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Etude de la sulfatation de peptides par spectrométrie de masse
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La suifatation est la modification post-traducticnnelle
o plus répandue des résldus Tyrosing, elle intervient
presque exclusivement sur les proteines secrefees et
les proteines transmembranalres [1L

La suffatation des Tyrosines est délicate & caractériser
dans les conditions classiques de l'analyse protéomigus
- élude des jons positils produits & partir des peptides
trypsigues en LC/MS/MS, soit en ligne par Electrospray
ou hors ligne en MALCI-ToF-ToF, Dans ces conditions, le
peplide sullaté sur la Tyrosine est Indetectable @ seul
I'ion avec la perte de 503 est observe,

La détection des peptides sulfatés a éié réalisée en
MALDIToF &l en mode negalif, Pour nos essais. nous
avans utilise le fragment 54-65 de 'Hiruding, acétyle en
MN-terminal et sulfabe surfa Tyro8, Les meilieurs resultats
onl &té obtenus avec la mairice 2'4'6'-triboedrosy-
Fcetophenone en présence de citrate d'ammonlum.
Cette matrice est beaucoup plus efficace pour obtenir
Pign [M-H]- el minimissr la formation de [M-H-503]- gue
Ia matrice OHB (acide 3, 5-dinydroxy benzoiquel, évalude
récemment comme |3 plus performants (2]

Le repérage des peplides sullalés sur la Tyrosine se fait
en comparant fes spectres MALDI mode positif ot mode
négatif : dams le premier cas les lons [M+H-203]+ sont
observes alors que dans le deuxieme cas ce =onl lesions
[M-H1-. Pour simpiitier cette analyse, un enfichissement
des peptides sulfatés est nécessalre lorsqu'on etudie des
mélanges plus ou moins complexes, Cel enrichissemant
& &té réalisé sur des supperts cxyde de Titane ef oxyde
de Zirconium.

Celte methade d'elude a permis de mettre en evidence
une sultatation du peptide [192-226] du factewr IX de

coaguiation (POOTAN,
{11 Moiggatts, JL Mekkooe and H, Srees, ochiss Bisnine. Aca
(R, o, PR, P9I 11
V2EST, Divade ol €5 L Hapdire, Tad, |- Sioctere Call Sl (20000, ol

42, T,



PE-002
Quantification par spectrométrie de masse d'isoformes de
transporteurs membranaires chez Arabidopsis thaliana
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Cher |es wvégétaux, lexpression des transporteurs
membranaires est régulée par la disponibilité des
nutriments, Ces transporteurs font tous partie de
tamnilles multigeniques gui présentent de tres lortes
nemelogies de séauence. Interdisant frégquemment
l'utilisation d'approcheés immunclogiques pour  les
identifier ou l&s quantifier, Parml eux, la sous-famille
des PIPs (Plasma membrane Intrinsic Proteins) assure
Ie transpart d'ezu a travers la membrane, Chez la plante
modele Arabidopsis thaliana, cette sous-famille compte
13 Isoformes gul présentent de plus des spécifitds
d'expression tissulaire,

L'objectif du projel est de metbre en place une damarche
didentification et guantification des Iscformes des
transporteurs majeurs localises au niveau de a3
membrane plasmigue. Dans une étape-pilote, Yapproche
a érd limitée aux PIPs, La démarche retenue repose sur
'utilisation de |3 spectrométrie de masse en maode MEM,
En aval de fa purification des protéines (PAGE-SDS
sur fractions ensichles de membrane plasmigue
débarrassée des protéines extrinséques), I'apprache
proposes comprend :

I'ldentification et 3  sélection de pepkides
protéatypigues préseniant des transitions intéressantes
pour I'approche MREM,

i1 synthése de variants lourds de ces peplides
iexternalisée),
+ 'optimisation de leur conditions de fragmentation
{Potentiel de déclusterization. Energie de collislon,
Dwell Time etc...),
+ [atablisserment des courbes de réponzes (analyse sami
quantitative - estimation)
« et I'établissement des gammes (peplides légers
[ peptides lourds) pour quantifler labondance des
protéines correspondantes dans s échantllions
a'intérét,
Le travail a té réalisé sur un spectrométre hybride
Q- TRAP 4000 couplé & une nano-LC HPT200. Il 2 permis
la construction ¢'une ressource dédiee aux canawy 3 eau
de la membrane plasmique d'Arabidopsis et d'étudier
feur variations d'expression seton leur origine tissulaire
ou les conditions environnementales,
Cette approche-pilote ouvre la vole & l'étude deg
répanses coordonnées d'autres famliles de transporteurs
nrimaires ou secondaires.
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Protéomique de la mugueuse intestinale : double approche et
analyses Mascot vs. Omssa
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De nombreus déserdres métaballgues impliquent |a
mugueuse Intestinale. &fin d'étudier som protdome
chez le rat, nous avons développe une double approche
protéamigue & partir d'un méme echantillon (20E et 20-
LC coupkds & des analyses M5/MS),

Apres brovage a froid, et extraction en milieu acide,
2 Iractions ont été obtenues par centrilugation. La
fraction « surnageant » a ébé fractionnée par SPE ou
ultrafiltration (UFSPE, puis par 20-LC (RP pHIDZRP
pH3x La fraction « culot » a &1é séparee par 20E Apres
dlgestion trypsigue, les peptides-ont été analysés par
nanolLC-Chip-M5/MS.  Lideniification des protéines
(target-decoy) a élé réalisée & |'aide de 2 moleurs de
recherchie, Mascot et Omssa.

Lapplication de. filtres stringents  d'identification
(Scalfold) aux résultats Mascot puis Omssa a permis
didentifier -900 et -1000 protéines wnlgues,
respectivement. =700 protéines &fait communes
auy 2 mateurs de recherche. Lapplicalion des filfres
stringents- aux résultats combinés Mascot+Omssa a
permis d'identifier 200 protéines uniques, validant
ainsi -28% de proféines unigues supplementaires
par les 2 moteurs de recherches. Les approches UF-
SPE+20-LC, SPE+2D-LC et 2DE (192 spots excisés)
ont permis d'identifier =300, =700 el =200 proleinas,
respectivement (donndes Mascot+0mssa), Ces résultats
étaient compiémentaires, 1% de protéines uniques
supplémentaires étant identifiees apres UF-SPE+2D-LC,
51% aprés SPE+20-LE e 13% apres 20E,

Les protéines identifiges sont impliguées. dans e
metabolisme des glucides, lipides,.. Combinge & la
gquantification des protéines par M3, cette stratégie
permeitra d'dtudier les mecanismes moléculaires de
la mugueuse intestinale en reponse & des désordres
métabolligues.
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Caractérisation d'un peptidome

