrument, soit en
un split post-colonne ce qui signifie une perte de la limite de détection globale d’un facteur 2. Par ailleurs
les formats propriétaires des constructeurs entravent énormément la possibilité de combiner simplement

ces analyseurs. Cest la suite envisagée actuellement au laboratoire.

La mise au point de routine informatique pour retraiter les données et interfacer les instruments, ainsi que
les premiers essais avec I’atelier afin de modifier les supports pour obtenir une solution consensus sont en
cours. Lorsque cette configuration sera opérationnelle, application du setup expérimental a ’étude des
partenaires protéiques de I’AB sera finalement finalisée en combinant séparation chromatographique,
analyse FT-MS et fragmentation TOF/TOF-MS/MS. Nous espérons de cette maniére compléter notre

couverture de I’échantillon et augmenter la robustesse de nos analyses différentielles.

Concernant I'analyse parallele d’échantillons utilisant les deux modes d’ionisation ESI et MALDI, les
différents résultats obtenus nous montrent une complémentarité des deux approches. Cette
complémentarité est caractérisée par une différence protéique et peptidique. L’étude des parametres
physico-chimiques des peptides spécifiques de chaque mode d’ionisation nous montre que certains

parametres peuvent influer sur ionisation préférentielle des peptides.

Parmi ces facteurs physico-chimiques on trouve la masse, le pl, le nombre de résidus basiques, la charge
nette positive et I'accessibilité aux solvants. Afin d’exploiter ces premiers résultats une étude statistiques
des 550 parameétres calculés sera nécessaire pour déterminer d’autres facteurs discriminants. I analyse des
échantillons de synaptosomes en LC-MALDI fournira des informations complémentaires aux résultats

obtenus en LC-ESI-LIT-FTICR.
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VI.2 L’interactome de ’A fibrillaire

Perspectives
Les résultats présentés ici montrent que I’AB est un peptide pouvant agir avec une grande variété de

partenaires.

Parmi les candidats, nous avons identifié 11 protéines identifiées de fagon reproductible exclusivement en
présence d’amyloide. Pour ces protéines, et plus particulierement celles qui pourraient avoir un lien assez
direct avec la physiopathologie de la MA, comme la protéine Tau, la phospholipase C, la protéine SERCA

et la calcineurine, il pourrait étre utile de poursuivre cette étude.

Pour cela, il faudrait dans un premier temps valider et caractériser 'interaction biochimique. La premicre
chose a faire serait de vérifier si cette interaction est possible entre ces protéines candidates et des formes
non fibrillaires de I'AP, qui pourraient étre synthétisées chimiquement et purifiées par
immunoprécipitation a la fin de ce test. Une méthode de validation orthogonale de I'identification pourra
aussi étre utilisée, comme un Western blot. Il sera ensuite nécessaire de vérifier si 'interaction est directe

ou indirecte, par exemple avec des études de microscopie électronique ou de microscopie confocale.

Si ces interactions sont confirmées, il sera alors nécessaire d’évaluer les conséquences in vivo de la liaison

des différentes formes d’AB sur I'activité des protéines identifiées.

Pour poursuivre ce travail, il pourrait étre intéressant d’identifier les partenaires des différentes formes
d’AB, qui existent sous des séquences (1-40, 1-42, x-42...) et des structures différentes monomeres,

dimeres, oligomeres).

Une autre facon d’exploiter ce travail serait d’aligner la séquence des protéines identifiées pour trouver des
séquences consensus, comme étant des séquences de liaison de PAB. Cette identification permettrait de
choisir de nouveaux ligands de ’AB, qui pourraient lier le peptide et 'empécherait ainsi de se lier a d’autres

protéines et d’induire des effets négatifs pour la cellule.

Drun point de vue méthodologique, la spectrométrie de masse s’est avérée étre un outil trés puissant dans
la caractérisation des protéines et des peptides. L’utilisation de spectrométres de masse de derniére
génération tels que le FTICR rend l'identification des protéines a la fois rapide et fiable grice a la haute
résolution et la haute précision que présente cet appareil. Le développement de la LC-MALDI, qui est
sans aucun doute une technique d’avenir grace a ses nombreux avantages (complémentarité avec ’ESI,

possibilité d’analyser plusieurs fois le méme échantillon), permet d’élargir la couverture du protéome.
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De plus, analyse protéomique et la spectrométrie de masse permettent de quantifier les protéines dans un
état et dans des conditions données. Le développement des techniques de quantification par marquage
isotopique et I’évolution des spectrometres de masse dédiés a la quantification des peptides et des
protéines permettra de réaliser une quantification de plus en plus précise, ce qui, sur un projet tel que
celui-ci, permettra d’affiner et de compléter les résultats. Notre démarche va dans ce sens, des premiers
essais de quantification sans marquage sont en cours d’essai a la suite de larrivée au laboratoire d’un

spectrometre de masse dédiée a la quantification de type MRM.
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VII Conclusion générale

La purification et identification de partenaires du peptide AP, au cours de ce travail a nécessité de
nombreux développements méthodologiques pour obtenir les résultats les plus fiables. Concernant la
préparation des échantillons, l'utilisation de nombreux rats a été nécessaite pour mettre au point la
stratégie de co-précipitation permettant de réduire la présence de contaminants pouvant biaiser I’analyse
tout en favorisant lidentification des différents partenaires. Le deuxieme point crucial concerne la
séparation chromatographique des peptides apres digestion trypsique. En effet la gamme dynamique d’une
analyse peut considérablement diminuer si un nombre élevé de peptide se retrouve coélué de la colonne
analytique. Pour éviter une telle diminution de la gamme dynamique conduisant a un faible nombre
d’identification de peptides et de protéines nous avons mis en place une approche simple et fiable visant a
augmenter la durée du gradient d’élution. Dans notre étude, le passage d’une séparation en 1 heure a 4
heures a conduit 4 un nombre de protéines identifiées quatre fois supérieure a l'utilisation d’un gradient
classique. Ces résultats satisfaisants nous poussent a développer une analyse similaire avec des colonnes
analytiques plus longues. En effet une augmentation de la durée de gradient sur une colonne de taille

classique (15 cm), bien qu’efficace, entraine malgré tout des pertes de résolutions.

