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Résumé

Le nombre croissant de médicaments protéiques utilisés en thérapeutique a créé des
besoins dans le domaine de leur quantification, principalement dans le plasma, un milieu de
composition protéique complexe.

Le dosage, essentiel aux études pharmacocinétique/pharmacodynamique, ainsi qu’a
I'optimisation de ces traitements, est compliqué par la nature protéique de ces médicaments
et par les faibles concentrations auxquelles ils sont attendus dans ces milieux complexes.

La meéthodologie proposée se démarque des méthodes de dosage usuelles par son
caractére universel. Elle fait appel a la spectrométrie de masse adaptée a la quantification
des protéines grace a l'utilisation d’'un marquage isotopique différentiel des peptides : aprés
enrichissement et protéolyse, I'échantillon a doser est marqué sur les lysines par la version
Iégere d’'un réactif de dérivation. En paralléle, les peptides de la protéine médicament pure
marqués par la version lourde du réactif, servent d’étalon interne. La possibilité de quantifier
la protéine a partir de plusieurs de ses peptides améliore la fiabilité du dosage.

Appliquée a I'epoetin beta aux concentrations attendues en thérapeutique (autour de
0,5 femtomole/yL de plasma), la stratégie proposée permet de situer la limite de
quantification a environ 50 attomoles d’epoetin beta/pL de plasma avec une méthodologie de
spectrométrie de masse nano-LC-ESI-Q-TRAP fonctionnant en mode MRM.

Pour étendre l'universalité de cette approche au champ des protéines médicaments
pégylées, une seconde molécule a été étudiée. |l s’agit de I'interféron alfa-2b pégylé qui a
permis de mettre en place une stratégie d’extraction spécifique du médicament utilisant sa

pégylation.

Mots-clés : Protéines médicaments, spectrométrie de masse, MRM, marquage chimique

isotopique, quantification, protéines pégylées.



Abstract

The growing number of therapeutic proteins has created needs in the field of their
quantification, mainly in plasma, which is a complex protein environment.

Quantitative analysis of these proteins is essential for
pharmacokinetics/pharmacodynamics studies, and for the optimization of treatments.
However, the nature itself of the analyte and the low concentrations that are expected in
plasma complicate the quantitative analysis.

The proposed methodology differs from usual methods on its universal applicability. It
relies on mass spectrometry adapted to the quantification of proteins by using peptides
differential isotope labelling : after enrichment and proteolysis, the therapeutic protein and
the plasmatic proteins are labelled on lysine residues by the light reagent. In parallel,
peptides of the pure therapeutic protein, labelled by heavy version of reagent, are used as
internal standard. The ability to quantify the protein with several of its peptides improves the
reliability of the analysis.

When applied to epoetin beta at expected therapeutic concentrations (about 0.5
femtomole/pL of plasma), the proposed strategy leads to a quantification limit close to 50
attomoles of epoetin beta/uL plasma, with a nano-LC-ESI-Q-TRAP mass spectrometry
methodology operating in MRM.

To extend the universal character of this approach to the field of pegylated protein
drugs, a second therapeutic protein model has been studied. This model is a pegylated
interferon alfa-2b which allowed developing a strategy for specific extraction of the drug

relying on its pegylation.

Key words : protein drugs, mass spectrometry, MRM, chemical isotope Ilabelling,

quantification, pegylated proteins.
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Liste des abréviations

1D-GE : Electrophorése uni-dimensionnelle (one-Dimensional -Gel Electrophoresis)
2D-GE : Electrophorése bi-bimensionnelle (two-Dimensional -Gel electrophoresis)
2D-PAGE : Electrophorése bi-bimensionnelle sur gel de polyacrylamide (two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis)

4-HCCA : Acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid)
ACN : Acétonitrile

ADN : Acide Desoxyribonucléique

AMS : Accelerator Mass Spectrometry

amole : attomole

CHEM : Chemiluminescent immunoassay

cICAT : Cleavable Isotope-Coded Affinity Tag

CID : Fragmentation Induite par Collision (Collision Induced Dissociation)

Da : Dalton

DCI : Dénomination Commune Internationale

DPO : Darbepoetin-a

EGFR : Récepteur au Facteur de Croissance Epidermidique (Epidermal Growth Factor
Receptor)

EIA : Enzyme Immunoassay

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbant Assay

EPO : Erythropoiétine

ESI : lonisation ElectroSpray (ElectroSpray lonization)

FAB : Fast Atom Bombardment

FDA : Food and Drug Administration

fmole : femtomole

FWHM : Largeur a mi-hauteur (Full Width at Half Maximum)

HBV ou VHB : Hepatitis B Virus ou Virus de I'Hépatite B

HCV ou VHC : Hepatitis C Virus ou Virus de I'Hépatite C

HPLC : Chromatographie Liquide Haute Performance (High Performance Liquid
Chromatography)

ICAT : Isotope-Coded Affinity Tag

ICPL : Isotope-Coded Protein Label

IEF : Focalisation Isoélectrique ou Iso électro focalisation (Isoelectric focusing)

IFN : Interféron

Ig : Immunoglobuline
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IL : Interleukine

I.M.: Voie d’administration Intra-Musculaire

I.N. : Voie d’administration Intra-Nasale

IRMA : ImmunoRadiometric Assay

I.S. : Etalon Interne ou Standard Interne (Internal Standard)

iTRAQ : Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation

L.V. : Voie d’administration Intra-Veineuse

KIRA : Kinase Receptor Activation Assay

LC : Chromatographie Liquide (Liquid Chromatography)

LC-MS: Couplage Chromatographie Liquide-Spectrométrie de Masse (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry)

LOD : Limite de détection (Limit of detection)

LOQ : Limite de quantification (Limit of quantification)

LTQ : Spectrometre de masse a piege ionique linéaire (Linear lon-Trap Mass Spectrometer)
GC : Chromatographie Gazeuse (Gas Chromatography)

MALDI : Spectrométrie de masse a ionisation par désorption laser a partir d'une matrice ou
Désorption lonisation Laser Assistée par Matrice (Matrix Assisted Laser Desorption
lonization)

MARS : Multiple Affinity Removal System

MRM : Suivi alterné de plusieurs transitions métastables (Multiple Reaction Monitoring)

MS : Spectrométrie de Masse (Mass Spectrometry)

MS/MS : Spectrométrie de masse en tandem, combinant deux ou n analyseurs : MS" (Mass
Spectrometry-Mass Spectrometry)

MudPIT : Multidimensional Protein Identification Technology

m/z : nombre sans dimension mesurant le rapport de la masse d'un ion (en unités
atomiques) a son nombre de charges

PD : Désorption a Plasma

pmole : picomole

pl : Point Isoélectrique

PK : Pharmacocinétique

PK/PD : Pharmacocinétique/Pharmacodynamique

P.O. : Voie Orale (Per Os)

ppm : parties par million

Q : Quadripole

rHuUEPO : Erythropoiétine Recombinante Humaine (Recombinant Human Erythropoietin)
R&D : Recherche et Développement

RF : Radio Fréquence
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RIA : RadiolmmunoAssay

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

SA : Acide Sinapinique (Sinapinic acid)

S.C. : Voie d’administration Sous-Cutanée

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis

SELDI : Surface Enhanced Laser Desorption lonization

SIM : Détection sélective d'un ion (Selective lon Monitoring)

SISCAPA : Stable Isotope Standards and Capture by Anti-Peptide Antibodies

SPR : Surface Plasmon Resonance

SRM : Détection ou suivi sélectif d'une transition métastable (Single Reaction Monitoring)
TFA : Acide Trifluoroacétique (Trifluoroacetic acid)

TIC : Courant ionique total (Total lon Current)

TOF : Temps de Vol (Time Of Fight)

TOF/MS : Spectrométrie de masse a temps de vol (Time Of Flight Mass Spectrometry)
Tr : Temps absolu de rétention d’un soluté issu d’une colonne de chromatographie
TSP : Thermospray

Ul : Unités Internationales

UPLC : Ultra Performance Liquid Chromatography

UV : UltraViolet (détecteur Utraviolet)

VHC : Virus de I'Hépatite C

Nomenclature des acides aminés :

Ala  Alanine (A)

Arg  Arginine (R)

Asn  Asparagine (N)

Asp acide Aspartique (D)
Cys Cystéine (C)

GIn  Glutamine (Q)

Glu  acide Glutamique (E)
Gly  Glycine (G)

His  Histidine (H)

lle Isoleucine (1)

Leu Leucine (L)

Lys  Lysine (K)

Met  Méthionine (M)

Phe Phénylalanine (F)
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Pro
Pyr
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

Proline (P)

acide Pyroglutamique (2)
Sérine (S)

Thréonine (T)
Tryptophane (W)
Tyrosine (Y)

Valine (V)
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CHAPITRE 1 :

INTRODUCTION

Au cours des derniéres années, des médicaments produits par biotechnologie
incluant des protéines, des peptides, des anticorps monoclonaux, des fragments d’anticorps,
des oligonucléotides antisens et des préparations d’ADN pour la thérapie génique ont intégré
'arsenal thérapeutique. Ces médicaments occupent actuellement une grande place dans le

secteur recherche et développement (R&D) de I'industrie pharmaceutique (Tang et al., 2004).

. Les protéines

Les protéines sont des polyméres linéaires constitués d’acides aminés mais ayant
une structure spatiale différente les unes des autres. L’enchainement des acides aminés
constitue la structure primaire de la biomolécule. Les protéines adoptent une orientation
spatiale locale bien précise (hélice, feuillet, ...) qui correspond a leur structure secondaire.
L’association de ces conformations locales forme la structure tertiaire, ou structure
tridimensionnelle de la protéine. La conformation adoptée est celle d’'une énergie libre
minimale. Enfin, la structure quaternaire est issue de 'assemblage de plusieurs biomolécules
(Lehninger, 1973 ; Sakiz, 1986).

Il existe 20 acides aminés naturels, plusieurs types de structures secondaires et des
modifications post-traductionnelles (phosphorylations, glycosylations, acétylations, ...). Le
trés grand nombre de combinaisons possibles entraine une diversité quasi-infinie (Lehninger,
1973 ; Scott et Mercer, 1997). De la structure quaternaire découle la fonction de la protéine
(Sakiz 1986 ; Lehn 1997). La figure 1.1 montre les différentes structures des protéines.

Les édifices quaternaires sont maintenus par des liaisons non-covalentes, de faible
énergie comme par exemple les liaisons hydrogéne, les forces de Van Der Waals, les
liaisons ioniques et les interactions hydrophobes (Lehn, 1997). Ces entités supramoléculaires
ont souvent une haute masse moléculaire allant de 5 000 a plus de 1 000 000 Da.

De nombreuses entités biologiques formant des complexes non-covalents ont des
fonctions biologiques bien définies et sont de grande importance : le stockage (ovalbumine,
caseéine), le transport (hémoglobine, sérum albumine), la structure des organes et des tissus

(collagéne, élastine), I'envoi et la réception de messages (réplication, transcription,
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translation), la production d’énergie, la défense de nos cellules vis-a-vis des cellules
porteuses de marqueurs étrangers (virus), la contraction musculaire (actine, myosine)...

Bien souvent, des complexes non-covalents mettent en jeu une protéine et une
molécule cible : une autre protéine, un ligand, 'ADN, un ion métallique... Des associations
telles que protéine/ligand, enzyme/substrat, antigéne/anticorps sont alors obtenues. De la
structure de ce complexe découle I'activité biologique de I'entité (Lehn, 1997 ; Scott et Mercer,
1997).

0
/
1 1 1 i c
B VAl | L
oy I P 1 O
. P T Py
HaN = Ch = C0~+NH—CH—00-~NH— Ot — 00 - N — CH— OO+ Ni— C1—CD
Na — Vol Gly Phe Asn

a) Structure primaire d’'une protéine (a partir
du N-terminal).

c) Structure tertiaire de la Myoglobine.
Les lettres de A @ H montrent les 8
hélices a.

@-C. @-H, ©O-R, e-_ﬂ. O-0,

==== hydrogen bonds

b) Structure secondaire des
protéines : a gauche, structure
en feuillet; a droite, structure
en hélice a.

sl B ]

d) Structure quaternaire de 'hémoglobine.
Les disques noirs représentent les hemes.

Figure I.1. De la structure primaire a la structure quaternaire des protéines (figure
modifiée d’aprés Lehninger, 1973)
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ll. Les médicaments protéiques
A. Généralités

Les médicaments produits par biotechnologie ont représenté plus de 35 % des
nouvelles substances actives introduites en 2001 (Tang et al., 2004) et les anticorps, des
thérapeutiques ciblées, représenteront a eux seuls dans les 10 a 15 années a venir la moitié
des nouvelles substances actives (Arlington et al., 2002). L’epoetin alfa, une érythropoiétine
humaine recombinante, I'abciximab et le trastuzumab, deux anticorps monoclonaux, sont
des exemples de médicaments issus de biotechnologie qui ont révolutionné la thérapeutique.
Actuellement, quatorze anticorps monoclonaux sont sur le marché et utilisés en
thérapeutique dans des indications variées telles que [l'oncologie, linflammation,
l'infectiologie et les pathologies cardiovasculaires. Le nombre de ces d’anticorps
monoclonaux va d’ailleurs beaucoup augmenter dans les dix années a venir puisqu’au moins
une centaine sont déja en développement clinique (Dubois et al., 2008). Le tableau I.1

présente une classification des principaux médicaments issus de biotechnologies.

Tableau I.1. Les différentes classes de médicaments issus de biotechnologies
(d’aprés Tang et al., 2004 ; Dorosz, 2007 ; Vidal, 2008)

. Agalsidase alfa/REPLAGAL® TKT Europe IV
Agalsidase alfa Agalsidase beta/FABRAZYME® Genzyme IV
Alglucosidase Alglucosidase alfa/MYOZYME® Genzyme \%

Epoetin alfa/lEPREX® Janssen Cilag IV/SC
Epoetin beta/NEORECORMON® Roche IV/ISC
Antianémiques Epoetin delta/DYNEPO® Shire IV/SC
Darbepoetin alfa/ARANESP® Amgen IV/SC
Epoetin beta pégylée/MIRCERA® Roche SC
Anticancéreux et Goséréline/ZOLADEX® AstraZeneca Implant SC
immunosuppresseurs
(Agonistes de la LH- Cétrorelix/ CETROTIDE® Merck SC
RH)
Alemtuzumab/MABCAMPATH® Bayer \Y
Bévacizumab/AVASTIN® Roche v
Anticorps monoclonaux Cétuximab/ERBITUX® Merck [\
(antinéoplasiques) Infliximab/REMICADE® Centocor \Y
Rituximab/MABTHERA® Roche \%
Trastuzumab/HERCEPTIN® Roche \%
Q”t'go’?ado“o"h'” GanirelixxORGALUTRAN® Organon sC
eleasing Hormone
Antithrombotiques Drotrecogin-a/XIGRIS® Lilly \%
éﬁ;}ﬂ;ﬁg;"’“q“e (Antl £ tifibatide/INTEGRILIN ® GlaxoSmithKline IV
Antinéoplasiques Asparaginase/KIDROLASE® OPI IVAM
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Cytokine (facteurs de Filgrastim/NEUPOGEN® Amgen IV/SC
croissance PegFilgrastim/NEULASTA® Amgen sC
hématopoiétiques)
Interferon a-2a/ROFERON-A® Roche IM/SC
Interferon a-2b/INTRONA® Schering IM/SC
Cytokine et Interferon B-1a/REBIF® M_erck SC
immunomodulateurs Interferon B-1a/AVONEX® Biogen IM
(interférons) Interferon 3-1b/BETAFERON® Bayer SC
Peglnterferon a-2a/PEGASYS® Roche SC
Peglnterferon a-2b/VIRAFERONPEG®  Schering-Plough SC
Interferon y-1b/IMUKIN® Boehringer SC
Follitropin alfa/ GONAL-F® Merck SC
Gonadotrophines Follitropin beta/PUREGON® Organon IM/SC
Urofollitropine/FOSTIMON® Genévrier SC
Hormones Glucagon/GLUCAGEN® Novonordisk IV/IM/SC
glycogénolytiques
Hydrolase lysosomiale Laronidase/ALDURAZYME® Genzyme \%
Imiglucérase Imiglucérase/CEREZYME® Genzyme [\
Immunoglobulines Palivizumab/SYNAGIS® Abbott IM
Immunostimulants,  z4e5|eukin/PROLEUKIN® Novartis IV/SC
cytokines
Immunosuppresseurs _Adalimumab/HUMIRA® Abbott SC
sélectifs (Inhibiteur du  Etanercept/ENBREL® Wyeth SC
TNF-alpha) Infliximab/REMICADE® Schering-Plough IV
Immunosuppresseur Anakinra/KINERET® Amgen S.C.
[MMUNOSUPpresseurs C?closporine/NEORAL@ Novart?s PO
sélectifs Ciclosporine/SANDIMMUN® Novartis IV/IPO
Daclizumab/ZENAPAX® Roche IV
Inhibiteur des Ig E Omalizumab/XOLAIR® Novartis SC
Inhibiteurs des Basiliximab/SIMULECT® Novartis W
interleukines
Alteplase/ACTILYSE® Boehringer \%
Thrombolytiques Reteplase/RAPILYSIN® Roche v
Tenecteplase/METALYSE® Boehringer \%

Urokinase/lUROKINASE CHOAY® Sanofi-Aventis [\

L’analyse et la quantification des médicaments protéiques est indispensable pour
mener des études pharmacocinétiques (PK) et pharmacocinétiques/pharmacodynamiques
(PK/PD). Ces études interviennent lors du développement préclinique et clinique du
médicament ainsi que tout au long de son utilisation. Le choix de la voie d’administration la
plus appropriée nécessite d’étudier les caractéristiques d’absorption du médicament, sa
stabilité chimique et métabolique au niveau du site d’absorption, la fraction biologiquement
active et les processus d’excrétion. La connaissance des relations effet-concentration du
médicament et exposition-réponse sont cruciales. Les conditions de distribution et les
procédés d’élimination, directement liés a la fixation du médicament sur sa cible et a son

effet pharmacologique, doivent étre déterminés précisément.
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Cependant, les études PK/PD sont compliquées dans le cas de ces médicaments par leur
ressemblance et leurs interactions avec des protéines ou des peptides endogénes, ainsi que
par les mécanismes physiologiques de régulation par rétrocontrole, de protéolyse ou
d’endocytose (Tang et al., 2004). Ainsi, la mise au point de techniques analytiques sensibles
et spécifiques de ces médicaments permettant leur quantification dans des matrices
biologiques fait partie des principaux challenges dans ce domaine actuellement (Tang et al.,
2004).

Notre étude porte particulierement sur deux protéines produites par biotechnologie et

actuellement trés utilisées en thérapeutique : I'érythropoiétine beta et l'interféron alfa-2b

pégylée.