: Préparation d'échantillon et

identification par spectrométrie de masse
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LU'étude du peplidome associé & un protdome est
essentizlle pour avolr une vue densembie de la partie
potentieliement bio-active d'ume matrice biologigue,
En elfet, de plus en pius de résultats démantrent les
effets physiologigques de certalns peptides sur lactivibe
du tractus digestif ou d'autres fonctions physiologiques
{activité antihypertenslve, opioide, Immunomadulatrice,
anwxiclytiue). Néanmatns, appréhender le peptidome
d'unematrice binlogigue reste unchallenge carlafraction
peptidigue est meélangée aver uns guantité importante
d'autres moitcules et princlpalement avec les protélnes
qui sont trés majoritaires, Le but de cette étude est de
meilre au paint une préparation d'échantillon rapide
permattant d'éliminer au masimum les protéines tout
en conservant un peptidome suffisamment pertinent et
reproductil pour pouvair servir, apres identificalion par
spectromeétrie de masse; d'empreinte pour des etudes
de comparalson peptidomigue dans le sang mais aussi
dans le tractus digeshl icinétique de digestion par
exempled,

Dans notre &tude, nous nous sommes intéressés aux
peptides présents dans le sérum el plasma. Ainsi pour
etudler ces peplides, différentes technigues dextraction
ant été testées afin de mettre en place uns méthode
simple et eflicace, La précipitation des protéines par un
solvant organigque tel que acétonitrile ou le mdthanol
& Até expérimentés - cette fechnique s'est réwélée
rapide el efficate mais le peplidemes oblenu plutdl
limité (falble nombre de peptides kdentifieésy, Dautres
methodes nécessitant un temps de préparation plus
long sonl neanmoins apparus toul aussi eMicace en
termie d'élimination des protéines et ont permis l'accés
& la caractérisation d'un plus grand nombre de peptides,
C'est ke cas nolamment des cartouches de phase solide
stationnaire de type SPE, OASIS (Walers) ou encore de
bllles porevse en silice, MCM41 {Sigma-Aldrich},

La séparation el caractérisalion des peptides récupérés
lors de ces phases de purificatlon ont été réalisées par
LC-MS/MS, Deux types dinstruments ont été utilisés,
une trappe 30 (LCQDeca) et une trappe linéaire associe
4 un analyseur orbitrap {LTQ Orbitraps

Les premlers reésultats abtenus sur des. échantillons
de plasma de mini & pig % montrent que les différantes
technigues d'extraction Lestées permettent, a différents
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degres, didentifler un peptidome. Cependant, le nombre
de peptides dentifiés par LTQ orbitrap, bien gu'en accord
awec |a littérature, reste peu éleve (entre 30-et 500 et
provient majaritairerment d'une activite proléasigue
sur les protéines majoritatres du plasma, Alnsl, d'autres
protocoles de preparation et d'identification seront
présentés alln d'avoir un pool de peptide le plus
exhaustifs possible pour entreprendre dans un second
temps des comparaisons dempreintes et Iz mize en
evidence de margueurs peplidiques d'intérets.
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Alpha-N protein acetylation: A N-terminal modification of increasing
interest
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Thanhks to the improvement ol genome sequencing and
recent large scale studles, thousands of proteins co ang
post-translational modifications (C-PTM} are now easily
accessible, Thus, proteomics is reaching a new challenge
with the determination of their influences in protein
interaction or sknatling. Mowadays, alpha-W protein
acebylation (MTA) is a new subject of interest since it
orcurs on 50-T0% of the whote proteame and has been
linked o profein stability.

A previous N-term - acetylaled peptide  enrichment
methodily have bDeen modified and applied fo few
organisms 4., [ discoideum and A, thatiana, Thess
analyses reveal hundreds of new NTA  proteins.
Furthermore, an additional step, applied for pretein in
vitra acetytation, unravel in vivo protein acetylation
level using stable isotope |abelling. This additional
step suppiled lists of nonWTA proteins. These data are
crucial for the development of prediction tools such as
Terminator(2) and allowsd ta improve its spacificity.
Despite Neterminal acetylation has been consldered
to be irreversible and total, this work and a recent
studi(3} tends to give new light an this hypathesis
Indesad, this approach visuatised and quantified the fovel
in-wivo acetylation that is a new aspect of this key co-
trarsiational modification. Data collected through thess
experiments will be detalled and the resuits related to
partial NTA wiil be shown and discussed.
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Analyse protéomique et peptidomique de la borréliose de Lyme
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La barréliose de Lyme-est une infection bactérienne due
a Borrelia burgdorferi sensu lato et transmise & I'ndte
tamimal, hammes par piqlre de tique du genre xodes, La
salive de tique, a un rile essentiel dans la transmisslan
die I'tnfection. Il a notamment été montré que des extralts
de glandes salivaires ont un effet immunorégulateur en
inhibant la réponte inflammatoire des kératinocytes,
notamment 1a séorébion de peplides antimicrobiens(i].
Dans ce contexte; notre problématique est de déterminer
guelles molécules présentes dans la sallve de tlgue
possiédent un pouvelr immunemodulateur. Peur cela, la
premigre etape a éié de mettre au point, sur de faibles
quantités dematériel biologigue, une méthode d'analyse
par RP-HPLC, M5 et M5/MS des molecules présentes
dans des extraits de glandes salivaires. La seconde
élape a été de réaliser des analyses diflérentlelles entre
dies tlaues lxodes rlcinus Infectées ou non par Borrelia
La caractérisation des molécules induites est en cours
ainsi gue I'élude de leur effel sur la réponse immunitaire
innéa de la peal.

Un second aspect du travail consiste a developper
une stratégle de dlagnostic précoce par spectrometrie
de masse. Une premigre étape de détermination de
molécules cibles 58 en cours avant la mise su point
de feur détection par spectrométrie de masse MRM.
A terme un systéme diimagerie par spectrométrie de
masse MALDFIMS sera developpe pour identifier ef
locsliser des molecules clbles. direclement au nlveau
culand,
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Data Dependant Acquisition optimization on a Q-TOF instrument for
proteomic applications
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Because ol the stochaslic behaviour of [he nanolC-
MS/MS experiments; the number of peptides usually
identified by MS/MS is lower than that eluted from the
chromatography. To increase the number of identified
peptides, a Data Dependent Acgquisitlion (ROA) mode
for LC-MS/MS apalyses has been introduced by
manulacturers,

This DDA mode depends on several parameters, which
can be optimized ito Improve identification rates of
peplides.

We present here a method which allows opbimizing the
DDA parameters on 2 nanolHPLC coupled to a recent
Q-TOF instrument, This method lakes into account the
results of & previous study which showed the critical
influence of the chromatographic gradient slope as well
ay scan times [1. We determined the best optimization
sequence of the different parameters and expialned how
they were sek to thelr optimal value,

Firsl, the chramatagraphic gradienl lime and slopes
were optimized to obtaln the maximum peak capacity
with a constant peak width during the whole run.
Teansmission parameters of the mass speclrometer
were adjusted for a wede range of m/fz (50-22007, Then
the DDA parameters were step-by-step optimized in the
fallowing order: collisicn energies depending ol m/z and
charge state, M5 scan time and threshold for selection
of precursar ions prior to M3/MS, time of exclusion for
orecursor ions, requiation of MS/MS scan time according
to- M3 intensitles (3 specific functicnality of Bruker's
Q-TOF mass spectrometer), and finally the number of
precursors.