La stratégie que nous avons développée nous a permis d’identifier 172 protéines spécifiquement liées au
peptide AB. Parmi ces 172 protéines, 11 ont été retrouvées dans les six expériences : Ras-related protein
Ral-A, Cytochrome b-cl, amine oxidase B, 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type 2,
mitochondrial import TOM?70, Dynamin-like 120 kDA protein, Succinate dehydrogenase,
LETMI, EF-hand domain containing protein, Up-regulated during skeletal muscle growth
protein et Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of Z2-oxoglutarate
dehydrogenase complex. Ces différentes protéines jouent des réles importants dans la cellule, étant
impliquées dans ’homéostasie du calcium (calcium uptake protein 1 et calcium binding mitochondrial
carrier protein), ou l'organisation des microtubules(Microtubule associated protein Tau et Microtubule

associated protein 2) qui sont perturbées dans la MA.

Pour ces protéines, et plus particulicrement celles qui pourraient avoir un lien assez direct avec la
physiopathologie de la MA, comme la protéine Tau, la phospholipase C, la protéine SERPA et la
calcineurine, il pourrait étre utile de poursuivre cette étude, tout d’abord en validant cette interaction entre
ces protéines candidate et les formes non-fibrillaires de I’ A, puis en évaluant les conséquences iz vivo de

la liaison des différentes formes d” AB sur I’activité des protéines identifiées.

193



Dans le cadre de nos travaux, les identifications protéiques ont été réalisées avec l'utilisation d’une seule
méthode, la LC-ESI-MS/MS. Cette méthode n’ayant pas permis de retrouver certains partenaires de 'AB,
nous avons le développé de nouvelles méthodes analytiques. La chromatographie bidimensionnelle étant
déja mise en place au laboratoire mais nécessitant un montage assez délicat. Nous avons développé la LC-
MALDI mettant en jeu un couplage de la chromatographie en phase liquide mono ou bidimensionnelle
(LC) et la désorption laser assistée par matrice (MALDI). Cette technique semble au premier abord

complémentaire a I’électrospray.

Les premiers développements du systéme nous ont permis d’analyser sur une méme plaque un total de 12
échantillons avec 2880 spots et une fréquence d’échantillonnage de 10 secondes. Cette fréquence
d’échantillonnage représente le compromis idéal entre la taille des spots et la largeur a mi-hauteur des pics
chromatographiques (30 secondes). Une bonne sensibilité du systeme, comparable au systeme LC-ESI est
également obtenue. Enfin, 'avantage majeur est la possibilité d’analyser plusieurs fois le méme échantillon
déposé ce qui permet de réaliser une analyse directe avec une liste d’exclusion de masse ou de revenir sur

un spectre MS ou MS/MS afin d’affiner ’analyse et compléter les informations de séquences.

Durant ce travail, nous avons utilisé un spectrometre hybride MALDI-Orbitrap, dont lutilisation et les
performances sont prometteuses, sa précision ainsi que sa haute résolution en font un outil de choix dans
le cadre d’analyses de cartographies peptidiques (PMF) de haute précision et la recherche de modifications
post-traductionnelles. Cependant certaines optimisations logicielles restent a réaliser afin d’obtenir des

résultats supérieurs.

Suite a optimisation du systtme LC-MALDI une comparaison avec la LC-ESI a été réalisée. Dans le
cadre de plusieurs collaborations au laboratoire, nous avons comparé les deux approches afin d’observer
les capacités analytiques de chacune d’elle. Comme décrit dans la littérature nous avons observé une
complémentarité protéique et peptidique pour chacun des échantillons analysés ce qui prouve que la
complémentarité EST/MALDI ne se limite pas 4 un type d’échantillon. Une analyse similaire réalisée 2
partir d’'un échantillon standard avec quatre spectromeétres de masse équipé d’une source MALDI ou ESI
(ESI-LIT-FTICR, ESI-Orbitrap, MALDI-Orbitrap et MALDI-TOF/TOF) a démontré que l'analyseur

n’est pas le facteur discriminant prioritaire.

Pour comprendre quels sont les facteurs entrainant la discrimination des peptides, nous avons étudié
divers criteres physico-chimiques a partir du calcul de 550 parameétres. Les premiers résultats montrent que
des facteurs tels que la masse, le point isoélectrique, la terminaison C-terminale, I'accessibilité aux solvants
et le nombre d’éléments basiques sont des facteurs entrainant une ionisation préférentielle pour 'ESI ou le

MALDL

En raison de sa capacité a identifier de nouveaux peptides, la LC-MALDI nous setvira pour compléter les

notre étude sur les partenaires de ’AB. De plus, le couplage est désormais accessible a 'ensemble des
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membres du laboratoire et proposé aux différentes collaborations pour des études qualitatives ou

uantitatives avec l'utilisation de marqueutrs isotopiques (iTraq, TMT).
q q Piq q
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