B. L’érythropoiétine beta

L’érythropoiétine beta ou epoetin beta est une glycoprotéine humaine recombinante
de masse moléculaire 34 kDa environ, ayant la méme action que I'érythropoiétine humaine
(hormone sécrétée par les cellules de I'épithélium vasculaire des capillaires péritubulaires
rénaux principalement) c'est-a-dire qui stimule les précurseurs érythroblastiques. Sa
production est réduite en cas dinsuffisance rénale chronique. Administrée par voie
intraveineuse ou sous-cutanée, elle permet de corriger 'anémie des patients insuffisants
rénaux chroniques, dialysés aux doses faibles de 150 a 300 Ul/kg par semaine. Administrée
par voie sous-cutanée aux doses plus élevées de 450 a 900 Ul/kg par semaine,
I'érythropoiétine beta permet de prévenir et de traiter I'anémie induite par la chimiothérapie
anticancéreuse chez des adultes atteints de tumeurs solides et liquides (Dorosz, 2007).

Nous nous sommes intéressés plus particulierement au traitement de 'anémie des
patients sous traitements myélosuppresseurs tels que la radiothérapie et la plupart des
chimiothérapies cytotoxiques pour laquelle [I'érythropoiétine humaine recombinante
(rHUEPOQO) est le traitement de choix. Mais 'EPO est une thérapie colteuse et tous les
patients ne répondent pas au traitement (Bokemeyer et al., 2004 ; Bokemeyer et al., 2007). La
dose initiale d’epoetin beta recommandée est de 30 000 Ul par semaine administrée en une
fois ou répartie en 3 a 7 injections, les deux modalités d’administration ayant la méme
efficacité (Glaspy et Beguin, 2005 ; Prontazo et al., 2006). Cette dose initiale peut étre doublée
aprés 4 semaines de traitement chez les patients non répondeurs (Vidal, 2008). Parmi les
patients non répondeurs (40 % en moyenne) aprés un mois de traitement, 28 % obtiennent
une réponse compléte avec une double dose d’érythropoiétine humaine recombinante.

Cependant, les risques d’accidents thromboemboliques et d’hypertension artérielle sont
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élevés avec des doses importantes d’'EPO et aucune étude n’a examiné l'effet d'un
traitement sur une longue période a dose initiale (Bokemeyer et al., 2004 ; Bokemeyer et al.,
2007). Malgré ['utilisation croissante en cancérologie de [I'érythropoiétine humaine
recombinante a forte dose une fois par semaine sans effets secondaires sérieux (Suzuki et
al., 2008), peu de données de pharmacocinétique sont disponibles (Fujisaka et al., 2006). C’est
pourquoi une méthode de dosage plasmatique sensible et spécifique de I'érythropoiétine
beta s’impose pour individualiser et optimiser les traitements chez les patients non

répondeurs, mais aussi chez les répondeurs pour déterminer les doses d’entretien efficaces.

C. L’interféron alfa-2b pégylé

L’interféron alfa-2b pégylé ou Peginterféron alfa-2b de masse moléculaire 33,5 kDa
environ est une protéine humaine recombinante analogue a linterféron alfa endogéne
(cytokine produite par les macrophages et les lymphocytes non T non B). La pégylation
consiste a conjuguer linterféron a du polyéthylene glycol, ce qui modifie la
pharmacocinétique de linterféron (demi-vie d’élimination 10 fois plus longue que celle de
l'interféron non pégylé, qui permet de limiter les injections a une par semaine) (Dorosz, 2007).

L’interféron alfa-2b pégylé posséde une ftriple action: antivirale (inhibition de la
réplication virale dans les cellules), immunomodulatrice portant sur I'immunité cellulaire
(augmentation de [lactivit¢ des cellules NK et des macrophages) et antiproliférative
(allongement de toutes les phases du cycle cellulaire). Administré par voie sous-cutanée a la
dose de 1,5 ug/kg une fois par semaine le soir pendant 6 mois, I'interféron alfa-2b permet de
traiter I'népatite C chronique de I'adulte en association a la ribavirine ou en monothérapie si
le patient contre-indique la ribavirine. Administré pendant 12 mois, il permet de traiter
I’hépatite B chronique a antigéne HBe positif ou négatif.

Nous nous sommes intéressés plus particulierement au traitement des patients
porteurs du virus de I'hépatite C. Le taux de réponse aux traitements actuels de I'hépatite C
est de I'ordre de 100 % chez les patients porteurs des génotypes 2 et 3 du virus de 'hépatite
C (VHC) aprés 6 mois de traitement alors qu'’il n’est que de 63 % chez les patients porteurs
du génotype 1 aprés 12 mois de traitement (Baker, 2003). Certaines études de cinétique
virale suggeérent que cette mauvaise réponse au traitement serait liée a une sensibilité
diminuée du virus au médicament et/ou a des concentrations plasmatiques en interféron
alfa-2 non  adaptées. Par conséquent, des études pharmacocinétiques,
pharmacodynamiques et des études dose d’interféron-cinétique virale s’avérent nécessaires

pour les patients porteurs du VHC génotype 1. Il faut pour cela étre capable de doser
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spécifiquement et précisément dans le plasma humain l'interféron alfa-2 sous sa forme

pégylée.

La présence dans le plasma humain d’interféron endogéne comme d’érythropoiétine
endogéne rend ces deux médicaments trés difficiles a doser de maniére spécifique, d’autant
plus que leurs concentrations plasmatiques sont trés faibles (Vroliik et al., 2003). Les
concentrations plasmatiques maximales attendues pour I'epoetin beta sont de 'ordre de 1
fmole/pL de plasma (Fugisaka et al., 2006), celles attendues pour le peginterféron alfa-2b de
I'ordre de 2000 pg/mL soit 60 attomoles/uL (Glue et al., 2000).

lll.Les techniques actuelles de dosage des médicaments
protéiques

Les techniques analytiques employées pour les études de pharmacocinétique des
agents produits par biotechnologie requiérent différents critéres : exactitude (ou accuracy),
précision, spécificité, sensibilité, reproductibilité et stabilité, recommandés par la FDA (Shah
et al., 2000; CDER/FDA, 2001 ; Wiswanathan et al, 2007). Certains de ces critéres sont
spécifiques aux techniques danalyse des macromolécules (Miller et al., 2001).
Malheureusement, les techniques d’analyse utilisées pour détecter et quantifier les protéines
et les peptides sont souvent inexactes, imprécises et non spécifiques, ce qui peut conduire a
I'obtention de mauvais résultats ainsi qu’a des évaluations pharmacocinétiques erronées. De
plus, la conjugaison fréquente de ces médicaments produits par biotechnologie, de type

glycosylation ou pégylation le plus souvent, complique I'analyse (Tang et al., 2004).

Les techniques communément utilisées pour l'analyse des petites molécules
(techniques chromatographiques GC ou HPLC couplées a des détecteurs UV/visible) ne
sont pas applicables pour lanalyse des produits de biotechnologie. Les méthodes
habituellement utilisées pour I'analyse des protéines et des peptides sont des techniques de
type bioassay, immunoassay et des techniques faisant appel a la spectrométrie de masse.
Les techniques de type immunoassay sont actuellement les plus couramment employées
pour déterminer les paramétres pharmacocinétiques de ce type de médicaments (Wei et al.,
2007).
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A. Les techniques de type bioassay

Les techniques de bioassay sont définies comme des procédés analytiques mesurant

l'activité biologique d’'une substance et basées sur une réponse biologique spécifique et

fonctionnelle (Mire-Sluis, 2001 ; Thorpe et al., 1999). |l existe des tests in vivo et des tests in

vitro.

Les tests in vivo consistent a administrer les agents a analyser a des animaux et a en

mesurer la réponse. Cependant, ces tests présentent plusieurs inconvénients : un co(t

élevé, un manque de spécificité, une grande variabilité inter-animale et un temps de mise en

ceuvre important.

Les tests in vitro sont basés sur une réponse cellulaire quantifiable aprés stimulation par un

agent (Rose et al., 2000).

Plusieurs variantes de tests in vitro sont utilisées :

Une technique basée sur la prolifération d'une lignée cellulaire induite par le
médicament a étudier. Cette prolifération est mesurée par lintermédiaire de
thymidine tritiée ou d’'un composé non radioactif (méthylthiotétrazole par exemple)
introduit dans ’ADN cellulaire. Wei et al. ont développé cette technique utilisant la
thymidine tritiée pour quantifier une érythropoiétine recombinante humaine dans le
plasma (Wei et al., 2007).

Une technique basée sur l'activation d'un géne rapporteur aprés liaison du
médicament a analyser utilisant la B-galactosidase ou la luciférase comme marqueur
d’activation du géne. La quantification du médicament est indirecte et fonction de la
lisison médicament-récepteur (Meager, 2002). Vrolijk et al. ont développé une
technique de ce type pour doser l'interféron-a, basée sur l'activation d’'un géne du
virus de I'hépatite C (HCV) relié a une luciférase (Vrolijk et al., 2003).

Une technique basée sur l'activation d’un récepteur aux kinases ou Kinase Receptor
Activation Assay (KIRA). Les récepteurs cibles du médicament sont liés a une
enzyme qui est activée par la liaison médicament-récepteurs cibles. L’activité de
'enzyme, fonction de la quantité de médicament, est mesurée par immunoassay
(Sadick, 1999).

Une technique appelée Surface Plasmon Resonance (SPR) destinée a améliorer les
problémes d’altération des capacités d’activation des récepteurs dans les cultures de
cellules. Le ligand se lie a la molécule d’'intérét thérapeutique emprisonnée dans une

maille de dextran et déposée a la surface d’une puce recouverte d’or. L’activité de
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I’échantillon contenant le médicament est mesurée par la modification de réflexion de

la lumiére sur la puce (Cooper, 2002).

Grace a l'apparition des lignées cellulaires immortelles, les tests in vitro offrent 'avantage de
présenter une moindre variabilité que les tests in vivo. D’autre part, les techniques de génie
génétique (ADN recombinant) ont permis la synthése de lignées cellulaires exprimant de
maniere sélective des récepteurs spécifiques a un médicament donné. Malgré ces
avantages sur les tests in vivo, les tests in vitro ne sont que des indicateurs d’une activité
biologique et ne sont pas le reflet exact de la situation in vivo (Tang et al., 2004).

Les techniques de type bioassay, en plus de demander une main d’ceuvre lourde et
intensive, présentent une importante variabilité liée aux conditions de culture des cellules.
Cette variabilité peut cependant étre minimisée par une surveillance morphologique et un
entretien soigneux des lignées cellulaires en suivant des protocoles stricts (Wei et al., 2007).
De plus, ces techniques présentent I'inconvénient d’étre sujettes a des interférences avec de
nombreux facteurs comme les métabolites actifs des médicaments étudiés, les conditions

environnementales et les matrices biologiques.

B. Les techniques de type immunoassay

Les techniques d’'immunoassay sont basées sur un signal de réponse obtenu suite a
une réaction antigéne-anticorps. Ce signal est généré par une étiquette enzymatique,
fluorescente, luminescente ou radioisotopique fixée sur un antigéne ou sur un anticorps
(Findlay et al., 2000). Ce sont les techniques analytiques les plus fréquemment utilisées pour
quantifier les peptides et les protéines dans les liquides biologiques, puisqu’elles présentent
une haute sensibilité, une assez bonne spécificité, sont précises et faciles a utiliser (Tang et
al., 2004). L'utilisation de ces techniques pour la bioanalyse des molécules thérapeutiques de
basse masse moléculaire a décliné depuis l'arrivée de la spectrométrie de masse présentant
une meilleure spécificité. Cependant, elles restent une bonne alternative économique dans le
cas ou leur spécificité a été validée par spectrométrie de masse (Findlay et al., 2000). Ces
techniques faisant intervenir des anticorps mono- et polyclonaux comprennent
essentiellement les techniques Enzyme-Linked Immunosorbant Assay (ELISA),
RadiolmmunoAssay (RIA), Chemiluminescent immunoassay (CHEM), ImmunoRadioMetric
Assay (IRMA) et Enzyme ImmunoAssay (EIA). Les plus couramment employées pour les
études PK/PD des médicaments issus de biotechnologies sont les techniques ELISA et RIA
(Tang et al., 2004).
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La technique ELISA est la plus employée pour détecter et quantifier les médicaments

produits par biotechnologie comme par exemple :
— des cytokines humaines (Piscitelli et al., 1997)
— des activateurs tissulaires du plasminogéne (t-PA): alteplase, tenecteplase
(Tanswell et al., 2002)
— des anticorps monoclonaux chimériques tels que le rituximab, un anticorps
anti-CD20 (Blasco et al., 2007)

— des érythropoiétines recombinantes humaines (Cheung et al., 2001)
Cependant, malgré son grand nombre d’applications, la méthode ELISA a des limites. Elle
présente tout d’abord un manque de spécificité envers les formes actives (intactes), inactives
(dénaturées) et métabolisées (partiellement dégradées) des produits de biotechnologie en
raison du manque de spécificité de I'épitope de I'anticorps (Toon, 1996). D’autre part, cette
technique présente un manque de discrimination entre les composés endogenes et
exogénes pouvant conduire a une surestimation de la concentration. Enfin, des anticorps
naturels dirigés contre le médicament peuvent interférer avec les tests ELISA (Tang et al.,
2004).

La technique RIA utilise des acides aminés ayant subi soit un marquage externe a I''®l, soit

un marquage interne au °H, au '*C ou au **S (Wills et Ferraiolo, 1992). L’inconvénient du
marquage externe avec un ou plusieurs atomes d’iode est quiil peut modifier la
pharmacocinétique de certains composés (Wallis et al., 1993). En ce qui concerne le
marquage interne des protéines, le métabolisme de ces protéines peut libérer 'acide aminé
radiomarqué qui peut étre ensuite incorporé a une protéine endogéne et fausser I'analyse
(Nadeau et al., 1995).

Ces techniques ELISA et RIA ont en commun plusieurs défauts. D’une part, des
biotransformations telles que la protéolyse peuvent modifier I'antigénicité de la protéine
médicament et conduire a des résultats faussement négatifs (Findlay et al., 2000). D’autre
part, l'apparition d’auto anticorps résultant de l'administration répétée de la protéine
thérapeutique peut causer des interférences analytiques (Findlay et al., 2000). La technique
ELISA, defficacité similaire a la technique RIA, présente l'avantage de ne pas utiliser

d’éléments radioactifs (Sakata et al., 1995).

En ce qui concerne particulierement [lidentification et la quantification des
érythropoiétines humaines recombinantes (rHUEPO) et de la darbepoetin-a (DPO) dans les
milieux biologiques (plasma ou urine), les techniques de type immunoassay sont trés

utilisées pour les contrbles anti-dopage humains, équins ou canins, étant donné leur
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sensibilité et leur rapidité de mise en ceuvre pour faire des screening rapides. Cependant ces
techniques ne suffisent pas pour confirmer la présence de rHUEPO ou de DPO dans les
prélevements a cause du risque de réaction croisée avec dautres protéines et de
limpossibilité de différencier I'érythropoiétine endogéne de I'érythropoiétine exogéne (Stanley
et Poljak, 2003 ; Guan et al., 2007 ; Guan et al., 2008). Certains auteurs ont montré que les
techniques de type CHEM (Chemiluminescent immunoassay) paraissaient plus fiables que
les techniques de type ELISA pour les contréles anti-dopage humains a 'EPO (Abellan et al.,
2004 ; Benson et al, 2000). Des techniques ELISA ont été récemment développées pour
quantifier 'TEPO recombinante humaine, mais ne semblent pas régler le probléme des

réactions croisées (Yanagihara et al., 2008).

En ce qui concerne particulierement la quantification de l'interféron-alfa pégylé (PEG-
IFN-a), les techniques de type immunoassay exactes et précises pour des analyses in vitro,
perdent de leur sensibilité et de leur spécificité lorsque cette cytokine est analysée dans un
échantillon humain. Ceci est certainement d a la présence de certains inhibiteurs comme
des anticorps hétérophiles (dirigés contre d’autres espéces), des facteurs rhumatoides ou
des formes solubles des récepteurs aux IFN-a/f. Des faux positifs peuvent apparaitre si les
anticorps utilisés pour reconnaitre I'lFN-a se lient & une protéine inactive. Notons ici que les
résultats obtenus avec les techniques de type immunoassay sont exprimés en Unités
Internationales par mL (Ul/mL) alors que les quantités d’interférons pégylés sont exprimées

sur la base du poids moléculaire, en ng/mL (Vrolijk et al., 2003).

C. Une technique combinant la focalisation isoélectrique a un
double immunoblot

Une technique combinant la Focalisation Isoélectrique (IEF) a un double immunoblot
pour la détection des érythropoiétines recombinantes humaines dans les urines présente
'avantage de distinguer 'EPO endogéne des rHUEPO moins négativement chargées (Guan
et al., 2007). Cependant, il a été montré que ce test largement utilisé, détectait parfois des
faux positifs d’epoetin beta dans des urines riches en protéines prélevées consécutivement a
un effort physique. Ce phénoméne est lié au fait que les anticorps monoclonaux anti-EPO
utilisés dans les techniques immunologiques ne sont pas mono spécifiques et reconnaissent
également dans ces urines certaines protéines présentant une homologie structurale avec

I'epoetin beta (Beullens et al., 2006).
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D’autre part, la détection et la quantification des rHUEPO et de la DPO est préférable sur des
échantillons plasmatiques car leurs concentrations attendues dans le plasma sont toujours

supérieures a celles attendues dans les urines (Guan et al., 2007).

Les analyses de la plupart des produits dopants dans les milieux sportifs sont
essentiellement basées sur I'utilisation de la spectrométrie de masse pour une détection
sensible et spécifique des molécules. Les grands enjeux actuels dans le contréle antidopage
sont principalement liés a 'usage des produits pharmaceutiques identiques aux molécules
endogeénes et I'érythropoiétine en est un bon exemple. En effet, pour la détection des
hormones peptidiques telles que I'EPO, les besoins analytiques n’étaient jusqu’a présent pas
couverts par les techniques de spectrométrie de masse. La détection des érythropoiétines
humaines recombinantes est a défaut réalisée par la technique ELISA sur le plasma et
'urine et par la technique combinant focalisation isoélectrique/double immunoblot sur les
urines. Mais ces techniques intéressantes pour la recherche rapide de 'EPO ne permettent
pas par manque de spécificité de déterminer la quantité exacte d’'EPO réellement présente
(faux positifs et faux négatifs), et de distinguer 'EPO endogéne de 'EPO exogéne (Guan et
al., 2008). Il n’est donc pas possible avec ces méthodes de confirmer la présence d’'EPO
exogéne et de déterminer la nature précise de 'EPO détectée. Une technique couplant la
chromatographie en phase liquide a la spectrométrie de masse apparue récemment permet
de différencier la darbepoetin alfa (EPO de synthése de deuxiéme génération) des EPO
recombinantes humaines alfa et beta (EPO de synthése de premiére génération) et donc de
'EPO endogéne a de faibles concentrations dans le plasma (Guan et al., 2008). En ce qui
concerne I'epoetin beta pégylée (EPO de synthése de troisiéme génération) un test mis au
point en septembre 2008 dont le principe n’est pas communiqué, permet de la détecter dans
le plasma.