This optimized set of parameters was firsf tested
on tmm 10 gel bamds of a yeast tryplic digest, With
these optimized parameters, the number ol idenlified
peptides was increased Dy about 25% compared with
the results obtained with the standard parameters, As
a cansequence, lhe number of identified proleins was
increased by 10%,

On & much complex sample {whale yeast tryptic digest),
the oplimized parameters increased the number of
wentified probeins, for which a signlficant increase in
sequence coverage was obtained,

(1) ARTHELLMY & ol St ASALL 2010, Salr Labe Cirp,
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Kinetic proteomic analysis of Deinococcus deserti recovering from

Y-irradiation
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Deinococcus deserti WCDNS (1) balongs 1o a group of
extremely radictolerant bacteria. It has been isglated
from surface sand of the Sahara, Like gamma radiation,
the harsh condilions {deslccation, UV} in Lhis specific
envirgnment result In numerous doeuble-strand breaks
at the chromosome kevel. The bacterium is able to repair
these damages in a few hours. It gename seguente has
been determined and canslsts of a 2.8-Mo chromosomse
and three large plasmids of 325kb, 314kb, and 396k,
A protecgenamic strategy has been applied In erder to
perform it accurate annotation (1-2),

DNA repair mechanisms have been extensively studiad
with lhe Deinococcu: radicdurans model To learn
about the specificities of ONA repair mechanisms of
D, deserti, we performed a kinefic protecmic analysis
alter exposure to 3 KGy 4 radiation. We analyzed the
proteore with a4 2-D gel approach. & hierarchical
clustering analysis pointed at proteins of interast thai
are overproduced al the sarliest stages alter irradiation.
Amang the different clusters obtalned, three were
selected that gather proteins induced at early time after
irradiation. One of these clusters conlalns proteins over-
eapressed fram 2 hours after irradiation and In partloular
Deide029%0 (Ddr8), DeideOM20 (558), DeideP2M380
{Ppra), Deidel5490 (GyrB. DNA gyrase, subunit B),
and two different RecA proteins (DesdeP101260 and
Deide19450), Al these proteins are clearly invoived
in DMA protection or repair, Four additional proteins
betong fo this group: Deldel2520 (DMNA gyrase, subunit
A) and Delde2Mad (GONS-related M-zcyltransferase),
Deidet®260 (Candidale Twilching maobility protein),
Deide21B40  (candidate: single-stranded  DNA-binding
proteink,

Some of lhese proleins could be specific lor damage
recovery in Delnococcus desert),
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Préparation d'échantillons pour |'analyse des N-glycanes en mode
MALDI-TOF - Applications a la caractérisation de glycoprotéines

vaccinales
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La glycosylation des protéines, caractéristigue des
cellules eucaryotes, est §a plus répandue et la plus
complese des modifications post-traductionnelles. La
glvcosylation participe & la mise en conformation, &
fa stabilitd ainsl gua la solubilité de la protéine, mals
eqgalement a sa protection contre la degradation, a la
reconnaissance cellulalre el maléculaire, 4 la croissance
et & la communication entre callules. Cette glycosylation
est deépendante du systéme d'espression et des
conditions de culture.

La spactrométrie de masse est une technokogie de
choix pour la caractérisation de la glycosylation, Le
fode MALDITOF, lacile el rapide & metlie en euvre
produit des profils glycaniques caractéristigues de cette
glycosylation, (1)

La hiosynthése d'une glycoproléine aboutie & un
melange de glycoformes possédant des glycosylations
variees. La M-glycosylation est la plus repandue i
existe 3 familles de M-glycanes - les oligomannoses,
fes glycanes do type hybride et de type complexe, Hs
possédent fous un noyau trimanosylchitobiose commun
et sa différencient par leurs décorations:

Les ghycoprotéines possédent un taux de N-glycesylation
variable et certains compases tels que les proteines,
sels ou détergents peuvent perturber Fanalyse en
moda MALDI-TOF, ce qui nécessite: une mise au polnt
Importanie de la préparation de I"echantillon.

Motre étude a donc porté sur fes conditions de
déglycosyiation, la préparation de [léchantillon et
sur les methodes d'analyses des glycanes neutres et
chargés extralte de glycoprotéines vaccinales issues de
particules virales ou de mélanges complexes obtenus
aprés séparation sur gel SD5-PAGE.

Apris  dialyse et dénaturation thermigue  des
dchantilons, ure déglycosylation & ta PMGase F est
realisee. La degiycosylation est contrdlée par SD5-
PAGE. Un traitement par micropurification sur phase
stationnaire graphite etfou échange d'ion est souvent
neécessaire avant depdt sur la cible, Les malbrices
utifisées  sont  I'ATT [&-Aza-2-ThioThymine} pour
I'analyse des W-glycanes chargés et le DHB (acide 2.5
dinydrosybenzomue) pour les N-glycanes neutres

Ces tralbements permettent d'oblenir des specires
présentant des massifs sotopigues de trés. bonne
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gualité. Il est done possible de définir précisément
ld  composition  glycanigue et de  déterminer
I'hetérogensité de celle-ci. L'attribution montre gue ce
sont estantiellement des N-glycanes de Lype complexe
et oligomannose. Certains N-giycanes de type complexe
peuvent poesseder wn resicdu fucose et un ou plusisurs
résidus d'acides siallgues. Le lype oligormannose est
représenté par une famille d'espéoes composée de 539
résidus de mannose,

Le mode MALDITOF permet donc d'étabiic un profil
glycanique précis de la glycoprotéine et de wérifier
qualitativement |a repreductibifite de ta M-glycosylation
salon le procéde de labrication ou de purification utilisé.
(1) Haslam, 5, M. MNorth, 5. .., et Dell A, {2006}, Mass
spectrometric analysis of M- and O glycosylation of
tissues and cells. Current Opinlon in Structufal Biolagy
16: 5B4-591.
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Découverte de nouvelles fonctionnalités pour la protéine Pat1a I'aide
de la spectrométrie de masse
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Dans la cellule eucaryate, infermation généligue st
stockée dans un compartiment essentiel, le noyau.
Cartaines protéines régulatrices du novau - navigants
entre le noyau et le cyloplasme - sont inactivées
par localisation cyloplasmigue. En reponse. a wne
perturbation de l'enwvironnement de la cellule, elles
sonl importées vers le noyad ol elles vonl déclencher
la transcription de génes gul contrdlent I'intégrité du
genome, Nous avons-entrepris une étude exhaustive de
ces protéines afin d'identifier celles qui sont vitales dans
Ia réponse aux stress induisant des dommages de PADN,
L'une de ces protéines, YerQT7c de Saccharomyces
cefevisise, es| décrite comme un activateur de la
dégradation cytoplasmigue dos ARNS messagers. Mous
avons demontré par une analyse en miLroscopie &
fluprescence gue cette protéine Saccumule au nayau
aprés un stress UV, Par spectrométrie de masse, nous
avons répertorlé et quantifié les partenaires de catte
protéine aprés purification sélective, Des changemants
importants du réseau dinteractions ont été notés en
réponse au stress. De plus, nous avons détecté dans
wre region proche de 'extrémite C-terminale de la
protéine YordiTe, Impliquée dans la navigation nuckéo-
cytoplasmique de celle-ci, des modifications  post-
traductionnelles de 1ype phosphorylation. Une analyse
par nanoLC-M5/MS 3 laide d'un spectromitre de masse
& haute résalution a &té conduite et les modifications
specifliques recherchees a Vaide d'ure liste d'inclusion
ad hoc. Lensemble de ces résultats mettent en exergue
une nouvelle fonctionnalité pour cette protéine qufil
laul désarmais caractériser.
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Phosphoproteome analysis of Arabidopsis plasma membrane
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Phosphorylation s one of pest translational
madifications (PTM) the mast Involved in cell signaling
and phosphoproteomics become the most appropriated
wiay o Investigate such a field ol growing interest
Associated o the progress in enrichment strategies,
the powerful of mass spectrometry aliows large scale
afnalysis, leading to generale prolein data sets ol stil
more big size (Lemmer O9). However despibe: such
eflorts -and progresses, the available proteomes in
plant are lar to be as big as those for mammals and
yeasts and began just fo accumuiate (Kersten 09, In
particular for specific sub-cellular compartments. As
intertace belween the cell and the environmenl. the
plasma membrane (MP) |s susceptible to accommodate
early phosphorylation events and identification of the
membrane-asseclated proteins s very important, sincs
marny of them ptay an crucial rode in cellutar function,
Teday four proteomic studies were carried out on this
cell compartment (Muhse 2004, 2007, Miittyla 2007,
Benschop 2007), leading to & global proteome of
about 1200 unique phosphopeptides described in the
PhosPhAL dala base. Here we propose a new proleoms
obtained using a different enrlchment strategy in erder
to be complemantary with the existing repertories. In
our sxperiments, phosphopeptides enrichment was
performed using varlous combanations of SAX and
Ti2 micro-chromatographies. The mass spectrometry
analysis was done using an 3D trap coupled lo a
nancflow HPLE ChipCube, With this strategy, about 500
phosphorylation sites were identified. Emphasis will be
given on the proportion of mulliphosphoryiated and
phosphotyrosineg peptides identified,
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Time-course Reproducibility of Clinical Samples using Retentate
Chromatography MALDI-TOF Mass Spectrometry
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Success lor biomarker discovery projects in clinical
proteomics  redles  primarlly  on analytical  and
long-term  reproducibility, Sample  management.
protein  preparation  for  high-throughpul  analysis
and performance of analybical instrument can all
confribute o output signal variability, In this study, we
investigated day-to-day experimental wariability in a
blomarker discovery project performed using retentate
chromatographic arrays and high perfermance MALDI-
TOF instrumentalion.

105 patlent (plus cne reference) serum sampies were
enriched in medium and lower abundance species using
abead-based combinatorial peplide ligand libraey: serum
was Incubated with ProteoMiner beads and retalned
proteins were eluted as one unigue fraction, Aliguots of
the enriched patienl samples were bound in duplicate
to arravs using 96-well bioprocessors. Three different
surface chemistries were used to increase the number
of prateins detected. Aftér sample binding, the array
surface was washed to remove non-specifically bouwnd
proteins, and SPA mabrix added, Array preparation and
MALDITOF data acquisition were organized over live
days. For each tested condition, the reference sample
was spotted on every other array and experimental
varighility was monifored using peak intensity OV data
and principal component analysis.

Monitaring a reference sample  throwghout the
experiment, ‘we observed the array-lo-arfay and
day-to-day reproduclbllity of detectable protelns.
Followirg data pre-processing and tobal ion current
normalizalion, peaks within the mass range af 2.5 lo
25 kDa with a minlmum skgnak-ta-nolse ratic of 5 were
automatically detected and clustered. Peak intensity
CWs were calculated independently for each peak
cluster and median CWs were calculated for all peaks
within ene array chemistry. The calculated median C\s
wera approximately 168% for sach ol the three array
chamistries. Principal component analysis did not reveal
any statistically significant clustering of the reference
sample data based on the day of data acquisition and
hence anaiytical bias was nob introduced over the five
day experimental fime course.
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Targeted Top-Down proteomic analysis of cerebrospinal fluid from
Amyotrophic Lateral Sclerosis patients
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Intreduction:

Amyotrophic  lateral  sclerosis.  {ALS) s &
neurodegenerative disease that affects moboneurons
in the spinal cord and brain. Diaghotis s achiaved
with clinical evatuation, as well as electromyography
and neursimaging. However, a significant number of
patlent= are misdiagnoszed or diagnosed after a long
ditay, Therefore, It is crucial to find potential blomarkers
fo improve early and reliable diagnosis, Previous
studies have reported differentially expressed proteins
In varicus neurcdegenerative diseases, as well as
posttranslational modifications {PTM). Using a Bottom-
Up analysis and ischaric guantification el cerebrespinal
fluld (CSF) from ALS patients, we recently identified a
panet of differentially expressed proteins, In the present
study we applied Top-Down proleomics o examine
modifications of these proteins in C5F samples.
Methods:

Top-Down analysis was perlormed by online LC-nanoEs-
ME coupling on a LTQ-FT Witra (ThermoScientific) with
simultaneocus fraction coflection using the Triversa
Hanomate (Advion BioSciences). & BlaSuite pPhenyl
1200 {Watersy 10pm RPC 2.0 %75 mim column with a
S-80% ACN gradient over &0 min (100 plfmin} was
used for intact proteln separations. Proteln MS/MS
analyses were performed off-line, using the Nanomate,
by applying CID or ECD andfor IRMPD fragmentation
in arder to determine the molecular weight of a high
number of protein fragments,

Complementary analysis of tryptic digested proteins
of sarme of the {tactions collecled was perlarmed by 2
Battom:=Up aporoach.

Top-Down and Bofttom-Up data were processed with
ProsightPC 2 and Sequest (Blowarks 3.2 Thermo
Sclentificy, respectively,

Preliminary data;

We focused our Top-Down studies on a few protelns
that were found to be differentially expressed,
like - microglobulin, which was down-regutated, or
apolipratein, which was up-regulated in ALS sampies
compared to controls. Fractions of interest were
analyzed at high resalution in full M5 (R=100 000}, CIR
was perlofmed In the lon trap with fragment detection in
the LTQ-FT, CID, ECD and/or IRMPD data were acqulred
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with 150-300 scans averaging in order to Increase signal
to nolse ratio and fo obtain more informative spectra.
PTM isomers were also quantified by comparing the
ratios of fragment ion abundance produced by MS/M5.
Our data show several phosphorytation and methylation
patterns for these potential biomarkers for ALS, More
specillcally, modifled probeine were studied with the
alm of using phosphorylation and/or other PTM as a
diagnosis taol.