Si a ce jour, la spectrométrie de masse ne permet pas de distinguer I'EPO
recombinante humaine de 'EPO endogéne, elle permet grace a sa meilleure sélectivité pour
'EPO par rapport aux techniques immunologiques, d’identifier et de quantifier 'TEPO avec
une meilleure précision. La spectrométrie de masse pourra certainement trouver sa place
dans le dosage plasmatique de I'epoetin beta pégylée, aprés extraction spécifique utilisant le

groupement polyéthyléne glycol.

D. Les techniques utilisant la spectrométrie de masse

Les techniques faisant appel a la spectrométrie de masse (MS) sont également

utilisées pour lanalyse biologique de peptides et de protéines. Les techniques de
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spectrométrie de masse couramment employées pour quantifier des peptides ou des
protéines dans un milieu biologique utilisent des modes d’ionisation MALDI (Matrix Assisted
Laser Desorption Ilonization) (Muller et al., 1999) ou ESI (Electro Spray lonization) (Feng et al.,
2002). Le mode ESI est souvent couplé a la chromatographie liquide (LC-ESI-MS).

La spectrométrie de masse est une technique de référence en protéomique en raison de sa
grande reproductibilité, de la large gamme de masses analysable, de I'exactitude et de la
précision des mesures (Yang et al., 2007). Méme si les techniques de LC-MS présentent une
sensibilité comparable aux techniques de type immunoassay, elles présentent la plupart du
temps une meilleure sélectivité (McMartin, 1992 ; Tang et al., 2004). En effet, alors que les
techniques immunologiques sont appliquées sans extraction de la molécule a doser de son
milieu biologique, les techniques chromatographiques incluant une étape de séparation
préalable sont beaucoup plus sélectives (Findlay et al, 2000). Les techniques de
spectrométrie de masse en tandem de type LC-MS/MS quant a elles peuvent permettre
d’abaisser les limites de détection et surtout d’améliorer la sélectivité de la méthode de
dosage grace a linformation supplémentaire donnée par les ions fragments (ce point
particulier sera détaillé dans les chapitres 2 et 3). La spécificité de la technique choisie est
une considération importante pour des études de pharmacocinétique, de bioéquivalence et
de toxicocinétique des médicaments protéiques. Cet argument fait de la chromatographie
couplée a la spectrométrie de masse en tandem une technique de choix pour la
quantification en milieu biologique des médicaments issus de biotechnologies pour la plupart
semblables a des agents biologiques présents dans 'organisme (versions recombinantes) et

présents a de faibles concentrations.

L’apport de la spectrométrie de masse pour l’identification et le dosage de
I’érythropoiétine dans les milieux biologiques est double. Par rapport aux techniques de
type immunologique employées habituellement, la spectrométrie de masse doit permettre
d’atteindre des sensibilités aussi bonnes voire meilleures avec surtout une meilleure
spécificité (absence de faux négatifs ou de faux positifs). Ces objectifs peuvent étre atteints
avec des techniques de spectrométrie de masse en tandem permettant de travailler en

Multiple Réaction Monitoring ou MRM.

L’apport de la spectrométrie de masse pour lidentification et le dosage des
interférons alfa-2 pégylés dans le plasma, par rapport aux techniques immunologiques
utilisées habituellement, pourrait surtout résider dans I'amélioration de la spécificité de la
technique analytique en exploitant la présence du greffage de polyéthylene glycol sur

I'interféron.
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IV. Objectifs de la thése

Le défi analytique que représente la mise au point d’'une technique d’analyse d’'une
protéine thérapeutique en milieu biologique nécessite la plupart du temps d’isoler le
médicament le plus spécifiquement possible avec une perte minimale au cours des
différentes étapes de I'analyse. Cette difficulté vient essentiellement de la présence dans les
milieux biologiques, d’équivalents endogénes aux médicaments protéiques utilisés, ainsi que
de la composition essentiellement protéique de ces matrices biologiques. Cela vient aussi de
la sensibilité assez faible de détection des protéines entiéres, voire de I'impossibilité de les
détecter en milieu complexe et de les identifier avec certitude. Le défi particulier de la
sensibilité reste en effet 'un des plus difficiles a relever dans la mesure ou les protéines
médicaments sont le plus souvent présentes a de trés faibles concentrations dans les fluides

biologiques (de I'ordre de quelques attomoles/uL a quelques centaines d’attomoles/uL).

Ces limites, qui compliquent actuellement beaucoup la conception des études
pharmacocinétiques et l'interprétation des données qui en découlent, peuvent étre levées
par la spectrométrie de masse. Nous avons ainsi cherché a atteindre cet objectif pour deux
médicaments trés employés actuellement en thérapeutique dans des indications capitales,
I'érythropoiétine recombinante humaine sous sa forme beta et l'interféron pégylé sous sa
forme alfa-2b. D’emblée, les choix techniques ont cependant été effectués de maniere a
privilégier le caractére universel de la méthode de dosage mise en ceuvre, tenant ainsi

compte du nombre croissant de médicaments protéiques mis sur le marché.

Contrairement aux techniques immunologiques, une technique de quantification de
type LC-MS/MS peut étre rapide a développer et présenter en plus 'avantage de ne pas étre
limitée a une seule protéine dans un seul type de matrice. Une méthode de quantification par
LC-MS/MS est donc applicable a des échantillons de différentes natures (plasma, urine...) et
provenant de différentes espéces (humain, animal...) et a quelques variantes prés a
différentes protéines médicaments. Ainsi, une méme méthode de LC-MS/MS pourra étre
utilisable au niveau de toutes les phases du développement d’'un médicament (Yang et al.,
2007). De plus, la faible quantit¢é de matériel nécessaire, la rapidité, la sensibilité et
'automatisation des procédures sont des arguments importants en faveur de son utilisation.
La spectrométrie de masse présente de meilleures performances lorsque I'analyse porte sur
les peptides issus d’une protéine soumise a protéolyse que sur la protéine entiére (Aussedat
et al., 2006 ; Dubois et al., 2008). En effet, une analyse reposant sur les peptides permet
d’obtenir une meilleure sensibilité, une meilleure spécificité et permet également de

quantifier la protéine via ses peptides. Le fait que nous ayons souhaité que la méthode de
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dosage repose sur I'analyse de plusieurs peptides, et non pas d’'un seul comme c’est le cas
pour d’autres méthodes, constitue une originalité supplémentaire conférant a notre approche

une plus grande fiabilité de quantification.

Dans le deuxiéme chapitre nous présenterons une revue des techniques de

séparation et de quantification des protéines par spectrométrie de masse.

Dans un troisieme chapitre, nous présenterons les différentes techniques de

spectrométrie de masse auxquelles nous avons eu recours pour notre étude.

La méthodologie d’analyse quantitative souhaitée universelle que nous avons mise

au point sur I'érythropoiétine beta sera exposée dans le quatriéme chapitre.

Enfin, dans le chapitre cing, la problématique du dosage de protéines médicaments
pégylées sera abordée via le cas particulier de l'interféron pégylé alfa-2b pour lequel une

méthodologie d’extraction spécifique tirant profit de la pégylation sera présentée.

Une derniére partie, présentée sous la forme d’'une discussion, sera consacrée a la
synthése des succes et des échecs que nous avons connus au cours de I'élaboration et de
la mise en ceuvre de la méthodologie et des enseignements qui en ont été tirés. Nous nous
demanderons en particulier si les objectifs ont été atteints, notamment en matiére de
sensibilité de détection. Ce sera I'occasion de recenser et d’évaluer les performances de
notre approche, mais aussi d’en révéler les limites et les lacunes, voire de remettre en
question certains choix méthodologiques. Enfin, dans une partie consacrée aux
perspectives, des solutions destinées a améliorer certaines étapes clés ou critiques de la

méthode pourront étre proposées. De méme des alternatives pourront étre envisagées.
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CHAPITRE 2

REVUE DES METHODES DE QUANTIFICATION DES PROTEINES
FAISANT APPEL A LA SPECTROMETRIE DE MASSE
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CHAPITRE 2 :

REVUE DES METHODES DE QUANTIFICATION
DES PROTEINES FAISANT APPEL A LA
SPECTROMETRIE DE MASSE

La quantification par spectrométrie de masse a d’'abord concerné les petites
molécules analysées le plus souvent avec des méthodes couplant la chromatographie en
phase gazeuse a la spectrométrie de masse en mode Single lon Monitoring (SIM). Ces
techniques faisaient appel a des standards porteurs d’'un marquage isotopique permettant la
quantification. Puis, aprés I'avénement de l'analyse protéomique, les méthodes d’analyse
quantitative existantes ont été adaptées aux caractéristiques particulieres des peptides et

des protéines.

C’est en 1996 que Wilkins et al. ont introduit le mot « protéome » qui signifie
complément PROTEinique d’'un génOME (Wilkins et al., 1996). L'analyse protéomique est
définie comme la comparaison quantitative de protéomes similaires sous différents stimuli
permettant une meilleure compréhension des processus biologiques complexes. La
protéomique est le passage obligé entre le génome et les nouveaux médicaments. Plusieurs
champs d’investigation visant a étudier la formation des protéines, leur fonction et leur
structure sont menés :

— étude des niveaux d’expression des protéines par modification d’'un parameétre. Il est
en effet devenu utile de suivre I'évolution des protéines d’'une cellule soumise a
différents stimuli. En comparant des réponses données, on peut voir les
changements dans I'expression de certaines biomolécules : certaines disparaissent
au profit d’autres (Hardouin, 2003).

— réalisation de la cartographie des protéines d’'une cellule : il s’agit de déterminer leur
localisation, leur séquence et leurs interactions. De fagon a comprendre le role des
protéines au sein d'un réseau, leurs interactions doivent étre caractérisées
quantitativement.

— identification et quantification de biomarqueurs protéiques exprimés dans certaines
pathologies (a une fin de diagnostic dans certaines formes de cancer par exemple)
(Koomen et Shih, 2005).
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Un des principaux objectifs de la recherche en protéomique est ainsi d’effectuer une
identification et une quantification systématiques des protéines exprimées dans les systémes
biologiques. Les approches standard font appel a des techniques de séparation des
protéines a l'aide de I'électrophorése bidimensionnelle, des puces a protéines ou de la
chromatographie en phase liquide (LC) bi ou multidimensionnelle, pouvant étre couplée a la

spectrométrie de masse (Wu et al., 2006).

Cependant, la quantification des protéines commence a étre appliquée aux
médicaments étant donné [utilisation croissante en thérapeutique de médicaments
protéiques. Les différentes études préalables a la mise sur le marché d’'un médicament
(toxicité, pharmacocinétique, pharmacodynamie...), les études postérieures a la mise sur le
marché et les dosages pharmacologiques de routine nécessitent de disposer de méthodes

fiables de quantification de ces médicaments.

Nous présenterons dans un premier temps les techniques utilisées en analyse
protéomique pour séparer les protéines ou les peptides en vue de les quantifier. Nous
aborderons dans un second temps les méthodes employées lorsqu’il s’agit de doser des
protéines ou des peptides d’intérét thérapeutique a partir de fluides ou de tissus biologiques.
Dans un troisitme temps, nous passerons en revue les techniques de quantification
actuellement commercialisées et utilisant la spectrométrie de masse (quantification relative
et/ou absolue). Enfin, nous discuterons au regard de la bibliographie I'apport des différentes
techniques de spectrométrie de masse pour quantifier un médicament protéique dans le

plasma humain.

. Techniques employées en protéomique pour séparer les
protéines et les peptides en vue de les quantifier par
spectrométrie de masse

A. Méthodes basées sur la séparation des protéines par
électrophorése bidimensionnelle

Les méthodes basées sur I'électrophorése bidimensionnelle ont été des méthodes de

choix pendant des décennies et sont encore largement utilisées. L’électrophorése

42



bidimensionnelle appelée également 2D-PAGE (Electrophorése bibimensionnelle sur gel de

polyacrylamide) sépare les protéines par :

- focalisation isoélectrique (IEF ou Iso Electro Focalisation) dans la premiére dimension ;
les protéines sont séparées selon leur point isoélectrique (pl), c’est-a-dire le pH pour
lequel leur charge nette est nulle (Leclercq, 1999).

- électrophorése en conditions dénaturantes en deuxiéme dimension ; la séparation
s’effectue selon le poids moléculaire (SDS-PAGE ou Sodium Dodecyl Sulfate —

Polyacrylamide Gel Electrophoresis) (Leclercq, 1999).

Une étape de coloration permet de mettre en évidence les protéines. Elle est effectuée par
divers moyens : colorants (bleu de Coomassie, ...), ions Ag+ ou fluorescence (technique
DIGE ou Difference Gel Electrophoresis par exemple) (Wu et al., 2006). Les protéines sont
quantifiées selon l'intensité de cette coloration (quantification relative d’'une protéine par

rapport a 'ensemble de la carte) (Rabilloud et Charmont, 2000 ; Hardoin, 2003).

Les taches (protéines) obtenues dans le gel sont excisées manuellement ou de

maniére automatique, les colorants, sels et détergents sont éliminés et les protéines sont
soumises a une protéolyse. La trypsine est I'endoprotéase spécifique la plus couramment
utilisée ; elle clive en C-terminal la chaine peptidique des acides aminés qui ont le pK le plus
élevé (lysine et arginine).
Les protéines sont identifiées par spectrométrie de masse, soit par empreinte peptidique
(mesure de masses de peptides en mode MALDI ou ESI-MS) si la séquence de la protéine
est référencée dans une base de données (Poutanen et al., 2001 ; Domon et Aebersold, 2006),
soit en faisant appel a des analyses en mode MS/MS qui ont I'avantage de permettre un
séquencage de novo si la protéine n’est pas référencée (Tang et al., 1993 ; Jones et al., 1994 ;
Hardouin, 2003).

Les techniques de quantification couplées a I'électrophorése bidimensionnelle sont
généralement les techniques colorimétriques ou basées sur la fluorescence. Cependant,
ces techniques classiques de quantification des protéines sur gel d’électrophorése
hautement sélectives pour les protéines abondantes, ne conviennent pas pour quantifier les
protéines peu abondantes telles que les protéines de régulation (protéines kinases, facteurs
de transcription...) (Gerber et al., 2003). C’est pourquoi des techniques de marquage chimique
isotopique sont également employées aprés une séparation des protéines sur gel
d’électrophorése, en vue de quantifier les protéines par spectrométrie de masse (Gerber et
al., 2003). Les techniques de marquage chimique utilisées sont par exemple I'lCAT (/sotope
Coded Affinity Tag) (Wu et al., 2006), ''TRAQ™ (Isobaric Tag for Relative and Absolute
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Quantitation) (Wu et al., 2006), le SILAC (Stable Isotope Labelling by Amino acid in Cell
Culture) (Qiu et Wang, 2008) ou encore la méthode Protein AQUA™ (Gerber et al., 2003). Ces
méthodes de quantification utilisant la spectrométrie de masse seront décrites

ultérieurement.

L’électrophorése bidimensionnelle présente I'avantage de posséder un pouvoir de
séparation élevé ce qui permet le couplage a une technique de quantification. Cependant,
malgré une certaine standardisation des protocoles opératoires, la disponibilité de strips de
premiére dimension et de gels de deuxiéme dimension commerciaux, I'électrophorése
bidimensionnelle est une méthode lente, colteuse, qui demande beaucoup de main
d’ceuvre, présente une reproductibilité moyenne, et ne peut séparer des protéines de méme
pl ou de méme poids moléculaire, hautement acides ou basiques, des protéines
hydrophobes ou de tailles extrémes (< 7 000 Da ou > 200 000 Da). D’autre part, I'image
quantitative obtenue n’est pas toujours reproductible et exacte (il existe des biais spécifiques
aux différents modes de révélation).

Cette technique conduit d’autre part a une perte d’information, puisque pour identifier et
quantifier les protéines, il faut préalablement cliver les protéines dans le gel puis extraire les

peptides qui seront utilisés pour la quantification.

Dans les derniéres années, ces techniques ont été complétées par des techniques
alliant rapidité et quantification, et utilisant la chromatographie liquide multidimensionnelle,
en particulier dans le domaine du haut-débit (Wu et al., 2006).

Les plus grandes avancées techniques concernent le traitement des peptides car peu
d’évolutions a part la méthodologie Beckman sont a noter en ce qui concerne la séparation

et la quantification directes des protéines.

B. Méthodes utilisant des puces a protéines

Les méthodes basées sur l'utilisation des puces a protéines ou Protein Chips sont
impliguées dans de nombreux domaines comme la recherche médicale (diagnostics
immunologiques), la recherche fondamentale (interactions protéines/protéines...) et la
quantification (seuil de détection de l'ordre de la fmole) (Lee, 2001 ; Hardouin, 2003). Le
principe de cette technique est présenté dans la figure Il.1. Une plaque métallique est
recouverte de ligands spécifiques (puce) des protéines a analyser. Les puces sont mises en

contact avec I'échantillon, puis lavées pour éviter les interactions non-spécifiques. Une fois

44



les protéines capturées, différents systémes de lecture sont mis en ceuvre : fluorescence,

radioactivité, électrochimie ou spectrométrie de masse (Hardouin, 2003).

ére 7 ;
1‘ étape: Greffe des m 2™ étape: Séparation des
ligands sur les spots protéines par interactions

ooooooo.—rm spécifiques
ooooooob—.m .@.

Mélange protéique

Ligand spécifique a la
protéine orange

l Complexe
@ Ligand spécifique a la non-covalent
protéine marron

Figure Il.1. Principe de la puce a protéines ou Protein Chips (figure modifiée d’aprés
Hardouin, 2003).

Dans le cas de 'analyse des biomolécules par spectrométrie de masse, I'analyse est
effectuée directement sur la puce: cette approche est le SELDI-TOF-MS ou Surface
Enhanced Laser Desorption lonization — Time of Flight Mass Spectrometry. Un laser frappe
la plaque ce qui conduit a la désorption et a I'ionisation des biomolécules.

Cette méthodologie développée par la société Ciphergen repose sur la comparaison de
profils protéiques. Elle permet de détecter et mesurer la masse des protéines présentes
dans un mélange complexe (sérum, plasma...). Pour une protéine donnée, le signal mesuré
par le spectrométre de masse étant proportionnel a I'abondance de cette protéine, la
comparaison de profils de masse permet de mettre en évidence des variations quantitatives
entre deux ou plusieurs échantillons (www.ICIM.marseille.inserm.fr).