Mowvel aspect:

Implementation of Top-Down methadology for PTM
pattern analysis of potential ALS bipmarkers in C5F,
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Protein identification with high sequence coverage achieved by a
simple limited digestion method inducing miss cleavages.
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MS-based protein seguencing methods are essentials
tor protein characterization, Two major  strategies
exist. The “top-down" approach in which intact protein
lons are subjecled le gas-phase [ragmentalion and
the "bottom-up” approach that refles on the analysis
of peptides generated by protealytic digestions. The
firsl strategy has the advantage lo patentially give
access to complete proteln sequence. However, specira
complexity and the difficulty to analyvze large molecules
aré Imparlant limitations. The second approach |s the
most used, mature and automated method but miss
several peptides of the protein to be characterized. We
propose here a simple and efficient method based on a
limlted digestion inducing miss cleavages which leads to
a drastic increase in sequence coverage using bottom-
up methods.

Three proteins (B5A, Fatuln, 10G) were subjected
to proteolytic digestions. Six enzymes wers used
independently (Trypsin, chymotrypsing Glu-¢, Asp-M.
Arg-C et Lys-C) ko assess the interest and the robustness
of this approach. 10pg of a tmg/ml solution of each
protein were independently digested. Standard bulfer
conditions were used. Reduction and aikylation reactions
were performed prior a 2 hours digestion. Eight
dilferant enzyme concentrations were tested to induce
limlted digestion with high miss cleavages level. Weight
enzyme weight total protein ratios used wers: 11100,
1/200, 1/500, /750, 14000, /2000, 1/5000. 110000,
A quick evaluation of digestion efficlency was carriod
out by I gradient 305 PAGE analysis on the generated
peptides. Samples were further analyzed by nana-HPLC-
ME/MS experimaent for protein identification.

Each individual digestion was first characterized by 10
SD5-PAGE experimenl o assess digestion level and
peptides lengths, Gel images show visible profeolytic
activity for all enzymes used and ower the whale
enzyme concentrations range. Canditions shawing the
proadest distribution in peptide fengths together with
similar apparent relative intensity were selected by
visual inspection Tor further LC-M5M5S experiments. All
BS54 digestion conditions were M5 analyzed to check
if the condition selected visually was corredated with
large variety of peptide lengths were ME analysed. The
conditions which show (dentification with the highest

Lequence Ccoverage are correlated to the visually
selected ones, “Weight enzymelweight fotal protein™
ratios were selected according to gel images for further
LC-MS analysis: trypsin 111000, ehymateypsin 1500,
GluC 11750, AspH 1100, ArgC 1/200, LysC 11000,
Results on BSA digestions using trypsin 17100 (wiw)
ratio show 46% seqguence coverage wilh 22 unigue
peptide matches. and Mascot score at 1736 {(Mascot
search miss cleavages allowed at ). The same sample
with 11000 (w/w) enzyime fprotein ratio show 66.1%
sequence coverage, 44 unique peptide matches and a
Mascot score at 2502 (Mascot search miss cleavages
allowed at 93 Combination of trypsin 1900 and 171000
aliowed Identification with 88.8% seguence coverage,
86 unique peptide matches and & Mascot score af
A519. We shaw here good improvement af Lthe boltom-
up approach which can ke appiled for pure protein
characterisation studies, In addition to dramatically
increase prolein sequence coverage, this method allows
matching different peptldes to the same seguence
increasing Identified matched sequences significance
and robustness. This very simple and new melthod can
easlly be applied and has the advaniage to statistically
improve information amaunt that ¢an be analyzed by
LC-MS analysis.
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Liquid chromatrography-mass spectrometry assay for the
identification and absolute guantification of the apelin peptides in
human plasma and bovin colostrum

Mesman Cddrie » Duboes Mathica © Becher Framgods » Fermalle Frangop » Fzan Ervie

CEA, Jli T, Semace de Pharmach legie o " Dimmsnenalyse, G- Yeee

Apelin peplides are of grest |ateresl owing lo Lheir  lamily is 30 far described, and [hese resdils should allow
Invalvemant in physiological and pathalogical processes  a more comprehensive Investigation of apalin biotogy,
and have been proposed as novel biomarkers for heart
faiture. Plasima concentrations of bioactive peplides of
12 {apelin-12}, 13 {apelin-13 and pyroglutamy| apelin13), 17
tapelin-17) and 3& (apelin-36} amino acids are reparted
to range from 20 Lo 4000 pg/mL in healthy subjects.
As standard immuncassays canmot specifically quantify
each apelin peptide, we have developed & sensitive and
targeted multiplesed liguid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS} method for each
plasma apelin fragment. The approach was based on a
calion exchange extraction step of apelin forms present
In hueman plasma. Apeiln2, -pld, <13, 7 and -36 were
guantified using a triple quadrupole mass spectrometer
operating in the mulliple reaction meonitaring mode.
Stable |sotope-labeled internal standards were used
far quantification, Foliowing assay walidation, apelin
peplide stabifity in plasma was invesltigaled. Ten plasma
sampies from healthy donors were analyzed both with
a standard immunoassay and our LCMS/MS methed.
Immunaassay results for the ten healthy donors showed
immunecreactive plasma apelin concentratlons ranging
from 208 to 466 pg/ml. The fower limits of detection
of our LC-M5/M5 aszay ranged from 10 to 50 pg/mL far
apelint1Z, <13, -p13; <17, 36, Surprisingly, nong of the five
expected circulating forms of apelin was detected, These
results question the nalure andfor the concentration
of clreulating apelin peptides as well as the specificity
of the immunoassays that have hitherto been used
far clinical applications. Determination of these forms
In human plasma is a particutarly chaillenging task
and is currently ongoing inour laboratory, As a first
step in the endogencus apelin peptides identification,
bovin colostrums apelin content was Investigated.
Concentrations at the ng/mL level of a wide variety of
immunoreactive apelin were already reparted in this
fluid, but up to now none apelin peptide was: clearly
identified. Using the estraction process previously
daveloped, coupled to an high-resolution and high-
mass-accuracy untargeted mass spectrometric method
(LC-LTOfOrkitrapd, more than tem endogenous apelin
peplides were unambiguously characterized in bovin
colostrum. This is the first tme that the apetin peptides
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Demonstrating biomanufacturing comparability of

therapeutic

glycosylated monoclonal antibodies through identification of N-linked
glycans by directed multi-stage mass spectrometry oligosaccharide

profiling
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Movel aspects

Directed multi-slage MALDEQIT-TOF MSn dentitication
of W-linked giycans using a probabllistic scoring
algorithm to ald cligosaccharide profiling of therapeutic
antibodies

Introduction

The licensing of biological therapeutics Tollowing
Internaticnal  Conference  Harmonisation  (ICH}
guidelines requires demonstration of comparability
during biomanutacturing. For recombingnt monoclonal
antlbodies (rMAbs), alycosylation Influences alficacy
profite, Bbatch-batch variabitity and In vive safety,
Therefore only accurate and reliable characterisation
can  ensure  guality  control. Howewer  glycan
netercgeneity - there can be 30 or more types at each
of two Fc glycosylation sites makes this- non-trivial.
Ollgesaccharide profiling requires technigues such
as-HPLC purification of fluorescently labelied glycans
for relative guantitation, and seguential M5n spectral
analysis for structural determinaticn. The advantages
of directed multi-stage MALDI-GIT-TOF M5n for glycan
identification without the need for time consuming
manual interpretation ef cemplex (ragment patlerns has
bean Investigated for glycoprofiling of a positive control
riAb.