L’échantillon a analyser est déposé sur une plaque SELDI qui a la particularité de présenter
une surface chromatographique (phase inverse, échange d’ions, affinité...) qui permet de
retenir spécifiquement des sous-populations de protéines et de simplifier la complexité de
I’échantillon. Pour simplifier davantage la complexité des extraits protéiques, des techniques
de fractionnement protéique peuvent étre utilisées en amont du dépét sur cible SELDI.
Cependant, cette technique présente I'inconvénient de permettre difficilement l'identification

des protéines sans adaptation de la méthodologie (www.ICIM.marseille.inserm.fr).
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C. Méthodes basées sur [l'isolement des protéines par
chromatographie multidimensionnelle en phase liquide

Les protéines peuvent étre également séparées par des techniques de
chromatographie liquide multidimentionnelle. Le systéme ProteomeLab™ PF 2D est un
systeme a deux dimensions commercialisé par Beckman Coulter. Il combine deux étapes de
chromatographie consécutives : une premiére étape de chromatofocalisation suivie d’'une
seconde étape de chromatographie en phase inversée permettant la séparation de
mélanges protéiques complexes. Les fractions liquides obtenues peuvent étre collectées en
vue de leur analyse par spectrométrie de masse. Cette technique automatique permet de
traiter des échantillons de taille importante, améliore la détection des espéces de faible
abondance et présente une bonne reproductibilité (www.beckmancoulter.com). Elle est
cependant peu utilisée en pratique du fait des problémes techniques fréquemment

rencontrés.

Il existe d’autres techniques de séparation des protéines suivant deux dimensions. I
s’agit cette fois de systémes hybrides combinant une premiére étape (premiére dimension)
de focalisation isoélectrique ou Iso Electro Focalisation (Rotofor Purification System® Bio-
Rad par exemple) suivie d’'une étape de chromatographie liquide (seconde dimension). Une
technique telle que le Rotofor® n'est pas trés efficace pour séparer des échantillons
complexes de protéines mais convient mieux pour séparer des protéines lors d’un dernier

stade de purification (Ayala et al., 1998).

D. Méthodes basées sur [Il'isolement des peptides par
chromatographie multidimensionnelle en phase liquide

Les méthodes basées sur la chromatographie en phase liquide des peptides ont un
pouvoir de séparation supérieur aux méthodes qui prennent en compte les protéines. En
effet, elles offrent la possibilité de choisir dans une large gamme de phases stationnaires et
de phases mobiles pour analyser des mélanges complexes de peptides. Néanmoins, cet
avantage est tout a fait théorique. En effet, si nous considérons un protéome constitué de
6000 protéines différentes (cas d’organismes simples tels que le colibacille ou la levure), une
protéolyse enzymatique produit une cinquantaine de peptides par protéine. L’analyste est
donc confronté a la séparation d’environ 300 000 peptides, un nombre bien supérieur aux

capacités de séparation de pics atteintes a I'aide de la chromatographie en phase liquide.
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Une approche classique consiste a associer la chromatographie échangeuse de
cations (SCX, greffage de type sulfopropyl, élution par un gradient de force ionique) en
premiére dimension a la chromatographie en phase inversée en deuxiéme dimension
(greffage C18, dessalage et élution par un gradient de modifiant organique) (Peng et Gygi,
2001). Cette combinaison repose sur des modes de séparation orthogonaux (charge et
hydrophobicité) et les peptides en sortie de colonne C18 peuvent étre directement introduits
dans la source d'un spectrométre de masse fonctionnant en mode d’ionisation par

électronébulisation.

Une variante de la chromatographie multidimensionnelle classique désignée par
I'abréviation MudPIT (Multidimensional Protein Identification Technology), a été développée
par Yates et al. |l s’agit d’'une colonne biphasique dont la partie initiale est configurée en
échangeuse de cations et la partie terminale en phase inverse (Washburn et al., 2001 ; Wolters
et al., 2001).

D’autres combinaisons ont été testées, en cherchant a utiliser une premiére
dimension plus sélective que I'échange de cations. Ainsi la combinaison de deux colonnes
fonctionnant en chromatographie a polarité de phase inversée a deux pH différents semble

une solution intéressante et de mise en ceuvre plus facile (Hardouin, 2003).

A lissue de ces étapes de séparation des protéines et/ou des peptides, intervient
I'étape de quantification des protéines. La quantification des protéines par densitométrie
réalisée directement sur gel d’électrophorése est une technique dont la mise en ceuvre est
facile mais dont 'utilisation est restreinte principalement aux protéines abondantes.

Dans le cas de faibles quantités de protéines, une technique de quantification par
spectrométrie de masse sera préférée imposant souvent un marquage isotopique. Le
marquage par dérivation chimique, ou le marquage métabolique ou enzymatique des
protéines ou des peptides permettent leur quantification relative ou absolue par LC-MS (Wu
et al., 2006). Les techniques de marquage chimique communément utilisées car faisant appel
a des kits commerciaux sont I'ICAT et le cICAT pour le marquage des protéines, I'TRAQ™
et la stratégie Protein AQUA™ pour le marquage des peptides. Les principales techniques
de marquage métabolique et enzymatique sont respectivement la technique SILAC et la
stratégie d’incorporation de I''0. Ces techniques seront présentées ultérieurement.

Une technique alternative peut permettre la quantification par spectrométrie de
masse sans nécessiter de marquage isotopique : il s’agit de la chromatographie Liquide Ultra
Performance™ quantitative couplée & la spectrométrie de masse en tandem (UPL/MS/MS)

(Yu et al, 2006). La condition pour quantifier des protéines avec cette technique sans
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marquage isotopique est que la chromatographie UPL soit bien contrélée du point de vue
des temps de rétention. Cependant, les techniques mettant en ceuvre un marquage

isotopique sont beaucoup plus employées étant donné leur plus grande fiabilité.

ll. Techniques de séparation ou d’enrichissement des
protéines ou des peptides en vue de leur quantification
absolue dans un milieu biologique

En considérant le seul aspect de la complexité, 'examen de la situation indique que
le plasma humain comporte 237 protéines connues qui donnent aprés protéolyse trypsique
10 203 peptides (Anderson et al., 2004). Cependant, le probléme est fortement compliqué par
la gamme de concentrations de ces protéines. En effet, moins d’'une dizaine de protéines
constituent a elles seules 97 % des protéines plasmatiques. Une étape de séparation des
protéines de I'échantillon plasmatique en vue de I'enrichir en protéine a quantifier semble
incontournable. Cette étape peut intervenir soit sur I'échantillon plasmatique brut, soit suivant

I'étape de digestion sur I'échantillon peptidique (Heudi et al., 2008).

A. Techniques de séparation des protéines

Pour la quantification de petites molécules thérapeutiques dans le plasma, les
composés d’intérét peuvent étre extraits du plasma aprés précipitation des protéines
plasmatiques. Cependant, cette approche n’est pas applicable aux anticorps monoclonaux et
aux protéines recombinantes de grande taille qui précipiteraient avec les protéines

plasmatiques (Becher et al., 2006 ; Yang et al., 2007).

Certains auteurs ont appliqué des techniques classiques d’analyse protéomique pour
isoler des protéines dans des mélanges complexes en vue d’en faire la quantification
absolue. lls ont enrichi leurs échantillons protéiques soit directement par une technique
basée sur I'électrophorése sur gel soit par une technique basée sur la chromatographie
liquide aprés protéolyse (Havlis et Shevchenko, 2004). La technique de quantification absolue
80 Proteome Profiler (présentée ultérieurement) a permis de comparer les deux techniques
de préparation de I'échantillon. Ces auteurs ont observé que pour un échantillon protéique
protéolysé en milieu liquide puis séparé par chromatographie liquide, les intensités des pics

correspondant a la protéine a doser et a son étalon interne indiquaient un rendement de

48



100 %. Par contre, pour I'échantillon protéique séparé par électrophorése et protéolysé dans
le gel le rendement de chacun des peptides obtenus pris individuellement et provenant de la
méme protéine varie fortement. Cette perte de peptides aprés protéolyse dans le gel
proviendrait d’une part de la protéolyse, moins efficace dans un gel qu’en milieu liquide, et
d’autre part d’'une perte de peptides lors de leur extraction de la matrice polyacrylamide
avant l'analyse. La quantification absolue d’'une protéine séparée par une méthode
électrophorétique sur gel est possible mais sa précision et son efficacité sont limitées. Dans
ce type de situation, ou les rendements de plusieurs peptides provenant d’'une méme
protéine sont différents, il est important d’utiliser plusieurs peptides pour la quantification
(Havlis et Shevchenko, 2004). Cependant, d’autres auteurs ont montré que pour certaines
protéines telles que la myoglobine (Gerber et al., 2003), la quantification absolue précise aprés

séparation électrophorétique et protéolyse sur gel est possible.

Une alternative a I'électrophorése sur gel est I'électrophorése capillaire qui a été
appliquée a l'analyse des protéines thérapeutiques. Cette technique présente I'avantage
d’étre rapide, automatisable et de meilleure résolution que les techniques électrophorétiques

classiques (Ma, 2005).

Une autre stratégie d’enrichissement en vue de la quantification d’une protéine
consiste a effectuer une immunocapture de la protéine d’intérét avant I'analyse par
spectrométrie de masse (Becher et al., 2007 ; Dubois et al., 2007 ; Hoos et al., 2006, Duriez et al.,
2008). Une telle approche présente cependant les inconvénients des techniques
immunologiques, spécifiques du composé a analyser. De plus, une telle approche est
nécessairement longue a développer car elle requiert la fabrication d’'un anticorps et d’'un
systéeme de capture (billes magnétiques par exemple) (Yang et al., 2007 ; Heudi et al., 2008).
Par exemple, Dubois et al. ont isolé un anticorps monoclonal (cetuximab) du plasma humain
par une technique d’immunocapture basée sur l'affinité de cet anticorps avec la région
extracellulaire du récepteur au facteur de croissance épidermique humain (EGFR). Des billes
magnétiques micrométriques fonctionnalisées avec des récepteurs solubles au facteur de
croissance épidermique humain permettent I'extraction de I'anticorps monoclonal en vue de
sa quantification par une technique de spectrométrie de masse permettant de travailler en
Single Reaction Monitoring ou SRM (Dubois et al., 2008).

Pour I'analyse d’'une protéine dans le plasma humain, une autre approche consiste a
enrichir I'échantillon en protéine d’intérét en supprimant une partie des protéines
plasmatiques les plus abondantes au moyen d’une étape de chromatographie d’affinité

(Anderson et Hunter, 2006). Il existe pour cela des kits de déplétion des protéines majoritaires
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du plasma humain, tels que le systtme MARS® (Multiple Affinity Removal System)
commercialisé par Agilent technologies. Les protéines majoritaires du plasma subissent une
immunodéplétion en étant retenues sur la phase stationnaire ; I'éluat contenant les protéines
plasmatiques minoritaires est dessalé et concentré (par exemple avec une membrane de
porosité de 5 kDa). Le systéme MARS existe sous différentes formes : des cartouches pour
centrifugation ou « Spin Cartridge® » réutilisables (capacité jusqu’a 14 uL de plasma ; figure
1.2 a gauche) et des colonnes de chromatographie (capacité jusqu'a 325 yL de plasma;
figure 11.2 a droite). Ces supports d’affinité permettent de supprimer du plasma environ 94 %
des protéines majoritaires en utilisant soit une version qui a pour cible I'albumine, les
immunoglobulines G, I'alpha1-antitrypsine, les immunoglobulines A, la transferrine et
I'haptoglobine), soit une version destinée a éliminer 14 protéines qui a pour cibles
supplémentaires le fibrinogéne, I'alpha2-macroglobuline, I'alpha1-glycoprotéine acide, les

IgM, I'apolipoprotéine A1, I'apolipoprotéine A2, le complément C3 et la transthyrétine.
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Figure 1l.2. Systéme MARS dans sa version cartouche pour centrifugation ou « Spin
Cartridge® » (a gauche) et dans sa version colonne de chromatographie (a droite)
(www. chem.agilent.com)

En conclusion, en considérant la mise en ceuvre délicate et le manque de fiabilité des
méthodes électrophorétiques classiques appliquées a des mélanges protéiques complexes,
I'impossibilité d’employer une technique de précipitation pour isoler des protéines de grande
taille (I'érythropoiétine beta et le Peginterféron alfa-2b que nous étudions ont des masses
moléculaires importantes de l'ordre de 34 kDa), la complexité de mise au point d'une
technique d'immunocapture et sa mauvaise sélectivité, un procédé de déplétion tel que le
systeme MARS® parait étre une technique particulierement intéressante a intégrer dans une

stratégie d’analyse quantitative dans un milieu complexe tel que le plasma.

B. Techniques de séparation des peptides

Les techniques de séparation des protéines dans un échantillon plasmatique peuvent
étre suivies d'une étape de protéolyse et d'une séparation des peptides obtenus.

L’échantillon plasmatique peut aussi étre directement soumis a protéolyse, puis les peptides
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sont séparés avant d’étre analysés (Yang et al., 2007). L’étalon interne peptidique permettant

la quantification doit étre ajouté avant cette étape d’enrichissement.

Une premiére technique d’enrichissement d’'un peptide dans un mélange complexe
est l'utilisation d’anticorps spécifiques dirigés contre le ou les peptides a analyser suivi d’'une
élution rapide dans le spectrométre de masse. |l existe une solution commerciale dénommée
SISCAPA (Stable Isotope Standards and Capture by Anti-Peptide Antibodies) qui permet la
quantification de peptides dans un mélange peptidique complexe. Les anticorps employés
sont recyclables. La figure 11.3 montre le principe général de cette technique qui combine
quatre étapes: (1) la protéolyse de I'échantillon protéique en peptides, (2) l'ajout des
peptides marqués par un isotope stable et servant d’étalon interne, (3) I'enrichissement en
peptides a quantifier qui sont généralement en faible abondance par rapport aux protéines

plasmatiques, (4) la quantification par spectrométrie de masse.

1-Echantillon 2-Ajout de 3-Enrichissement 4-Analyse
protéique I’étalon interne
Plasma | i | Antbody | Mass
Sample Digest —w| Peptides Load —| Support Elute — Spec.

1 |

Spike Wash

| .

Synthetic
Stable- Unbound
Isotope Peptides
Peptides

Figure II.3. Diagramme de la méthode SISCAPA (Stable Isotope Standards and Capture
by Anti-Peptide Antibodies) pour la quantification des peptides (figure modifiée
d’aprés Anderson et al., 2004)

Les anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre les peptides d'intérét (peptides de la
protéine a quantifier et peptides étalons interne marqués) sont immobilisés sur un support
(POROS® Applied Biosystems). La phase de capture et d’élution des peptides d’intérét est
suivie d’'une chromatographie C18 couplée a un spectrométre de masse MS/MS pour la
quantification. Cette étape d’'immunocapture des peptides a quantifier permettrait un taux
d’enrichissement moyen de 120 fois (Anderson et al., 2004). Cependant, cette technique
intéressante par son rendement, présente les inconvénients déja mentionnés des techniques

de type immunologique.

Des techniques de chromatographie liquide unidimensionnelle (chromatographie

échangeuse de cations Oasis MCX® ou chromatographie en phase inverse C18) ou
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bidimensionnelle (chromatographie en phase inverse C18 et chromatographie échangeuse
de cations) (Yang et al., 2007) sont couramment utilisées pour I'enrichissement de peptides.
Ces techniques présentent I'inconvénient de nécessiter de longs gradients d’élution allant de
30 minutes a plusieurs heures ce qui peut étre contraignant pour traiter d’'importantes
quantités d’échantillons. Cependant, associée a des techniques de séparation préalable des
protéines, une technique de séparation des peptides aprés clivage des protéines peut

permettre un gain en spécificité et en sensibilité d’'une méthode de dosage.

lll.Détail des techniques de quantification des protéines
utilisant la spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est devenue un outil puissant pour la quantification des
protéines dans un mélange grace a sa haute sensibilité, sa rapidité d’exécution et sa
spécificité. Les techniques de spectrométrie de masse permettant 'analyse des protéines
entiéres n’étant pas sensibles, les quantités de protéines sont plutdét déduites des quantités
de peptides obtenues par clivage de la protéine aprés sa séparation en solution ou dans un
gel (Havlis et al., 2004).

Cependant, en fonction des conditions d’analyse, de la complexité de I'échantillon, de
la présence dans I'échantillon de composants pouvant géner l'ionisation, I'intensité du signal
obtenu a partir d’'une quantité donnée d’'une molécule peut changer. Comme le montre la
figure 1.4 pour une ionisation par électronébulisation, deux peptides de masses quasiment
identiques mais de structures différentes et mélangés en quantités identiques peuvent
donner en spectrométrie de masse deux signaux d’intensités différentes (www.sigma-
aldrich.com, rubrique Protein AQUA Strategy, consulté le 03/08/2008).

(M+2H)Z
12C divalent monoisotopic ion 4= 0.036

[Val5]-Angiotensin Il
Mass = 1031.5188 Da (monoisotopic)

Lys-des-Arg®-Bradykinin
Mass = 1031.5552 Da (monoisotopic)

516.725 516.828

m/z

Mélange de 2 peptides différents selon un ration stoechiométrique 1:1

Figure Il.4. Schéma montrant qu’en spectrométrie de masse, I'intensité d’un ion
correspondant a un peptide ne refléte pas exactement la quantité de peptide contenu
dans I’échantillon (www.sigma-aldrich.com).
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Or, I'un des atouts de la spectrométrie de masse réside dans la possibilité d’introduire
des isotopes stables dans une molécule de référence utilisée pour la quantification. Deux
peptides (ou protéines) identiques dont 'un des deux ne différe que par un isotope stable ou
qui ne different tous les deux que par un isotope stable différent sont quantifiables en
spectrométrie de masse.

Les différentes techniques de marquage isotopique basées sur la spectrométrie de masse
qui ont été introduites et qui ont évolué, ont permis d’améliorer I'efficacité, la précision, la

reproductibilité et le débit des approches quantitatives (Chen et al., 2007).
Deux types de quantifications sont ainsi possibles :

- la quantification relative (ou comparative ou différentielle) qui détermine les taux d’'une
protéine donnée entre un échantillon expérimental et un échantillon contréle. Les
quantités relatives de plusieurs protéines peuvent étre déterminées parallélement (Havlis
et Shevchenko, 2004).

- la quantification absolue qui détermine la quantité absolue d’'une protéine analysée,
exprimée soit en moles soit en masse par cellule ou par volume de solution purifiée.
Ainsi, les quantités de différentes protéines présentes dans un échantillon peuvent étre

déterminées et comparées.

Parmi I'ensemble des techniques actuellement sur le marché pour quantifier les
protéines en spectrométrie de masse, nous distinguerons successivement des techniques
permettant d’effectuer de la quantification relative, puis des techniques qui permettent
d’effectuer de la quantification relative et absolue, et enfin des techniques permettant

d’effectuer de la quantification absolue exclusivement.

A. Méthodes de quantification relative

Les techniques de quantification relative (appelées également techniques de
quantification différentielle ou comparative) sont utilisées en protéomique pour
déterminer 'abondance relative des protéines entre deux échantillons (par exemple un
échantillon tumoral versus un échantillon non tumoral), pour déterminer des modifications
dans l'expression des protéines aprés la perturbation d’un échantillon (par exemple par un
médicament), pour quantifier la différence d’abondance des protéines entre deux
échantillons et pour quantifier 'expression d’'une protéine durant un traitement ou durant la

progression d’'une maladie.

53



Les protéines sont généralement marquées par un isotope stable par voie métabolique lors
de la croissance des cellules en milieu enrichi avec un acide aminé marqué. Les cellules
provenant de I'échantillon expérimental et de I'échantillon contrdle sont mélangées, les
protéines a étudier sont enrichies par différentes méthodes analytiques qui n’affectent pas la
précision de I'analyse et au cours desquelles les protéines natives et les protéines marquées
par un isotope stable vont se comporter de fagon identique. Une autre approche consiste a
traiter séparément les protéines provenant des cellules expérimentales avec un réactif
portant une étiquette isotopique, alors qu’un réactif non modifié est utilisé pour les cellules

controles.
Les pools de protéines dérivées sont ensuite mélangés, soumis a une protéolyse puis les

peptides modifiés sont quantifiés par spectrométrie de masse aprés une étape éventuelle

d’enrichissement par chromatographie d’affinité (Havlis et Shevchenko, 2004).

1. Le marquage chimique

a) Isotope-Coded Affinity Tag — ICAT

Le procédé Isofope-Coded Affinity Tag ou ICAT a été introduit en 1999 par Gygi et al.
et permet de quantifier et d’identifier les protéines en trés faible proportion dans un mélange
(Gygi et al., 1999). Son principe, présenté dans la figure 1.5, repose sur I'analyse simultanée
de deux échantillons biologiques a deux états donnés. Le résidu cible du réactif est la
cystéine. La relative rareté de cet acide aminé dans les protéines (abondance moyenne
d’environ 2 %) est utilisée pour diminuer considérablement la complexité du mélange de
peptides a analyser, en faisant appel a une stratégie d’isolement des peptides marqués par
chromatographie d’affinité.

Le réactif ICAT comporte trois éléments fonctionnels : une fonction iodoacétamide
spécifique des cystéines, un espaceur éthyléne glycol disponible en version « lourde » (*H
ou C) ou « légére » (forme normale "H ou '2C) et une biotine destinée & la purification par
chromatographie d’affinité sur support modifié par la streptavidine. Le réactif modifié par '*C
(commercialisation par Applied Biosystems) a été rapidement préféré au réactif deutéré, car
il n’'introduit pas de différence de rétention en chromatographie. Les protéines provenant des
deux états a comparer sont marquées sur leurs cystéines soit par le réactif ICAT « lourd »
soit par le réactif ICAT « léger ». Aprés ajustement des concentrations, les deux solutions
sont mélangées et protéolysées par la trypsine. Aprés une chromatographie d’échange de
cations pour éliminer I'excés de réactif, la chromatographie d’affinité permet d’isoler les

peptides portant une biotine et contenant par conséquent une cystéine. Les peptides sont
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analysés par LC-MS/MS pour réaliser la quantification (aire ou hauteur de pic des ions

moléculaires des peptides « lourds » et « légers ») et Il'identification a partir des ions

fragments issus de ces précurseurs (Comuzzi et Sadar, 2006).

ICAT Reagents
STRUCTURE DU Heavy reagen-t: dB8-ICAT (X = deuterium)
—REACTIF ICAT i . Light reagent: dO-ICAT (X = hydrogen) |
Biotin Linker (heavy or light) m':z"cgr';ﬁp
PRINCIPE DE LA Cell state 1 Cell state 2

TECHNIQUE T g

ICAT label o
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|
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Figure II.5. Principe de I'ICAT (Isotope-Coded Affinity Tag) (figure modifiée d’aprés

Gygi et al., 2000)
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L’'ICAT permet d’identifier quantitativement les protéines acides et basiques, les protéines
membranaires, les protéines peu abondantes et les protéines de haut poids moléculaire,
mais cette technique présente beaucoup de limites (Wu et al., 2006) :
— elle ne permet qu’une quantification relative d’'un échantillon par rapport a un autre, et
cette quantification repose parfois sur un seul peptide
— elle ne permet pas d’identifier les protéines qui ne contiennent pas de cystéine
— certains peptides a cystéine peuvent étre perdus lors de la chromatographie d’affinité
— elle ne permet pas de prendre en compte les modifications post-traductionnelles des
protéines
— la taille de I'ICAT (500 Da) représente une géne pour I'analyse des ions fragments en

mode MS/MS (le groupement reste accroché sur les peptides).

b) Cleavable Isotope-Coded Affinity Tag - cICAT

Le procédé Cleavable Isotope-Coded Affinity Tag ou clICAT a été introduit apres
'ICAT pour résoudre les problémes liés a la grande taille du réactif ICAT. Cette version
améliorée de I'ICAT fait intervenir un réactif de marquage utilisant des isotopes du *C et une

biotine clivable par I'action d’un acide (Wu et al., 2006).

c) Isotope-Coded Protein Label - ICPL

L’approche ICAT qui procéde par un marquage isotopique des rares résidus
cystéines des protéines, présente I'inconvénient de perdre beaucoup d’informations sur la
séquence des protéines, surtout par la non prise en compte des modifications post-
traductionnelles. L’approche ICPL (/sotope-Coded Protein Label) permet de contourner ce
probléme puisqu’elle est basée sur le marquage isotopique des groupes amine libres
beaucoup plus fréquents. Cette technique, applicable a n’importe quel échantillon protéique
est compatible avec toutes les méthodes de séparation employées en protéomique. Elle
permet une quantification reproductible et plus précise des protéines car elle permet une
meilleure couverture de séquence ainsi que la détection des modifications post-
traductionnelles (Schmidt et al., 2005).

Le principe de cette approche est présenté sur la figure I1.6. Les protéines provenant de
deux différents milieux cellulaires ou tissulaires sont extraites, les deux échantillons
individuellement alkylés puis marqués sur les amines libres des protéines (figure 11.7) soit par

le réactif isotopique (lourd), soit par le réactif ne contenant pas d’isotope (léger). Aprés
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mélange des deux échantillons protéiques marqués, n'importe quelle méthode de séparation
peut étre appliquée aux protéines (1D-GE, 2D-GE, LC par exemple), ou aux peptides issus

d’'une protéolyse enzymatique (chromatographie liquide multidimensionnelle par exemple)

avant I'analyse par spectrométrie de masse.

ICPL
Cell state A Cell state B
Cell lysis,
l alkylation and l
ICPL labelling
All amino groups labelled All amino groups labelled
with light ICPL tags with heawvy |ICPL tags
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|
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Mass spectrometry

8 Quantification (MS)
£ e v
.
2
myz
8 Identification (MS/MS)
E
= LIl ..Ll‘|L|'_LU__JL M

miz

Figure 11.6. Schéma du principe de la technique ICPL (Isotope-Coded Protein Label)

(figure modifiée d’aprés Schmidt et al., 2005).
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NH; reactive

Version légére (ou d0) : X=H / Version lourde (oud4) : X=D

Figure I1.7. Structure du réactif utilisé pour le marquage des groupes amine libres
dans sa version légére (d0) avec 4 hydrogénes et dans sa version lourde (d4) avec 4
deutériums (figure modifiée d’aprés Schmidt et al., 2005).

Etant donné que les peptides identiques dérivés de chaque échantillon protéique sont
modifiés soit par le réactif ICPL lourd (d4) ou léger (d0) respectivement, ils apparaissent
sous forme de doublets en spectrométrie de masse (doublets séparés de 8 Da pour des ions
de peptides monochargés contenant une lysine et de 4 Da pour des ions de peptides sans
lysine). Le ratio des intensités des pics pour chacune des paires permet d’en déduire une

information quantitative relative concernant les protéines des échantillons de départ.

De méme que pour le réactif ICAT, le marquage avec les réactifs dO et d4 présentés sur la
figure 11.7 induit une légére différence de rétention lors de la chromatographie liquide en
phase inverse, ce qui crée un biais lors de la quantification. C’est pourquoi une autre version
du réactif ICPL, présentée sur la figure 11.8, a été synthétisée en introduisant 6 atomes de *C
(différence de masse de 6,0204 Da entre le réactif ICPL marqué et le réactif non marqué).
Ce réactif, commercialisé par la société Bruker, permet un co-élution des paires de peptides

(marqué et non marqué) et ainsi une quantification plus précise.

o]

e W N,

x

X
| 5
~7"
Version légére : X = '2C / Version lourde : X =*C

X

Figure 11.8. Structure du réactif utilisé pour le marquage des groupes amine libres
(version légére X= "2C et version lourde avec 6 °C ; http://www.bruker).
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2. Marquage métabolique : Stable Isotope Labelling with
Amino acid in Cell culture - SILAC

Le procédé Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell culture ou SILAC repose sur
l'incorporation in vivo dans les protéines (ou incorporation métabolique) d’'un marquage
isotopique (Ong et al., 2002). Son principe est présenté sur la figure 11.9. Un acide aminé
marqué par un agent isotopique stable (deutérium, "*C ou "°N par exemple) est ajouté dans
le milieu de culture et se trouve ainsi incorporé aux protéines lors de leur synthése. L’analyse
par spectrométrie de masse permet l'identification et la quantification a partir des paires de
peptides marqués/non marqués. Cette stratégie a notamment été utilisée pour étudier les
voies de signalisation cellulaire et les interactions protéine-protéine (Ong et Mann, 2007 ;
Comuzzi et Sadar, 2006).

Arg-0 Arg-6
"light" "heavy"

rel. intensity
J
%4
8“
rel. intensity
[ ]

H—
H
1 6Da
H

m/z H_/ m/z

Acide aminé zl =« o Acide aminé
- ] -
non marqué g marqué
B

Figure I1.9. Principe du procédé Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell
culture ou SILAC, mettant en jeu une incorporation d’arginine marquée (figure
modifiée d’aprés www.silac.org).

Qiu et al. ont employé cette technique pour quantifier des protéines membranaires de
surface avec une technique de LC-MS/MS comprenant un analyseur LTQ (Linear lon Trap
Mass Spectrometer). lls ont comparé manuellement I'abondance relative des ions (aires des
pics) correspondant aux peptides marqués et non marqués sur une moyenne d’au moins
trois scans MS, et ont confirmé leurs résultats en MS/MS sur les trois fragments les plus

abondants de chaque peptide précurseur (Qiu et Wang, 2008).

3. Comparaison des méthodes de quantification relative

Les deux techniques de quantification relative actuellement les plus couramment

utilisées en protéomique sont les techniques DIGE (quantification par fluorescence et
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identification par spectrométrie de masse) et ICAT (ou clICAT) dans les méthodes de
protéomique quantitative basées sur I'électrophorése (2D DIGE) et la chromatographie
liquide respectivement. LiTRAQ™ est une technique plus récente permettant la
quantification relative et absolue des protéines. L'iTRAQ™ est de plus en plus employée
comme alternative a I'lCAT. Les techniques ICAT ou clICAT, limitées aux espéces contenant
des cystéines, sont au moins aussi sensibles que la technique DIGE (fluorescence) dont la
précision de quantification est compromise par la co-migration totale ou partielle des
protéines. La technique ICPL présente I'avantage par rapport a la technique ICAT de pouvoir
quantifier un plus grand nombre de protéines incluant les modifications post-traductionnelles
et les isoformes des protéines étant donné que la fixation du réactif de marquage n’est pas
limitée aux cystéines (Schmidt et al., 2005). La technique iTRAQ™, beaucoup plus sensible
que les techniques ICAT et DIGE, présente I'avantage de permettre la quantification absolue

des protéines (Wu et al., 2006).

Enfin, alors que les premiéres approches, pour différencier les réactifs de marquage lourds
des réactifs de marquage légers, remplacent des atomes d’hydrogéne par des atomes de
deutérium, les approches plus récentes emploient des isotopes tels que '>C ou N. Ces
deux isotopes permettent d’éviter les différences de temps d’élution lors de la
chromatographie en phase inverse des formes lourdes et légéres des peptides et de

permettre une quantification plus précise (Schmidt et al., 2005).

4. Interprétation quantitative des spectres de masse

Dans ces approches, les protéines sont quantifiées par comparaison des intensités
ou des aires des pics de peptides de la forme portant une étiquette isotopique et de la forme
native. Dans le cas ou plusieurs paires de peptides provenant de la méme protéine sont
obtenues et analysées, la quantité de la protéine est obtenue en moyennant les valeurs
d’intensité ou d’'aires issues des différents peptides. Ces approches permettent donc la
comparaison relative précise des quantités d’'une méme protéine; par contre il n’est pas
possible de réaliser la quantification relative de différentes protéines étant donné que la
réponse d’'un spectromeétre de masse dépend fortement de la composition d’'un peptide en

acides aminés et de leur séquence (Havlis et Shevchenko, 2004).
Ces premiéres techniques de marquage sont adaptées a 'analyse protéomique dans

ses applications de quantification d’'une méme protéine dans différents états, mais ne

permettent pas de déterminer la quantité de cette protéine dans son milieu (ou quantification
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absolue). Dans notre objectif de dosage de protéine en milieu plasmatique, nous retiendrons

cependant de ces techniques le principe du marquage isotopique.

B. Méthodes de quantification relative et absolue

Les méthodes permettant la quantification absolue sont plus exigeantes
techniquement puisqu’elles nécessitent pour quantifier un peptide donné, d’avoir un étalon
interne. En considérant que cet étalon interne doit nécessairement posséder la méme
séquence que le peptide a doser, les solutions passent par la voie d'un étiquetage
isotopique. Deux stratégies de quantification absolue sont actuellement disponibles a partir

de sources commerciales (Havlis et Shevchenko, 2004):

- Soit le peptide choisi comme étalon interne est obtenu par protéolyse trypsique d’une
solution stock de la protéine d’intérét puis marqué avec le réactif H,'0 (kit 'O
Protéome Profiler, Sigma-Aldrich) pendant cette protéolyse enzymatique ; le réactif
iTRAQ™ (Applied Biosystems) peut aussi étre utilisé ici.

- Soit le peptide jouant le role d’étalon interne peut étre synthétisé et marqué avec un
isotope stable par une réaction chimique ou enzymatique (kit Protein AQUA™,
Sigma-Aldrich)

Les méthodologies iTRAQ™ et '®*0O Protéome Profiler qui permettent d’effectuer selon leur
mode d'utilisation de la quantification absolue ou de la quantification relative de protéines
seront présentées successivement ci-dessous, suivies de la stratégie Protein AQUA™, qui

permet d’effectuer une quantification absolue de protéines.

1. Marquage chimique : Isobaric Taqg for Relative and
Absolute Quantitation — iTRAQ™

Le procédé Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation ou iTRAQ™ fait appel
au marquage de tous les peptides générés par une protéolyse trypsique des protéines au
moyen d’un réactif de modification des groupements amino. Le premier kit de réactif proposé
par Applied Biosystems permet de réaliser quatre marquages isobares différents. A présent il
existe un kit pour étudier huit conditions différentes (Applied) ou dix (Perkin Elmer)

En considérant le cas du systéme prévu pour quatre échantillons, chaque réactif de
marquage comporte une partie dite « rapporteur » réactif, et une partie « balance » qui fixe la
masse totale de chaque étiquette a 145 Da quelque soit le réactif (figure 11.10). Les
échantillons marqués sont meélangés puis fractionnés par nano LC et analysés par MS/MS.

Etant donné la masse totale de 145 Da de chaque étiquette quelque soit le réactif, la MS
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simple ne peut pas distinguer les différentes étiquettes isobares, ce qui confére un avantage
en matiére de sensibilité et de complexité de I'échantillon & analyser. L’interrogation des
bases de données avec les spectres d’'ions fragments obtenus permet I'identification des
peptides et par conséquent des protéines d’ou ils sont issus. La fragmentation en MS/MS
des peptides marqués géneére les ions rapporteurs de bas poids moléculaire correspondant
au réactif de marquage utilisé. Ces ions, localisés dans la plage de m/z 114 a 117 (zone
spectrale normalement dépourvue de signaux dans le cas de peptides non modifiés)
fournissent linformation quantitative aprés intégration de laire des pics (www.applied

biosystems.com ; Wu et al., 2006).
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117H28]PrG+PEPTIDE - 4 samples identical m/z - Reporter ions DIFFERENT

Figure 11.10. Principe de 'iTRAQ™ : chaque échantillon est marqué avec un des 4
réactifs iTRAQ™ (www.appliedbiosystems.com)

2. Marquage enzymatique : incorporation de 20

La technique utilisant le kit *0 Protéome Profiler commercialisé par Sigma-Aldrich est
basée sur I'incorporation enzymatique d’'une étiquette isotopique stable ('®0) aux peptides
lors de la digestion trypsique. Aprés dénaturation, réduction et alkylation, les protéines sont
clivées et l'activité enzymatique de la trypsine est utilisée pour incorporer I''®*0O pour
I’échantillon marqué aux peptides trypsiques. Dans le cas de I'échantillon marqué, la trypsine
fonctionne en deux « tours » et est donc capable d’incorporer deux atomes d’'®0 par peptide

au groupement carboxylique en C-terminal (figure I1.11) (Antonov et al., 1981).
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Figure 11.11. Incorporation d’*®0 catalysée par la trypsine aux deux atomes d’oxygéne
des groupements carboxyliques en C-terminal des peptides (www.sigma-aldrich.com).

Les deux échantillons préparés sont ensuite mélangés puis analysés par spectrométrie de
masse (MALDI-TOF-MS ou LC-MS). Le peptide marqué (**0) présente un incrément de
masse de + 4 Da par rapport au peptide non marqué ('°0) et la quantification est effectuée

par comparaison de l'intensité ou de I'aire de chacun des deux pics intégrés (figure 11.12).
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Figure 11.12. Les deux échantillons sont préparés paralléelement jusqu’a la protéolyse
incorporant une étiquette '®0 ou 20 puis mélangés et analysés par spectrométrie de
masse (www.sigma-aldrich.com).

Le kit "®O Proteome Profiler utilisé pour la quantification relative est une technique d’efficacité
comparable a I'ICAT et parait plus économique. Cependant, I'étape supplémentaire de
chromatographie d’affinité dans la technique ICAT présente I'avantage de diminuer la

complexité de I'échantillon avant I'analyse par spectrométrie de masse.

La technique 'O Protéome Profiler permet également d’effectuer la quantification
absolue d'une protéine dans son milieu. La quantification absolue nécessite un étalon

interne, que cette technique permet de fournir par protéolyse trypsique d’'une solution stock
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de la protéine d’intérét dans un tampon contenant H,'?0. Lors de la protéolyse, les atomes
d’'®0 sont incorporés aux peptides trypsiques en C-terminal. La plupart des peptides qui
comportent des lysines en C-terminal incorporent un atome d’*®0 alors que les peptides qui
comportent des arginines en C-terminal incorporent deux atomes d’'®0, et leur différence de
masse par rapport a la masse du méme peptide non marqué est de 2 ou de 4 Da
respectivement (Havlis et Shevchenko, 2004). Les peptides ainsi marqués par I''®0 sont
ajoutés au mélange de peptides issus de la protéine a quantifier et servent de référence pour
la quantification absolue par comparaison des aires du peptide marqué de référence et de
I'analyte (Havlis et Shevchenko, 2004). La concentration de la protéine d’intérét est directement
proportionnelle a la moyenne des concentrations de chacun des peptides trypsiques, dans
des conditions expérimentales pour lesquelles le rendement de protéolyse est voisin de
100 %. Cette méthode est simple, robuste et compatible avec les techniques MALDI- et ESI-
MS (Havlis et Shevchenko, 2004).