Mathod

A positive control rMAR was degylcosylateg, and
released glycans labelled with 2-aminapyridine (2-APL
HPLEC purificatlon was followed by M5 and MSn analysis
{+ve mode), a5 part of a guided multi-stage experiment
for glycan identification. Data {m/z and intensities} was
searched against a Human glycan spectral database
(AIST & MK using clent software (Shimadzu) and a
probabilistic scoring algorithm. Glycans were identified
from the speclra based on the presence and absence
of fragment ions and thelr Intensities. Briefly, a peak
list from M5 spectra of the AP-labslied glycans was
searched against Lhe glycan database - returning a list
of petentlal precurser candidates. M52 acquisitions were
Tollowed by 2 mew search, If necessary further rounds of
direcled M5n were performed for [dentification.
Preliminary data

The suwitability ol the ciient software, probabilistic
scoring algorithm and Human glycam spectral database
for accurate and reliabte oligosacchanide peofiling of &
positive rAb control - used for comparability studies
ol commercial therapeutic rMAbs (Ludger) has Deer
investigated., The database is populated with 206
human carbohydrates including 108 unique M linked
glycans (105 AP-labelled glycansy The robustness of
the platform was initially tested with six AP-labelled
glycan standards including: G fucosylated and non-
fucosylated lsamers. (1104, 1003 & 1004 {galaxyeode
(Takahashi & Katel) and Lacto-N-Fucopentacse [l and | at
concentrations ranging from 1- 20pmol/ul. All six were
correctly identified and M52 & M53 directed pathways
described, Glycans were prepared on a standard stainless
steel MALDI target using the dried droplet method plus
ethanol (ELOH) re-crystaliisation, Compared to the
dried droplet method only, this preparation gave good
sample homogeneity across the dried sample spot, and
good shot to shot signal intensity across a raster during
automated data acquisition. Brietly 0.5ul of sampie was
spotted onto the MALDI target. After drying the sample
was pyerlald with 0.5ul of DHB matrix solution {10mg/
ml In 50% EFOH, Smk NaCl} and left to dry. This was
followed by spotting 0.2 of EXOH aver the sample spaot.
Concentrations of S-20mM MaCl in the matrix solution
were investigated, with SmM MaCi glving the most
sensitive preparation, Replicate M5n spectra were shown
o be reproduciole (detected tragment lons and relative
intensities) by triplicate amalysis of two AP-labelled
glycan standards across three production MALDE-QET-
TOF instruments. Additionatly the CID contral setting iz
optimized when the precursor intensity was 15% of the
intensity of the base peak during M5n acquisitions. A
graphical representation of the probabilistic scores and
significance threshold was developed for interpretation
of search resulis
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Méthodologie analytique par LC-MALDI-Orbitrap
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Les sources de bype MALDE sont genéralement
couplées aux analyseurs de type TOF Nous utlliisons au
laboratoire un autre type de couplage qui comprend une
source MALDI couplée & un analyseur Orbltrap.
Lintérdt de ce type de configuration est du d'une part
& une haute précision (Sppm en roufine sur plusieurs
joursy et d'autre part & la résolubion du détecteur
(00000 & mfz 400 qul permet de réaliser des profils
de masse trés informatifs en mode MALDI, notamment
lors de Fanalyse en cartegraphie peplidigque.

La stabilité de ces spécifications dans-ie temps est
d'autant plus interessante lors d'une analvse LC-MALDIL
La précision de mesure permet de réaliser une analyss
de plusiesrs heures a plusieurs. jours en minimisant
les dérives (nanoLC em gradient long ou nano LC
midllidimensicamelle par exemplel. [1]

Cependant, 1a fragmentation d'espdces moenachargées
dans une trappe lingaire reske a priori plus. délicate
a optimizer comparée a la fragmentation d'espéces
miultichargées retrouvée en électrospray, Pour contrer
ce probléme, || est possible de combiner les données
Orbilrap pour la précision de masse MS el les donndes
MALDI TOF/TOF pour la qualité des spectres MS/MS
[2]. Dans ce travail, difféerentes méthodes danalyses
ont éte #tudides en optimisant le: parametres
d'acquisition pour cbtenir les mellleurs résultats et les
meilleures identifications possibles en passant par une
analyse LC-MALDI-Orbitrap. Le noembre de microscans
moyennés, énorgie de collision utile pour lactivation
des précurseurs, |a couverture statistique du depdt
MALDI, la fréquence d'échantillonnage sont autant de
parametres influents. il est possible d'envisager auss
d'autres types de retraitements des données post
analyse alin d'exploiler au misly la précision de mesure
access|ble avec ce détactour,

L'apport de ce type de couplage apres optimisation en
comparaisan avec une analyse plus classique de type LC
MSMS sera présentd en conclusion de ceite étude,
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Optimizing mass spectrometry for ultra high performance nano LC

in Proteomics
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Introduction

The number of proteins that can be identified In
proteomics experiments has been increasing for years
and will continue ta do so. Howesver these increases
wsually involve more complexity in the workflows,
in the farm of 20 LC or generation of complex mass
spectrometric methods, eg. Incluslon lsts.

The application of witra high performance nano LC
allopws simpler workflows for the separation without
compromising on separation efficiency. In addition.
mass spectromeiry {5 used to sequence peptides, and
M5 instruments inkerently have some separation power.
So far, LC-MS instrumentation is usually operated lo
maximize the skignal Intensity and minimize the number
of peptides that enter the MS simultaneousiy.

By assessing and controlling the ¢o elution from the LC
system and optimizing this for the separation power
the M5 provides, the LC-MS setup turns into a multi-
dimenslonal separation system as whole.