3. Critéeres de choix des peptides utilisés pour la
quantification absolue

Les peptides de chaque paire (le peptide a quantifier et son homologue marqué par
exemple servant d’étalon interne) utilisés pour la quantification absolue doivent étre stables
et abondants. Les peptides possédant une arginine en C-terminal bénéficient d’'une détection
favorable en spectrométrie de masse MALDI, et I'écart de masse de 4 Da généré par le

marquage a I''®0 (kit '®0 Proteome Profiler) en fait des étalons internes plus intéressants.

Le choix d’un ou de plusieurs peptides comme étalons internes doit prendre en compte

la modification possible de certains acides aminés. Certains peptides sont a exclure s'ils :

- sont susceptibles de subir une oxydation sur les méthionines ou les tryptophanes ou une
désamidation des asparagines (Havlis et Shevchenko, 2004)

- contiennent des séquences susceptibles d’étre partiellement clivées telles que RK, RR,
ou KK

- contiennent des séquences instables telles que Asp-Gly, Asp-Pro

- contiennent des séquences avec des cystéines et pouvant subir des modifications
chimiques

- contiennent des séquences ayant Gln ou Asn en N-terminal.
Cependant, les critéres de sélection du peptide étalon interne les plus pertinents sont
son efficacité d’ionisation ainsi que ses propriétés de fragmentation en MS/MS (Heudi et al.,

2008).
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D’autre part, les séquences des peptides retenus pour la quantification d’une protéine
dans le plasma doivent étre recherchées dans les bases de données, telles que
UniProt/Swissprot, de fagon a s’assurer qu’ils sont absents du plasma de I'espéce concernée
(Heudi et al., 2008).

C. Méthodes de quantification absolue exclusivement

1. La stratégie Protein AQUA™

La stratégie Protein AQUA™ a été introduite en 2003 par Gygi et al. (Gerber et al.,
2003) et commercialisée par Sigma-Aldrich. Cette technique permet I'étude quantitative des
protéines dans des échantillons biologiques complexes ; elle est applicable par exemple a
I'étude de I'expression d’'une protéine spécifique. Elle permet d’effectuer la quantification
absolue des protéines par LC-MS en utilisant comme étalon interne un peptide dont la
composition isotopique a été modifiée, appelé AQUA™ peptide.

L’AQUA™ peptide est un peptide trypsique synthétique correspondant au peptide
d’intérét. Chaque AQUA™ peptide posséde une étiquette isotopique stable. Il s’agit d’un
acide aminé modifié par un ou plusieurs isotopes, créant une incrémentation de masse de 6
a 10 Da. Les différents acides aminés et la nature de leurs marquages possibles sont

présentés dans le tableau I1.1.

Tableau II.1. Différents acides aminés marqués pouvant constituer TAQUA™ peptide
(www.sigma-aldrich.com)

Acides aminés marqués par des isotopes
stables (*C, °N)

Différence de masse entre le peptide natif
et TAQUA peptide

L-Arginine-""Cs, "Ny 10 Daltons
L-Isoleucine-">Cg, "N 7 Daltons
L-Leucine-">Cg,"°N 7 Daltons
L-Lysine-"°Cg, N 8 Daltons
L-Phénylalanine-"Cy,"N 10 Daltons
L-Proline-">Cs,™N 6 Daltons
L-Valine-"°Cs,™N 6 Daltons

Ainsi, TAQUA™ peptide et le peptide natif co-éluent en chromatographie, migrent en méme

temps en électrophorése et s’ionisent en spectrométrie de masse avec la méme intensité.

Le choix du meilleur peptide candidat au marquage doit respecter plusieurs criteres :
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— Peptide de 6 a 20 acides aminés (voire entre 8 et 15) pour une rétention
chromatographique et une fragmentation favorables

— Elimination des peptides contenant des résidus chimiquement réactifs (C, M, V) et
des résidus chimiquement instables (NG, DG, QG, N-term N, N-term Q)

— Elimination des peptides comportant des lysines et des arginines internes
susceptibles d’étre clivées par la trypsine (« missed-cleavages » potentiels)

— Elimination des peptides présentant un Temps de rétention (Tr) trop bas (inférieur a 3
minutes) ou trop haut (supérieur a 30 minutes), I'idéal étant entre 10 et 20 minutes.

— Elimination des peptides ayant des sites connus de modifications post-

traductionnelles

La stratégie dans son ensemble est présentée sur la figure 11.13.
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Figure 11.13. Schéma de synthése de la stratégie Protein AQUA™ (www.sigma-
aldrich.com).

Les chromatogrammes correspondant au peptide natif & quantifier et & TAQUA™ peptide
sont extraits (figure Il.14 gauche), ainsi que les spectres correspondant a chacune des deux

espéces (figure 11.14 droite).
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Figure 11.14. Chromatogrammes correspondants au peptide natif et a TAQUA™ peptide
(a gauche) et spectre de masse correspondant a chacune des deux espéces (a droite)
(www.sigma-aldrich.com).

La quantification du peptide natif est effectuée en calculant soit le ratio des aires de pics
chromatographiques (AA sur la figure), soit le ratio des intensités des ions sur le spectre de

masse.

La technique de quantification nécessite donc I'ajout systématique a I'échantillon a analyser
d’'une quantité connue d’'un autre composé dont le pic d’élution est proche du pic du

composé a quantifier

Havlis et Shevchenko ont appliqué parallélement les techniques de quantification
absolue Protein AQUA™ et 0 Proteome Profiler & des échantillons protéiques séparés
préalablement par une technique électrophorétique puis protéolysés par la trypsine. lls ont
montré des résultats de quantification similaires pour les deux échantillons et ont conclu que
les résultats de quantification ne dépendaient pas du type d’étalon interne employé (Havlis et
Shevchenko, 2004).
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2. Une stratégie n’utilisant pas de marquage chimique mais
un peptide de structure et de masse proches

Colgrave et al. ont mis au point une technique de quantification dans le plasma de rat
par spectrométrie de masse MALDI-TOF d’un peptide macrocyclique végétal a propriétés
thérapeutiques. Aprés précipitation des protéines plasmatiques a [l'acétonitriie et
centrifugation, le surnageant est directement déposé sur une cible MALDI-TOF. La
quantification du peptide est effectuée au moyen d’'un peptide macrocyclique étalon qui
différe du peptide a doser par cinqg mutations (différence de masse de 63,03 Da). L’étalon
interne est ajouté a I'échantillon plasmatique avant la précipitation. La limite de quantification

du peptide macrocyclique par cette méthode est de 9 fmoles déposées. (Colgrave et al., 2005).

Yang et al. ont mis au point une technique de quantification absolue dans le plasma
humain d’'une hormone de croissance humaine (la somatropine) et d’un anticorps
monoclonal (mAbX) en utilisant comme étalon interne des peptides d’une autre protéine. Les
peptides servant d’étalon interne sont sélectionnés sur la base de la proximité de leur temps
de rétention avec les temps de rétention des peptides choisis pour quantifier la protéine, et
de I'absence d’interférence avec le plasma. La recherche du caractére unique des peptides
servant a la quantification est effectuée dans les bases de protéines humaines. Le plasma a
analyser est soumis a protéolyse trypsique puis les peptides sont séparés par
chromatographie. La quantification est effectuée au moyen de [laire des pics
chromatographiques. D’aprés ces auteurs, la technique utilisant comme étalon interne des
peptides non marqués donnerait des résultats similaires a I'ajout d’'un peptide deutéré et
présenterait I'avantage de prendre en compte la variabilité liée a la préparation de

I'échantillon et a la protéolyse (Yang et al., 2007).

3. Nature et place de I’étalon interne dans les stratégies de
quantification absolue des protéines

L’utilisation d’'un étalon interne est nécessaire pour la quantification absolue précise
et reproductible, particulierement lorsque la préparation de [I'échantillon nécessite de
nombreuses étapes. La quantification des protéines basée sur les peptides, I'emploi d’'un
peptide marqué par un isotope stable et I'analyse en LC-MS/MS a déja fait ses preuves dans
de nombreuses thématiques. En effet, de nombreux groupes ont appliqué cette approche
pour la quantification dans le plasma humain de I'antigéne spécifique de la prostate (Barnidge
et al., 2004), de protéines d’abondance intermédiaire (Lin et al., 2006), de la protéine C réactive

(Kuhn et al., 2004) et des apolipoprotéines (Kay et al, 2007). Dans toutes ces approches,
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'étalon interne est un peptide marqué par un isotope stable, ajouté a I'échantillon
plasmatique aprés I'étape de protéolyse trypsique. Dans ce cas, la quantité de I'étalon
interne n’est pas affectée par une éventuelle variabilité de la protéolyse enzymatique (Heudi
et al., 2008).

Pour contourner ce probléme, des protéines analogues ont été utilisées comme
étalon interne pour doser par exemple la myoglobine dans le sérum humain (Mayr et al.,
2006) ou un anticorps monoclonal dans le sérum de rat (Yang et al., 2007 ; Dubois et al., 2008).
Cependant, les protéines analogues n’ont pas des propriétés biochimiques strictement
identiques a la protéine a quantifier et ne permettent pas de corriger précisément les pertes
qui ont lieu lors de la préparation de I'échantillon. Une étude de quantification absolue d’'un
biomarqueur de la polyarthrite rhumatoide a montré que le taux de récupération de la
protéine dans le plasma n’était que de 60 % (Kuhn et al., 2004). D’autres études portant sur la
quantification de quatre protéines en LC-MS/MS ont montré que des pertes significatives de

protéines durant la phase de préparation de I'’échantillon pouvaient survenir (Lin et al., 2006).

C’est pourquoi, certains auteurs ont développé des méthodes de quantification

absolue d’'une protéine en utilisant comme étalon interne la méme protéine marquée par un
isotope stable. Une telle approche présente deux avantages par rapport a I'utilisation d’'un
peptide synthétique marqué : d’'une part elle permet de prendre en compte les pertes lors de
la préparation de I'échantillon, et d’autre part, elle permet lors de la mise au point de la
technique de choisir et de changer de peptide servant a la quantification. Ainsi, Heudi et al.
ont mis au point une méthode de quantification d’un anticorps monoclonal dans du sérum de
marmouset en utilisant comme étalon interne le méme anticorps monoclonal mais dont
chaque thréonine est marquée par quatre "*C et un '°N (Heudi et al., 2008).
Enfin, signalons qu’une étude préliminaire de quantification du metelimumab, un autre
anticorps monoclonal, mais utilisant comme étalon interne le méme anticorps marqué au "C
un isotope radioactif, a été effectuée chez le rat en utilisant comme technique analytique
I'Accelerator Mass Spectrometry (AMS). La quantification basée sur le ratio '2C :"*C mesuré
en protéine entiére présente une limite (LOQ) approximativement quinze fois plus faible que
celle obtenue en ELISA, malgré le trés faible taux d’incorporation du "C & I'anticorps (Lappin
et al., 2006).

Il ressort de I'examen de ces différentes stratégies de quantification absolue qu’un
étalon interne doit prendre en compte le plus possible d’étapes de la préparation de
I’échantillon, et que I'utilisation d’'un marquage par un isotope stable reste le systéme le plus

fiable en vue d’une analyse par spectrométrie de masse.
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IV. Quelle technique de spectrométrie de masse parait la
mieux adaptée pour doser une protéine dans le plasma ?

Au sein d’'un mélange, des protéines entiéres présentent en MALDI-TOF une limite
de détection de lI'ordre de 100 fmoles a 1 pmole. Le dosage de protéines intactes a été
pratiqué en LC-ESI-MS et présente une sensibilité suffisante (20 ng/mL ; la valeur en moles
n'est pas communiquée) et une bonne reproductibilité pour étre applicable aux études de
pharmacocinétique (Dubois et al., 2008). Mais actuellement, ces méthodes sont limitées aux
petites protéines de masses moléculaires inférieures a 10 000 Da, et leur extension a des
protéines plus grosses ou aux anticorps monoclonaux reste un défi a relever (Dubois et al.,
2008).

Une stratégie alternative consiste a doser les peptides obtenus par clivage

protéolytique. La sensibilité est alors bien meilleure (sub-femtomolaire) et les fragments
obtenus en MS/MS a partir des peptides précurseurs permettent d’identifier sans ambiguité
une protéine.
Les technologies de type MALDI utilisées en mode MS ou MS/MS permettent d’effectuer des
mesures de masses exactes mais sont plus adaptées a l'identification qu’a la quantification
de protéine. La quantification en MALDI est cependant réalisable avec l'introduction d’au
moins un peptide marqué par un isotope qui est indispensable pour le dosage. Mais les
techniques MALDI sont limitées en sensibilité pour des échantillons peptidiques complexes
étant donné que la totalité de l'acquisition d’'un échantillon se retrouve sur un seul spectre
chargé d’espéces. D’autre part, une technologie de type MALDI présente l'inconvénient de la
suppression spectrale dans le cas de mélanges. Ce phénoméne, variable en fonction de la
concentration des espéces, peut fortement affecter la LOD. Aussedat et al. ont quantifié des
peptides capables de pénétrer dans des cellules en MALDI-TOF-MS en utilisant un étalon
interne de méme séquence que le peptide d’intérét mais marqué par un isotope stable
(Aussedat et al., 2006).

Pour un échantillon complexe tel que le plasma, le couplage de la spectrométrie de
masse a la chromatographie liquide permet en une seule analyse de détecter plus d’espéces
séparées par la chromatographie et non visibles en MALDI sur un unique dép6t (Koomen et
Zhao, 2005). Une technique de LC-MS/MS parait indispensable pour quantifier des protéines
dans un mélange hautement complexe (Havlis et Shevchenko, 2004), en utilisant la sensibilité
et la spécificité du mode Multiple Reaction Monitoring (MRM) qui sera décrit dans le chapitre
3 (Janecki et al., 2007 ; Heudi et al., 2008).
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Par ailleurs, le fractionnement ou [I'enrichissement de [I'échantillon protéique
plasmatique a analyser parait indispensable pour réduire la complexité des mélanges de
peptides avant l'analyse par spectrométrie de masse et pour améliorer la détection de

protéines peu abondantes (Koomen et Zhao, 2005).

Les deux principaux modes d’ionisation utilisés pour quantifier des protéines et des
peptides en spectrométrie de masse sont donc les modes MALDI et ESI. Ces deux
technologies sont intéressantes car complémentaires, la premiére permettant d’effectuer des
analyses simples et rapides d’'un échantillon simplement déposé sur une cible métallique, le
second généralement couplé a la chromatographie liquide permettant d’atteindre de
meilleures sensibilités. Les sources MALDI et ESI seront présentées dans le chapitre 3 avec

les modes de fonctionnement des analyseurs simples et complexes qui leur sont associés.
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CHAPITRE 3 :

INSTRUMENTATION

L'utilisation des spectrométres de masse pour décrire les processus biologiques
remonte a la fin des années 1930, mais les améliorations techniques apportées ces deux
derniéres décennies ont rendu ces instruments incontournables pour I'étude des molécules
biologiques. En effet, a partir de la fin des années 1980, I'apparition de deux processus
d’ionisation peu énergétiques, a révolutionné la spectrométrie de masse des biomolécules.
Ces deux processus sont la désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI) (Karas
et Hillenkamp, 1988) et I'ionisation électrospray (ESI) (Fenn et al., 1989). Nous avons utilisé ces
deux méthodes complémentaires dans I'approche de I'analyse des biomolécules et nous les

décrirons brievement ici, ainsi que les analyseurs utilisés.

Un spectrométre de masse se compose de trois parties distinctes : une source, un
analyseur et un détecteur. Les espéces ionisées amenées en phase gazeuse au sein de la
source sont séparées par l'analyseur suivant leur rapport masse sur charge (m/z) avant
d’atteindre le détecteur. Pour notre étude, nous avons utilisé quatre types d’analyseurs : a
temps de vol (TOF), piége ionique (IT ou lon Trap) et hybrides quadripdle-temps de vol (Q-
TOF) et quadripble-piége ionique (Q-TRAP).

Les modes d’ionisation ESI et MALDI présentent la particularité de produire des ions
stables a partir de biomolécules. Pour espérer obtenir une information sur la structure de ces
molécules, il faut déstabiliser ces ions. C’est le rble attribué a la spectrométrie de masse en
tandem (MS/MS). Le mode MS/MS implique au moins deux étapes d’analyse de masse,
ainsi qu’'un processus de Dissociation Induite par Collision (CID). Un premier analyseur
(MS1) sert a isoler un ion précurseur qui ensuite subit spontanément ou par activation une
fragmentation donnant des ions produits et des fragments neutres (Equation Ill.1). Un

second analyseur (MS2) analyse les ions produits.
m," > my" + m, (Equation IIl.1)
L’intérét de la MS/MS réside tout d’abord dans I'étude des filiations ioniques (scan

descendant). La sélection des ions les uns aprés les autres permet I'étude des voies de

fragmentation et I'accés a une information structurale fiable. Un autre intérét de la MS/MS
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découle de la possibilité de sélectionner un ion par le premier analyseur et de lisoler ainsi au
sein d’'un mélange. Enfin d’autres modes de balayages (scan ascendant ou analyse des
pertes de neutres) complétent 'ensemble des expériences réalisables en mode MS/MS.
Notons aussi que cette derniére peut fonctionner dans I'espace (deux analyseurs séparés
par une cellule de collision). C’est le cas des triples quadripbles [QqQ] et des spectrométres
de masse hybrides tels que Q-TOF et Q-TRAP. Par opposition, le piége ionique offre la

possibilité d’opérer avec un mode MS/MS dans le temps.

. Spectrométrie de masse MALDI
A. La désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI)

1. Principe de I'ionisation MALDI

L’introduction en 1988 de la source de désorption et d’ionisation laser assistée par
matrice (MALDI pour Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) est due principalement a
Karas et Hillenkamp (Karas et Hillenkamp, 1988 ; Hillenkamp et al., 1991). Tanaka a obtenu en
2002 le prix Nobel de chimie pour le développement de méthodes d’ionisation par désorption
douce pour I'analyse par spectrométrie de masse de macromolécules biologiques (Tabet et
Rebuffat, 2003).

Dans la phase de préparation d’échantillon, la substance a analyser est mélangée a
une solution de petites molécules organiques, appelées matrice, possédant une bande
d’absorption a la longueur d’'onde d’émission du laser (le plus souvent dans I'UV). Cette
solution est déposée sur une surface métallique, appelée cible MALDI, et le solvant est alors
évaporé avant I'analyse. Le résultat est un dépot de matrice/analyte co-cristallisé ou les
cristaux de matrice sont dopés en molécules d’analyte. La cible est ensuite introduite dans la
source du spectrométre de masse, maintenue sous vide.