Experimentat

Inthis research we have looked at the aspects of a RPLC
M5 analysis of compley digests. The goal was to oplimize
both gradient LC and the mass spectrometer detection
seftings to maximize the number of identifications.
withoul campromising on lotal run time or operational
ease of use. Varlous gradlents lengths and shapes were
applied to produce the most efficient separation. Pre
cursar on selection was varied by number, intensity
threshold and repetitions in order to use:the mass
spectrometer as an extension of the separation method.
Preliminary resulls,

High-resclutlon LC-MS separations of complex proteamic
peptide samples are demonstrated by combining long
columns with 2 pm particles-and long gradients. UHPLEC
on nang scale was successiully appled by separating
complex digests on a SG cm long nano column packed
with 2 um particles. The operating pressure ab a2
flowrate of 300 nlfmin was arcund 700 bars. Extending
the gradient fength to 10 hours has resulted in peak
capacities ol more than 750, Manual review of the mass
spectrometric data has revealed narrow peaks and
consequently higher signal intensities. The effects af LC
and M5 parameters on performance and the influence
on peptide ldentification are discussed,
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Mowvel aspects

Uitra nigh performance nang LC-MS allows the wse of
straightforward mebhods to obtain maximom protein
identilicalion infarmation.
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Caractérisation de RCPG par une approche protéomique
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Les stralégies d'amalyse protdomigue classiquement
utllsées pour Pétude de Protéines Membranalres
(PMI (e shatgun » ou gel 10 conduisent souvent &
Pidentification de protéines cibles, mais le faible taux
de recouvrement de séquence iés au falble nombre de
peptides générés ne permet pas une caractérization
compléle. A l'aide d'un systéme modéle, des Récepteurs
Coupiés gux Protéines G {RCPGsipraduits et purifiés
a partir d'un systéme levure recembinant, nows avons
développe un protocale visant & Pobtention d'un
recouvrement de séguence maxlmal, nécessaine 3 la
mise en evidence de modifications post-traductionnelles
ou d'isoformes. Ce protocole, appliqué sur & RCPGs, est
basé sur a fusion des résuliats obtenus par l'actlon de
trois agents de digestion sur une méme bande degel 10 :
un agent de digestion spécifique (trypsinel, un agent de
digestion peu spécifigue {chymokrypsingy, un agent de
digestion chimigue {CHEr).

Alors qu'its partagent ure méme structure 3 T domaines
transmembranaires, les taux de recouvrement de
sequence abtenus sur nos 5 RCPGs aprés une digestion
ingel & la trypsine se sont avérés trés wariables
en fonction du récepteur considéré ; Et ce, guelles
gue soient les conditions dextraction des peptices
(présence de détergent, concentration élevée an
aclde). En revanche, lutllisation de la chymaotrypsine
et des doubles digestions avec le CHBr s'est révelés
tras utile en permettant (i} de valider 'exactitude de
certains domalnes grice i la détection de peptides
dont ies séquences se chevauchent partigllement et
(i} d’'augmenter sensiblemant le laux de recouviement
de séquence grace a I'hydrolyse de plusieurs domaines
transmembrangires, Des faus de recouvrement de
sequence pouvant aller jusqu'a BO% dans le cas
du récepteur Purinergic F2RY! nous ont permis de
mettre en évidence la présence d'une M-glycosylation
sur l'extrémité  N-terminale. Dans tous les cas, la
complémentarité des masses mesurdes par MALDI et
par L-MS/MS a ete exploitee.
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Effet de l"acétylation N-terminale de peptides et phosphopeptides
sur leur ionisation et leur fragmentation MS et MS/MS
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Le but de ee travall est de metire en évidance
lintérdt d'une acébylation M-terminale de peptides
contenant ou non des résidus basigues (R ou K), afin
d'aborder les phenomenes dionisation (MALDI} el de
fragmentation en phase gazeuse (E51, MALDIL Il 3 été
montreé précédemment que I'acetylation de peplides
en N-terminal pouvall permetire |a dizcrimination par
spectrométrie de masse MALDI-TOF-TOF de deux formes
isobares d'un heptapeptide (ASAWFTN) présentant une
seérine sous forme L ou D en position 2 (1) Quand les
peptides sont acetylés, le protom nest plus ¢ séquestré
@ ay nivead du N-terminal (AP la plus éleveéel, 1l est de e
Tail plus mabile et capable d'entrainer une fragmentation
MS/MS tout au long du squelette peptidigue, permettant
ainsi de migux différencier les deuy peptides. De méme,
l'analyse ¢'un peptide acide contenant des résidus B AC-
CAEPPILYSEY-NHZ &n MALDI-TOF, en mode réflecteur
positif e permet pas d'ehserver la mofecyle protonge
intacte et conduit & une lragmentation principale en
N-terminal de 1a premibre P do fagon trés précoce dans
fa cible-source (2). En comparant les spectres MALD) en
mode rélfecteur positil des formes acétybées ou non de
fa germorphine @ YAFGYPS-NHZ ou de I'neptapeptide :
ASAWFTM, nous avons puobservar, dans |2 cas dupeptide
acébyls, el ce malgré absence de résidus P ou acides,
une fragmentation scource trés prompte et intense,
conduizant & 'obhservation d'ions y et b réselus, disperses
e long de la seguence. Pour les peplides conlenant
un résidu B ow K, ce type de fragmentation n'est pas
observe. Nous avons aussi etudié le rite de I'acétylation
fors de lionisation de mélanges équimpdaires. des
peptides suivants @ NP (NSLPOQIPTLMLESR), acMP dac-
WSLPQIPTLMLESR), P52 (NpSLPQIPTLNLESR), acPS2
{ac-MpSLPOQIPTLMLESR), DP {MpSLPQIPTLMLEpSR} £t
acDP (ac-NpSLPQIPTLNLEpSR). Les mélanges ont ébé
réalisés soit entre la version acétylée et non acélylée
de |a méme séguence peptidigue ol en meélange
équimolaire de ces & peptides. Les résuitats obtenus
sont trés différents. En mélange 17, 125 peptides non
acetylés semblent sfioniser de lagon eguivalents aux
peptides acétylés. En revanche, en mélange complexe,
fes peptides acélyles s'ionisent nettement mieux
quelle gue soit la sdguence du peplide, Cet affel est
particuliérement remarquable dans e cas du peptide

acMP versus NP avec un rendement d'ionisalion 2 5 6
fois mellleur en fonckion des matrices utilisées. Les
peptides acétyles semblent moins sujets aux effets
de zuppression en meélange complexe, Lorsque ces
peptides sont phosphorylés, cette tendance est malns
prongncee, Enfin, des pertes meétastables (-HPO3,
-H3IPOA) plus importanies sont observées lorsgque |e
phosphopeptide est acétyld en W-terminal. Nous mous
SOMMEes - aussi interessas a la fragmentation CID de ces
& peptides, & la fois en MALDI-TOF-TOF et en ESEFQ-TRAFR
En ESI, Facétylation condult & une fragmentation plus
importante de Uion parent 2+. Cet effet destabilisant est
contrebalance par la présence d'une phosphotylation,
plus particuliérement lorsgue cette phospharylation a
lieu proche gu site d'acétylation, ici en position 2. En
MALDI les phosphopeptides acétylés sant plus stables
yis-=a-vis de |3 perte métastable du phosphate & partir
de V'lon parent, ce qui permet d'obtenir une meilleurs
information de séguence. Ceci est surtoul vrai guand le
site de phosphaorylation est proche du site dacetylation.
Concernant les fragments, en MALDY, on n'observe pas
d'effet de Pacétylation sur les ions v mats les lons b sont
mioing nombreas quand le peplide est acétyld avec une
intenslté augmenteée des ions b de faible masse (surtout
dans le cas du DP). En ES, fes jons y sont plus nombreuy
quand le peptide est acdtylé surtoul dans ke cas du DR
en revanche, on chierve peu d'effet de [‘aceétylation sur
les lans boa part une plus importante perte de phosphate
quand les fragments sont acétylés {dans le cas acPS2
et surtout acDP). En protéomique, acétyler un melangs
peplidigue issu de la digestion enzymatigue d'uns
proféine pourrall condulee & une fragmentation source
en MALDL || serait ainsi pessible entre autre, de rezliser
des expériences de MS3 avec un appareil de type MALDI-
TOFTCFE De méme, laugmentation de 'information de
séquence en MS/MS peut savérer inféressante dans |2
cas des phosphopeptides connus pour principalement se
fragmenter au niveay du phosphate,
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Chromatographie rapide haute pression et Orbitrap Velos : évaluation
du tandem
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Dans le cadre de l'arrivee sur la plateforme 3p5 de la
nancchromatographle Hoguide Ultimate 3000 B5LC de
Dignex couple au spectrometre de masse LTQ- Orhitrap
Velos de Thermosclentific, les diverses atouts et
falblesses de ces apparelts ont été dvalués,