Dans la source du spectrométre de masse, qui fonctionne sous un vide de l'ordre de 107
Torr environ pour le mode MALDI classique, I'échantillon est irradié par de bréves impulsions
laser. La matrice a une concentration environ 10 000 fois supérieure a celle de I'analyte, et
c’est elle qui absorbe la majeure partie de I'énergie des photons laser. Les molécules de
matrice amenées dans un état excité induisent I'accumulation d’'une grande quantité
d’énergie dans la phase condensée. Cette énergie est rapidement convertie en mouvements
thermiques des molécules de matrice dans un volume de cristal situé a proximité de la
surface, qui engendre la sublimation des cristaux de matrice puis I'expansion de la matrice
en phase gazeuse entrainant I'analyte intact. Pendant I'expansion du nuage moléculaire

formé, I'analyte s’ionise par transfert de protons de la matrice vers I'analyte ou encore par
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collision des molécules entre elles. Notons que l'ionisation de I'échantillon peut également
avoir lieu dans la phase solide, avant l'irradiation. Les protons proviennent majoritairement
de la matrice (protons labiles des groupements carboxyliques ou hydroxyliques) mais aussi
du solvant de l'analyte. La figure Ill.1 représente une vue schématique du processus de
désorption et d’ionisation MALDI. Les ions formés en phase gazeuse sont majoritairement

des ions monochargés [M+H]".
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Figure lll.1. Schéma de principe de I'ionisation MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization)
(figure modifiée d’aprés de Hoffmann, 2005).

L'utilisation d’impulsions laser (impulsions de durée 3 a 5 ns pour un laser N,) permet
de transférer de I'énergie aux cristaux en un temps trés court, ce qui réduit la possibilité de
décomposition thermique de I'analyte.

Les ions produits sont extraits de la source par une différence de potentiel élevée (de
'ordre de 20 a 30 kV), et amenés ainsi vers I'analyseur. Ce dernier est le plus souvent un

analyseur a temps de vol (MALDI-TOF).

2. Préparation de I’échantillon pour une analyse par MALDI

Le choix de la matrice et du protocole de préparation de I'échantillon sont les étapes
les plus importantes dans I'analyse MALDI, car la production d’ions et la qualité des résultats

obtenus dépendent fortement de ces deux facteurs.

a) Choix de la matrice

Le choix de la matrice MALDI dépend de la longueur d’onde du laser utilisé. Le type
de laser utilisé pour I'analyse de protéines et peptides est le plus souvent un laser UV a

azote (longueur d’onde d’émission 337 nm). Ce choix dépend aussi des caractéristiques
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physico-chimiques des analytes (par exemple critére de taille des peptides versus celle des
protéines). Pour certaines applications telles que I'analyse d’ions métastables (Post Source
Decay), il faut aussi tenir compte de ['affinité protonique de la matrice. Les matrices
couramment utilisées dans les applications de protéomique sont présentées dans le tableau
l.1.

Tableau Ill.1. Différentes matrices utilisées en MALDI et leurs applications.

Matrices Analytes Afﬂmtfks‘] ﬁ;:;ﬁg;!lques
. : . Peptides
Acide a-cyano-4-hydroxycinnamique Protéines depfaibles masses 841
(CHCA) Glycopeptides
Acide 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamique Protéines de hautes masses
(acide sinapinique) Peptides 887
(SA)
Acide 2,5-dihydroxybenzoique Peptides
(acide gentisique) Oligosaccharides 943
(DHB) Glycopeptides
Acide 2-hydroxy-4-phénylazobenzoique Peptides
Protéines 943
Glycoprotéines

Pour l'analyse des peptides et I'obtention d’'une carte peptidique, I'acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique est la matrice la plus couramment employée. Par contre, pour I'analyse
des composés de hautes masses dont les protéines, I'acide sinapinique est mieux adapté
(Beavis et Chait, 1989).

Il faut également noter que la matrice, et en particulier I'acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique a tendance a co-cristalliser de maniére préférentielle avec les peptides
et protéines, ce qui permet une tolérance intéressante envers des quantités assez

importantes de contaminants (tableau [l1.2).

Tableau lll.2. Valeurs supérieures de concentration de différents contaminants
tolérées par la technique MALDI-TOF.

Contaminant Concentration maximale
tolérée
Urée 0,5M
Guanidine-HCI 0,5M
Dithiotréitol 0,5M
Glycérol 1%
Tampon Tris 0,05M
NH4HCO, 0,05M
Tampon Phosphate 0,01M
Détergent (sauf SDS) 0,1%
SDS 0,01%
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b) Méthode de préparation de I’échantillon

Un grand nombre de méthodes de préparation d’échantillon ont été décrites. Les
principales méthodes de dépdts sont : la goutte séchée (figure 111.2), la couche mince et le
sandwich (figure 111.3). La méthode de préparation originelle qui est toujours la plus
largement répandue est celle dite de la « goutte séchée » (dried droplet). C'est la seule
technique que nous ayons employée, n'ayant pas trouvé d’avantage particulier aux autres
méthodes pour le type d’analyse effectué. Dans ce cas, une solution de matrice (entre 3 et
10 mg/mL dans H,O/ACN 50/50 v/v 0,1 % TFA) est mélangée a la solution d’échantillon de
fagon a obtenir un rapport matrice/échantillon compris entre 5000/1 et 10 000/1 environ. Ce
mélange (0,5 & 1 pL) est alors déposé sur la cible métallique (acier inoxydable dans notre
cas). La gouttelette est séchée a température ambiante, et quand le liquide s’est
complétement évaporé pour former des cristaux, I'échantillon peut étre chargé dans le
spectrométre de masse. Pour ces techniques de dépdt, une étape supplémentaire de
ringage sur cible peut étre effectuée apres la cristallisation du mélange matrice-échantillon,
dans le but d’éliminer certains contaminants (notamment les sels non volatils) avant I'analyse

pour améliorer la sensibilité.

Figure lIl.3. Aspect d’un dépot effectué avec la méthode de la couche mince (a
gauche), et avec la méthode sandwich (a droite).
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B. L’analyseur a temps de vol (Time of Flight, TOF)

De par son principe, I'analyseur a temps de vol est le plus simple de tous. C’est
Dempster en 1918 qui le premier a introduit 'usage de faisceaux monoénergétiques en
appliquant une différence de potentiel (Vy) a la sortie d’'une source d’ions. Mais il a fallu
attendre 1955 pour voir I'élaboration par Wiley et McLaren d’un spectrométre a temps de vol

proche de ceux qui sont utilisés actuellement (de Hoffmann, 2005).

1. Analyseur a temps de vol linéaire

Le schéma de principe est donné sur la Figure lll.4. La différence de potentiel V,
appliquée a la sortie de la source d’ions confere une énergie cinétique au faisceau ionique

(% mv?) homogénéisée a la valeur zV,:

% mv?=zV, = constante  (Equation IIl.2)

Cette égalité contient le rapport m/z que I'on peut déduire directement de la vitesse v,
donc du temps t (temps de vol) que met l'ion a franchir une distance fixe d pour atteindre le

détecteur :

m/z = 2V, £/d? (Equation 111.3)

L’équation 11l.2 montre que deux ions de masses différentes et de méme charge
auront des vitesses différentes, puisqu’ils ont la méme énergie cinétique. lls auront donc
dans I'analyseur des temps de vol différents, ce qui permet donc de les trier selon leur valeur
de m/z. La longueur du tube de vol peut varier selon la résolution recherchée ; elle est
couramment de I'ordre du métre pour les spectrométres utilisés en analyse protéomique.
L’étalonnage du spectrométre est réalisé a 'aide d'un mélange de molécules de masses

connues, permettant d’associer un temps de vol donné a un rapport m/z.

Ceci constitue le mode linéaire de détection utilisé notamment pour I'analyse de
protéines de haut poids moléculaire. En théorie, la gamme de masse accessible grace a
I'analyseur TOF est infinie. En pratique, les détecteurs couramment utilisés sont des galettes
a multicanaux, dont la sensibilité décroit trés fortement pour les composés de hautes

masses (au-dessus de 100 kDa). L'utilisation d’'une nouvelle génération de détecteur a
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cependant permis de mesurer avec succeés la masse de molécules telles que des IgM aux

environs de 1 MegaDaltons (détecteur hautes masses CovalX [www.covalx.com]).

. lon de masse M;
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Source Analyseur Détecteur

Figure lll.4. Schéma de principe d’un analyseur a temps de vol linéaire
(figure modifiée d’aprés de Hoffmann, 2005).

En ce qui concerne la résolution, celle-ci est définie par la distribution du temps de vol
d’'une population d’'ions de méme masse. Différents facteurs sont susceptibles d’altérer cette
résolution, notamment la distribution des énergies cinétiques initiales des ions au sortir de la
source et la dispersion angulaire du faisceau ionique.

La mise au point de l'extraction retardée, qui consiste a homogénéiser les énergies
cinétiques des ions dans la source avant leur injection dans I'analyseur a beaucoup amélioré
les performances instrumentales. Il en est de méme de [linterposition de miroirs
électrostatiques sur le trajet ionique. Ces miroirs appelés aussi « réflectrons » compensent
les différences de vitesse pour une valeur m/z donnée en imposant des trajets a parcourir

d’autant plus longs que les ions sont plus rapides.

2. Principe de ’extraction retardée

Dans les premiers spectrométres MALDI-TOF vers 1990, les ions formés dans la
source étaient immédiatement extraits par une tension appliquée sans interruption. Dans ces
conditions, des ions de méme m/z mais ayant une énergie cinétique différente (parce qu'ils
ont été formés avec des positions différentes dans la source, et/ou avec des directions
différentes) atteignent le détecteur a des temps légérement différents, ce qui conduit a une

détérioration de la résolution.
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En mode d’extraction retardée (Brown et Lennon, 1995), le champ d’extraction est
appliqué avec un temps de retard (de quelques dizaines de ns a environ 200 ns) par rapport
a I'éjection des ions. La figure IIl.5 montre le principe de I'extraction retardée. En I'absence
de champs électrique, les ions se déplacent sous l'effet de leur propre énergie cinétique
dans la région libre de champ (en a sur la figure 111.5). Durant cette période, pour les ions de
méme m/z, les ions initialement les plus rapides se rapprocheront plus du détecteur que les
ions initialement les plus lents. Selon leur localisation dans la source au moment de
I'application de I'impulsion électrique, les ions ne recevront pas la méme énergie. En sortie
de source, la tension d’extraction appliquée aprés un certain laps de temps transmettra une
énergie plus importante lors de I'accélération aux ions qui initialement possédaient moins
d’énergie cinétique (en b sur la figure II1.5).

D’autre part, les ions qui initialement possédaient moins d’énergie cinétique et qui sont donc
les plus distants du détecteur resteront plus de temps dans la zone d’accélération puisqu’ils
doivent parcourir une plus longue distance, mais auront une vitesse de vol plus élevée a la
sortie puisqu’ils subissent I'accélération plus longtemps. Méme si ces ions sortent de la zone
d’accélération avec du retard, ils vont grace a leur plus grande vitesse de vol rejoindre les

ions de plus forte énergie initiale au niveau du détecteur (en c sur la figure II1.5).
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Figure lll.5. Schéma de principe de I’extraction retardée
(figure modifiée d’aprés de Hoffmann, 2005).

3. Analyseur a temps de vol en mode réflectron

L’extraction retardée n’est cependant pas suffisante pour corriger la dispersion

énergétique des ions dans le mode de détection linéaire. L’utilisation d’'un réflectron ou miroir
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électrostatique permet d’améliorer notablement la résolution. Le réflectron est constitué
d’'une série de grilles ou d’électrodes annulaires portées a des potentiels croissants et qui
définissent un champ électrique homogéne de sens opposé au champ électrique
d’accélération. La différence de potentiel appliquée ralentit les ions jusqu’a obtenir une
vitesse nulle et leur réflexion vers un autre détecteur que le détecteur du trajet linéaire
(Figure 111.6)
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Electrodes annulaires portées a un potentiel décroissant
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Figure lll.6. Schéma d’un instrument a temps de vol équipé d’un réflectron. Les ions
ayant une énergie cinétique plus élevée ont un trajet plus long et donc un temps de
vol corrigé. Par contre les ions les plus lents atteignent le réflectron plus tard, mais en
sortent plus t6t avec la méme énergie cinétique qu’a I’entrée
(figure modifiée d’aprés de Hoffmann, 2005).

Cependant, si le réflectron permet d’augmenter la résolution et d’allonger la distance
de vol sans agrandir les dimensions du spectrométre de masse TOF, il le fait aux dépens de
la sensibilité, et sa gamme de masse utile reste limitée par la stabilité des ions. En pratique,
ce mode d’analyse est utilisé pour I'analyse des peptides, pour lesquels on obtient une

résolution des pics d’'un massif isotopique jusqu’a la masse de 5 000 Da environ.

4. Utilisation de I’analyseur TOF avec une source MALDI

Il existe une adéquation parfaite entre la source MALDI et 'analyseur de type TOF.
En effet, I'ionisation MALDI est discontinue et génére des « paquets » d’ions successifs.
L’analyseur de type TOF nécessite une introduction de type discontinu des ions pour que la

mesure d’un temps de vol soit possible, a partir d’'un temps initial tel que I'impulsion laser.

L’appareil sur lequel nous avons travaillé est un spectrométre Bruker Reflex Il (figure
I11.7). Sa résolution, de 5 000 FWHM a 1 000 m/z en mode linéaire, est proche de 20 000
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FWHM a 3 000 m/z en mode réflectron et sa précision approche 1 ppm en mode réflectron
avec étalonnage interne. L’exactitude de masse est d’environ 0,02 % en mode linéaire et de

0,001 % en mode réflectron pour I'analyse des peptides.

Figure lll.7. Photographie du spectrométre de masse MALDI-TOF Bruker Reflex
[}

C. L’analyseur quadripdlaire

Le quadripdle fait partie des appareils qui utilisent la stabilité des trajectoires dans un
champ électrique oscillant pour séparer les ions selon leur m/z. Le piége ionique (jon trap)
utilise le méme principe de base.

Les analyseurs quadripolaires sont constitués de quatre barres parfaitement
paralléles ayant une section circulaire ou, idéalement, hyperbolique (figure 111.8). Un ion
positif pénétrant entre les barres sera attiré vers la barre négative. Si le potentiel change de

signe avant que I'ion ne se soit déchargé sur cette barre, il changera de direction.

quadiupole rotls

non-resonance [on
souice slit (ot )

Figure 1ll.8. Représentation schématique d’un analyseur quadripolaire (barres
cylindriques ici du quadripdle) (figure modifiée d’aprés de Hoffmann, 2005).
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Le principe du quadripble a été décrit par Paul et Steinwedel en 1953 et a été
appliqué a des instruments commerciaux a la suite des travaux de Shoulders, Finnigan et
Story. Le quadripble est constitué de quatre électrodes qui sont soumises deux a deux a un
potentiel +®, composé d’une tension continue U et d’une tension alternative V (figure 111.9).
Ainsi les ions cheminant suivant 'axe des z sont soumis a l'influence du champ alternatif
quadripolaire superposé au champ constant créé par [l'application sur les barres

respectivement des potentiels :

@, = +(U-V.cos wt) (Equation lll.4)

-®,=-(U-V.cos wt) (Equation III.5)

Dans ces équations, @, représente la tension appliquée aux barres, w la fréquence
angulaire (en radians / s = 2nif ou f est la fréquence du champ RF [Radio Fréquence]), U est
la tension continue et V est 'amplitude « zéro a pic » du voltage RF. Typiquement, U variera
de 500 a 2 000 Volts et V de 0 a 3000 Volts (de — 3 000 a + 3 000 Volts de pic a pic).

Symétrie axiale suivant Oz

X

@,

Figure 1ll.9. Quadripdle a barres hyperboliques et potentiels appliqués
(figure modifiée d’aprés de Hoffmann, 2005).

Les ions accélérés suivant I'axe z pénétrent entre les barres du quadripble et
conservent leur vitesse suivant cet axe, mais ils sont soumis suivant x et y aux accélérations
résultantes des forces dues aux champs électriques. Leur trajectoire oscillante obéit aux

équations différentielles de Mathieu (1886) :
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(dPu/d&) + (a,-2q,.cos2§).u =0 (Equation II1.6)
Avec

u=xouy
= wt/2

a, = 8zeU/mry*w?

qu = 4zeV/imr,’w?

role rayon du cercle inscrit entre les 4 barres
w la fréquence angulaire telle que w = 2mf ou fest la fréquence du champ alternatif

En résumé, les équations de Mathieu établissent une relation entre les coordonnées
d’un ion et le temps. Pour qu’un ion traverse le quadripdle, il faut que les valeurs de x et de y
restent inférieures a rp. Ces valeurs (représentées par u dans I'équation de Mathieu) étant
liées aux paramétres a, et g, eux-mémes fonctions des tensions U et V, il est possible de
définir selon les valeurs a, et g, des zones dans lesquelles les ions seront stables : c’est le
diagramme de stabilité. Hors de la zone de stabilité, si un ion touche les barres, il s’y
décharge et ne sera pas détecté. Le mode de balayage d’'une gamme de rapport m/z
couramment adopté consiste a appliquer les tensions U et V en maintenant un rapport U/V
constant. Dans le cas ou tous les ions se trouvent compris dans le diagramme de stabilité, ils
traversent simultanément le quadripdle. Ce mode dit radiofréquence seule (rf only) est trés
utile pour transmettre des ions d’'une partie d’'un appareil vers une autre (guide ionique ou
cellules de collision quadripolaires). Ce mode est notamment employé dans I'analyseur

hybride quadripble-temps de vol présenté dans le chapitre suivant.

D. L’analyseur hybride quadripdle-temps de vol

Des spectrométres de masse hybrides ont été congus pour le mode MS/MS en
cumulant si possible les avantages respectifs de chaque analyseur. Tel est le cas des
spectrométres Q-TOF associant un analyseur quadripolaire (Q) a un analyseur a temps de

vol (TOF) a injection orthogonale.

Cet instrument hybride se compose d’un quadripdle Q1 (premier analyseur) suivi d’un
quadripble Q2 (chambre de collision), puis d’'un analyseur a temps de vol avec injection
orthogonale des ions (second analyseur) (Figure 111.10). L’impulsion de I'accélérateur
orthogonal (pusher) fournit le temps de départ pour la mesure du temps de vol dans

I'analyseur TOF.
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Figure 11.10. Schéma d’un instrument hybride Q-TOF (Waters)

1. Fonctionnement en mode full-scan

En mode full scan, le quadripdle Q1 agit uniquement comme un guide d’ions (rf only)
et 'analyseur a temps de vol sert a déterminer les rapports m/z des ions, tirant ainsi bénéfice
de la haute résolution et de I'exactitude du TOF. Dans ce mode le quadripble g2 utilisé
comme cellule de collision, travaille également en mode rf only en présence d’'un gaz de
collision (argon). Cependant, tous les paramétres sont réglés de maniére a éviter toute
fragmentation. Par des collisions élastiques, la faible pression d’argon provoque le
refroidissement des ions transmis, permettant une focalisation spatiale et énergétique du

faisceau d’ions avant I'entrée dans le tube de vol.