La R5LE ala capacité de pouwoir monter a des pressions
jusgu'a 00 bars, Avec ce systeéme, il est donc possible
d'augmenter les deblis etfou dutlliiser des colonnes
de particules plus fines, donc plus résclutives, En
revanche, les colonnes de préconcentration ne peuvent
étre utllisées qu'en mode “fHow through™ débit dans
un sedl sensh, L'Orbitrap Velos a2 doublé sa rapidité de
scan. Le couplage de ces 2 systémes haute-periormance
doit permettre de diminuer la durde des analyses en
conservant ou en augmentant fa résolution.

Mous avans comparé le mode “injection direcla” et le
maode “préconcentration” sur |la B5LC en Injectant un
efalon de B3A. Les critéres d'évaluation de ces 2 maodes
sont mesures & laide des logiciets chromelésn, Xcalibur
et MASCOT. MWous avons observd ume amélioration
notable dumede injection directe par rapport au systéme
nanolC clazsigue, alars gue le mode préconcentration
ne présente gu’une améiloration modérée,

Plusieurs colonnes de préconcentration seront iestées
pour asgmenter la resolution de Panalyse @ colonne de
preconceniration PepMap contenant des particules de
3pM eu colonne monclithique,

Afin de ze ménager |la possibilité de réaliser I'une ou
l'autre des Imjections, en fonction des besoins [és &
I'échantillom, un nouveau montage a &b envisage.
Ce mentage permet par une simple programmation
d'onenter 'échantillon vers le mode d'injection cholsl.
Cecl permettrait soit d'analyser des échantillons “3
risgue" en préservant |a colonne analyligue et le
spectrometre de masse au détriment de fa résolution,
soit "analyser des échantilfons “propres” en conservant
le maximum de résolution.
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Apport de la chromatographie d'interactions hydrophiles (HILIC)
pour la quantification de biomargueurs protéiques par spectrométrie
de masse
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La spectromeétrie de masse ciblée en mode MEM (&
Multiple Monitoring Reaction™) s'impose  aujourd’hud
comme 'une des méthodes de choix pour I'évaluation
clinigue de biomargueurs proléigues. Cependanl les
sensibllités atteinkes & ce jour sont encore loin de celies
des methodes immuno-enzymatiques qui se situent
generalement en dessous du ng par mb de serum oo
plasma. | est donc important de développer de nouvelles
methodologies analytigues par LC-M5/MS permettant
d'abaiszer au maximum ees sensibilités, Bien que cela
passe dvidemment par Futilisation de spectrometres
de masse ulira-sensibles, le gain en sensibilité peut
également élie apporté par la préparation d'échantilion
etiou la chromatographie,

La chromatographie diinteractions hydrophiles (HILICY
aui ultilise une phasze stalionnaire polaire el une phase
moblle  hedroeorganlgue  majositairement  organigue.
connalt depuis ces derniéres années un développement
tres rapide et important dans e domaine de |a
guantification de petltes molécules. Cette torte teneur
en sclvant organique, plus volatile et possédant une
lension de surlace plus faible que Peau induil une
désolvatation plus efficace de la phase mobile et donc
une sensibilité accrue en électrospray par rapport a ce
que l'on ohserve en chromatographie en phase inverse.
Cette propriéte a été fortement exploitée pour l'analyse
de meédicaments et/ou de leurs métabolites dans les
lluides biglogiques, ONimportants gains de sensibiile
entro 'HILIC ot 15 phase inverse ont ainsi &bé rapportés.
Si le comportement chromatographigue de peptides
en chromatographie HILIC a deja éte étudie, laspect
analyse quantitative n‘a jamals éte évalud, Notre éude
sintéresse donc aux gains de sensibilité pouvant étre
apportés par I'HILIC pour la guantification absolus de
protéines via des peptides rapportedrs issus d'une
digestion par la trypsine. La réponse de différents
peptides brypsiquees a donc éte comparee en HILIC
et en CI8, Les gains de sensibilité (HILIC vs CIB) sont
generalement compris entre 2 et 10, Linfluence de la
composition de la phase maobile sur les étals de charges
a également &té évalua,
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Analyse protéomique différentielle de xénogreffes de tumeurs
coliques humaines
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Les métastases sont la principale cause de |étalité
dip cancer ¢oligue. humaln mals les mecanismes
maoléculaires de leur développement restent méconnus,
Celte  &lude vise & identifier les  protéines
différentiellerment exprimées entre une tumeur coligue
humaing primaire et deux metastases heépatiques
synchrones; aprés xénogrefies chez la souris nude.

Les probéines des wénocgreffes, séparées sur colonne
DEAE puis gel 20, sont analysées en nanolC-MSMS
Les images de gels 20 sonl analysées avec PDOuesh
Lidentification des proteines (target-decoy est réallsée
3 l'aide de deux mobeurs de recherche, MASCGT et
OMS5A.

La majorité (60%) des protéines [dentifiées provient
bien des tumeurs humaines zenogreffees et non de
Verwitonnement murin (%) 29% pe peuwvenl Etre
asslgnédes a une des deux espbces. Parmi ces derpiéres,
30% présentent une stricte homologie de séquence
enfre les espéces. Le « modele xénogrefie » est donc
un modéle de cholx pour IPétude du deéveloppement
metastalique.

67% des. peptides sont |dembifids aussi bien avec
MASCOT qu'avec OMSSA. Néanmoins, MASCOT el
OMS5A permettent diidentifier spécifiguement des
peptides supplémentaires (34% pour MASCOT et 9%
pour OMESA),

U'extraction auvtomatigue des  annotations (Gene
Ontology, - Kegg databases) des protéines humaines
diftérentielles révele leur originge  cytoplasmigue,
nucléaire, mitochondriale et membraraire, Plusisurs
dientre elles, impliguées dans e métabolisme
énergétigue, Papoptose, 13 réponse au  shress
ogydatif.., sont connues pour leur réle dans certains
cancers, désordres  métaboligues ou  maladies
neurodégénératives,

Ces reésuitats sont encors en cours danalyse et
devraient conduire 3 la détermination de nouvelles
cibies theérapeutigues et/ou diagnostigues.