2. Fonctionnement en mode MS/MS

Dans le cas d'un Q-TOF, l'analyse par MS/MS a lieu dans I'espace puisqu’elle fait

appel a deux analyseurs successifs (figure I11.11).
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Figure lll.11 : Représentation schématique du spectromeétre de masse Q-TOF

Le quadripble Q1 sert de filtre de masse pour sélectionner les ions précurseurs. Ces
ions sont alors accélérés a une énergie entre 20 et 200 eV avant d’entrer dans le quadripdle
Q2, utilisé comme cellule de collision ou ils sont fragmentés efficacement par collision avec
de l'argon. Les ions fragments obtenus et les ions parents survivants sont focalisés puis
envoyés de maniére pulsée dans 'analyseur a temps de vol orthogonal a la trajectoire de

ces ions (application d’'une tension sur le pusher, figure I11.10).

3. Utilisation du Q-TOF avec une source MALDI

L’appareil que nous avons utilisé est un MALDI-Q-TOF Premier™ Waters Micromass
(Figure 111.12). L’adaptation au mode d’ionisation MALDI a été réalisée en insérant une étape
de refroidissement des ions par collision (collisional cooling) avec des atomes d’argon avant

I'entrée dans le premier quadripéle.

Les cibles MALDI de cet appareil permettent d’effectuer 96 dépbts d’échantillon et 24
dépdts d’étalons. Un dépét d’étalon est effectué au centre de quatre dépbts d’échantillons
(Figure 111.13).

Figure 11.12. Photographie du spectrométre de masse MALDI-Q-TOF Premier™
(Waters)
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Figure 111.13. Photographie d’une cible 96 puits pour analyse sur MALDI-Q-TOF
Premier™ (Waters)

L'utilisation d’étalons en mode Lockmass permet d’atteindre en mode MS une
exactitude de I'ordre de 3 ppm pour I'analyse de peptides. En mode MS-MS, I'exactitude de

masse pour les ions fragments est d’environ 0,02 Da dans la gamme de m/z utilisée.

E. Avantages et inconvénients de la technique MALDI-Q-TOF

L’analyseur Q-TOF, comparé a un analyseur TOF-TOF, a l'inconvénient de présenter
lors de la sélection de I'ion a fragmenter une gamme de masse limitée par la transmission du
quadripble Q1, et 'avantage d’'une meilleure sélection des ions précurseurs (Q1 pour le Q-
TOF, ion gate pour le TOF-TOF).

Par rapport aux instruments de type triple quadripéle, les avantages du Q-TOF sont
une augmentation de la sensibilité, de la résolution et de I'exactitude de masse pour les
scans descendants. Cependant, le gain de sensibilité est d0 a la capacité de I'analyseur a
temps de vol a accélération orthogonale a analyser simultanément 'ensemble des ions
produits contrairement aux quadripdles qui effectuent un balayage successif des ions au
cours du temps. Dés lors, le gain en sensibilité n’est important que si I'acquisition se fait sur
un large domaine de masse. Ainsi, cet avantage ne s’applique pas lors de la détection d’'ions
sélectionnés ou de la détection de réactions sélectionnées. De par sa conception le Q-TOF
est avant tout destiné a une utilisation en scan descendant. Des modes adaptés d’analyse
assimilables a des scans ascendants ou des analyses de pertes de neutres sont cependant
réalisables. N'ayant pas utilisé ces fonctions avec le Q-TOF Premier, nous les détaillons pas

ici.
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Malgré son exactitude de mesure, sa bonne sensibilité et sa rapidité d’analyse, la
méthodologie MALDI-Q-TOF présente un inconvénient notable lors de l'analyse d'un
échantillon complexe. En effet, un phénoméne de désorption-ionisation sélective
caractéristique du mode MALDI dans le cas de mélanges complexes de peptides, peut
conduire a une perte de signal (Belghazi et al., 2001). Cet inconvénient peut étre levé en
faisant appel a une technologie couplée de type LC-MALDI, mais nous n’en nous disposions

pas au cours nos travaux.

Il. Spectrométrie de masse ESI

A. La source électrospray (ESI)

L’électrospray est une technique de production des ions qui a été décrite pour la
premiére fois par Fenn et ses collaborateurs (Fenn et al., 1989). Au début, I'électrospray a été
considéré comme un mode d’ionisation dédié a lanalyse des protéines, mais trés
rapidement son utilisation a été élargie non seulement a l'analyse d’autres polyméres et
biopolyméres, mais également a I'analyse de petites molécules polaires. Il est surtout trés
vite apparu que l'électrospray est la méthode de choix pour réaliser un couplage avec la

chromatographie liquide.

1. Principe de I'électrospray

a) La formation des gouttelettes

L’électrospray est produit par application a pression atmosphérique d’un fort champ
électrique sur un liquide traversant un tube capillaire avec un faible débit (couramment 1 a
100 pL/min). L’échantillon liquide est introduit dans la source via ce capillaire a l'aide d’un
gaz de nébulisation chaud (azote). Le champ électrique est obtenu par application d’'une
différence de potentiel de 3 a 6 kV entre ce capillaire et la contre-électrode, séparés de 0,3 a
2 cm (figure 111.14).
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Figure lll.14. Schéma général d’une source électrospray (Micromass)
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La source d’ionisation par électronébulisation peut étre considérée comme une

cellule électrolytique. En effet, le champ électrique que subit le liquide impose un mouvement

électrochimique des ions (figure 111.15). Par exemple, en mode positif, les cations vont vers la

surface a l'inverse des anions qui migrent vers le capillaire métallique. L'émission continue

des gouttelettes fortement surchargées positivement qui forment le spray génére un excés

de charges négatives qui est contrebalancé par une réaction d’oxydation a linterface

capillaire/liquide.
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Figure Ill.15. Représentation schématique du processus électrochimique de
I’électrospray pour la formation des ions positifs

(figure modifiée d’aprés Kebarle, 2000)
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Lorsqu’un potentiel, par exemple positif, est appliqué a la solution au niveau du
capillaire, l'interface air/liquide se polarise et forme quasiment un cone. Lorsque I'équilibre
entre les forces électrostatiques et la tension de surface du liquide est atteint, on parle alors

de cone de Taylor (figure I11.16).

L’'induction du processus d’électronébulisation nécessite I'application d’'un champ
électrique minimal : cette valeur critique de champ électrique engendre la déstabilisation du
cbne de Taylor et I'émission des gouttelettes chargées. Lorsque ces valeurs critiques sont
atteintes, le cbne de Taylor se déforme et génére des gouttelettes dites primaires possédant

un excés de charges dépendant du mode de polarité (figure 111.16).

Figure lll.16. Limite de stabilité du cone de Taylor au-dela de laquelle des gouttelettes
primaires sont émises
(figure modifiée d’aprées Kebarle, 2000)

Ces gouttelettes contiennent les composants (analytes, électrolytes...) de la solution

introduite dans le capillaire.

b) La génération des ions en phase gaz

A ce stade de formation des gouttelettes primaires, les ions unimoléculaires qui nous
intéressent sont encore fortement solvatés. Sous I'action d’'un courant d’azote concomitant a
la production des gouttelettes, de la température de la source ou d’'un gaz séchant a contre
courant, le solvant va s’évaporer et les gouttes vont rétrécir jusqu’a ce que la tension de
surface du liquide ne supporte plus les répulsions coulombiennes induites par les charges
réparties a la surface. Ce point de rupture est appelé limite de Rayleigh. Cette limite de
stabilité de la goutte correspond a son rayon minimum en fonction de I'excés de charges

gu’elle contient. A la limite de Rayleigh, la goutte devient instable et explose en gouttelettes
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de taille plus petite et de densité de charge moins élevée. Ce procédé se poursuit en

cascade jusqu’a la libération des ions unimoléculaires en phase gazeuse.

Aprés de multiples cycles d’évaporation-fission coulombienne de la goutte primaire,
les ions sont générés en phase gazeuse et guidés par le champ électrique jusqu’a la contre-
électrode. Depuis la fin des années 1960, ce processus a fait I'objet de nombreuses débats
qui ne sont toujours pas tranchés (Kebarle, 2000 ; Cole, 2000). Deux modéles théoriques
présentés sur la figure I1.17 permettent d’expliquer le passage des ions solvatés vers la

phase gazeuse :

- Le modéle de Dole
Selon ce modéle, appelé modéle de la charge résiduelle (Charge Residue Model ou CRM),
plusieurs fissions successives aboutissent a des gouttelettes trés petites (de rayon 1 nm
environ) contenant une ou plusieurs charges élémentaires mais une seule molécule
d’analyte. Aprés évaporation du solvant résiduel, les charges se localisent sur les sites

permettant de générer l'ion le plus stable en phase gazeuse.

- Le modeéle d’Iribarne et Thomson (Iribarne et Thomson, 1976)
Selon ce modéle, appelé modéle de I'évaporation ionique (lon Evaporation Model ou IEM),
lorsque le rayon des gouttelettes filles atteint un certain rayon inférieur a la limité de Rayleigh
(< 10 nm par exemple), le champ électrique est suffisamment important pour que des ions
solvatés soient émis dans la phase gazeuse.
Un consensus semble atteint pour considérer que lionisation des molécules de
hautes masses s’effectue selon le modele CRM alors que le mécanisme dominant pour les

petites molécules est I'|EM.
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Figure lll.17. Schéma récapitulatif des deux modéles pour I'obtention d’ions en
phase gazeuse par ESI

Les ions ainsi produits sont porteurs d’'un grand nombre de charges s’il existe
plusieurs sites ionisables suffisamment séparés sur la molécule. Cependant, I'ionisation peut
étre obtenue autrement que par protonation, grace a la formation d’adduits sodiques,
potassiques, ammonium ou en ions négatifs d’adduits chlorure, acétate.... Les ions formés a
pression atmosphérique dans la chambre d’ionisation sont ensuite transmis dans une zone
de pression décroissante, jusqu’a leur accélération vers I'analyseur de masse ou régne un

vide secondaire (10* & 10 mbar) (figure 111.14).

2. Le nanospray

Les sources électrospray classiques fonctionnent avec un débit de solution allant de
1 a 100 yL/min et méme supérieur, en adaptant le processus de désolvatation (température,
capillaire chauffé, gaz a contre-courant). L’équipe de Matthias Mann a montré qu’il était
possible de diminuer considérablement le débit, introduisant le terme de nanospray, tout en
obtenant une excellente sensibilité (Wilm et Mann, 1996). Une premiére version consiste a
utiliser des capillaires de verre métallisés, étirés de sorte a avoir un orifice a la pointe du
capillaire d’environ 1 a 4 ym, ce qui permet d’établir un débit spontané dans la source de
'ordre de 20 a 100 nL/min. La seconde version fonctionne en mode continu de couplage
avec un chromatographe en phase liquide qui délivre un nano-débit (200 a 300 nL/min pour
une colonne de 75 um de diameétre intérieur).

L’efficacité totale d’ionisation/désorption en spectrométrie de masse en mode

électrospray est une combinaison des efficacités d’ionisation, de désolvatation et de
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transfert. Or, la source nanospray présente une amélioration de ces trois facteurs par rapport
a une source électrospray conventionnelle. L‘ionisation totale 500 fois plus importante en
nanospray contribue a une plus grande sensibilité et a une réduction du bruit de fond.
L’efficacité de désolvatation est également plus importante car les gouttelettes sont plus
petites. L'efficacité d’ionisation/désolvatation est renforcée puisque le rapport charge/volume

de ces nano gouttelettes est plus important (Wilm et Mann, 1996).

3. Couplage a la chromatographie en phase liquide

Le signal obtenu en électrospray dépend de la concentration de I'’échantillon et non
d’'un débit massique. Il N’y a donc pas d’avantage a utiliser des débits de chromatographie
élevés. Par contre, le couplage avec des systémes nano et capillaires HPLC permet un gain
important en sensibilité.

Néanmoins, les conditions de chromatographie ne sont pas toujours compatibles
avec |'électrospray qui ne tolére pas de hautes concentrations en sel, tensioactifs et agents
susceptibles de former des paires d’ions. Les acides utilisés seront donc plutot des acides de
forte volatilité comme I'acide formique ou acétique (0,1 a 0,5 %) ; I'acide trifluoroacétique est

utilisable a une concentration ne dépassant pas 0,05 %.

B. Les analyseurs couplés a une source électrospray

1. Le piége ionique quadripolaire

L’analyseur quadripolaire décrit précédemment est parfaitement adapté au couplage
avec une source électrospray. Mais Paul et Steinwedel ont aussi décrit en 1960 un « ion
trap », modifié plus tard pour en faire un spectromeétre de masse utilisable par Stafford et ses
collaborateurs de la Finnigan Corporation. Ensuite, l'optimisation du piége ionique
quadripolaire par I'équipe de Graham Cooks (extension de la gamme de masse, MS", haute

résolution) a permis d’améliorer grandement les performances de I'outil (Riter et al., 2002).
a) Principe

Cet analyseur est constitué de trois électrodes : une électrode circulaire de section
hyperbolique et deux électrodes chapeau (end cap de géométrie hyperbolique) de part et

d’autre comme le représente la figure 111.18.
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Figure lll.18. Schéma en coupe du piége ionique quadripolaire
(figure modifiée d’aprés de Hoffmann, 2005).

Les ions issus de la source d’ionisation passent dans I'analyseur a travers un orifice
percé dans l'une des électrodes chapeaux. Leur sortie s’effectue au centre de I'électrode
chapeau opposée. La superposition de tensions continues et alternatives permet d’obtenir
une sorte de « quadripble a trois dimensions » dans lequel les ions sont gardés captifs sur
une trajectoire formant une sorte de huit dans I'espace (figure 111.19). Un gaz tampon
(hélium) présent dans le piége a une pression voisine de 0,1 Pa permet de piéger
efficacement les ions injectés en les désactivant par des collisions élastiques pour les
rassembler au centre du piége.

Z-AX1S [mm)]

Figure lll.19. Trajectoire d’un ion dans le champ électrique d’un piége a ion
(figure modifiée d’aprés de Hoffmann, 2005).

Comme dans un quadripble classique, on peut appliquer une tension +®,,
superposition d’'une tension continue et d’'une tension alternative sur les électrodes chapeaux

d’une part, et -®, sur I'électrode circulaire d’autre part, ce qui a pour effet de créer un champ
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quadripolaire au sein du piége ionique. Dans les quadripbles, on régle les potentiels de
maniere telle que les ions d’une masse déterminée seulement soient stables et puissent
traverser les barres. Dans le cas du piége ionique, les ions de différentes masses sont
présents simultanément, et on cherche a les expulser en fonction de leur masse pour obtenir

le spectre en faisant appel par exemple a des fréquences de résonance selon z.

A Tl'intérieur de ce piége, les ions suivent une trajectoire oscillante close qui obéit aux
équations de Mathieu. L’analyse mathématique des équations de Mathieu conduit a la
détermination dans I'espace de zones de stabilité des ions de masses différentes. Il est
possible de déterminer des valeurs de paramétres a, et q, fonctions des valeurs de U
(tension continue) et de Vgrr (amplitude de la tension alternative), pour lesquelles les
trajectoires des ions n’excédent jamais les dimensions z, et rode la trappe. Le diagramme de
stabilité que I'on en déduit présente toutefois un aspect différent de celui obtenu avec les
quadripéles linéaires. Dans le cas du piége ionique, le couple (a,, q,) considéré se référe a ry

et z, (au lieu de x et y).

b) Fonctionnement en mode Full scan

En mode full scan, la fonction de balayage de masse (scan function) utilise une
variation des potentiels appliqués aux électrodes pour réaliser I'éjection des ions vers le
détecteur. Une fonction de régulation appelée Automatic Gain Control (AGC) sur les
spectrométres Thermo-Finnigan est destinée a limiter le nombre d’ions admis dans le piege.
Elle permet d’éviter le phénoméne de charge d’espace di aux répulsions électrostatiques
entre ions porteurs de charges de méme signe. L'une des limitations du piége ionique en

matiére de sensibilité est donc liée aux valeurs de ry et z;.

¢) Fonctionnement en mode MS"

Dans le cas d’'un piége ionique, I'analyse par MS/MS ne repose pas sur des régions
distinctes de I'appareil mais sur des séquences successives au sein de la méme enceinte (ici
les analyseurs 1 et 2 ainsi que la cellule de collision sont virtuels). La MS/MS a lieu dans le

temps (figure 111.20).
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Source Time 1 | Time 2 Détecteur
d’ions 7 (MS1) "| (collision)

v

MS/MS DANS LE TEMPS

Figure IIl.20 : Représentation schématique du spectromeétre de masse a piége ionique
en « tandem »

La sélection des valeurs de potentiels appliqués aux électrodes permet de ne
conserver dans le piege que les ions d’'une masse choisie et d’expulser du piége tous les
autres. Aprés excitation, les ions précurseurs sélectionnés vont se fragmenter au cours du
temps, via des collisions multiples avec les atomes d’hélium présents dans le piége. Les ions
fragments produits sont ensuite expulsés. Ainsi, la MS/MS est réalisée dans le temps au lieu
de I'espace comme cela est le cas des analyseurs couplés. De plus, le processus peut étre
répété plusieurs fois en sélectionnant des ions fragments qui deviennent a leur tour

précurseurs d’autres fragments : c’est le principe de la MS".

d) Principe du piége linéaire

Les piéges ioniques linéaires (Douglas et al., 2005) sont des variantes a deux
dimensions des piéges ioniques classiques. Le filtre de masse comporte les quatre barres
d’'un quadripdle, mais celui-ci est fermé par des électrodes d’entrée et de sortie. Ces
électrodes permettent de conserver les ions a l'intérieur du quadripdle, en appliquant des
tensions continues positives pour piéger les ions positifs, et inversement en appliquant des
tensions continues négatives pour piéger les ions négatifs. Les ions sont refroidis par
collision avec un gaz inerte a faible pression. lls effectuent des allers-retours entre les
électrodes terminales suivant z, et simultanément oscillent dans le plan xy par application
d'une tension RF sur les barres. Le diagramme de stabilité est identique a celui d’un

quadripdle : il est donc symétrique par rapport a I'axe q..

Un grand avantage des piéges ioniques linéaires est d’accepter beaucoup plus d’ions
que les piéges 3D avant d’avoir un effet de charge d’espace notable. Ceci est di a la fois a
un plus grand volume disponible et a une focalisation autour de I'axe des z plutét qu’autour

d’'un point central. Un autre avantage des piéges linéaires est I'efficience supérieure lors de

98




lintroduction des ions dans le quadripdle, le long de I'axe des z. Ces facteurs conjugués
augmentent considérablement la sensibilité.
Les deux instruments auxquels nous avons eu recours pour nos

expérimentations opérent avec des modes d’expulsion des ions différents :

- L’éjection radiale des ions: alternativement, les ions sont expulsés
radialement a travers des fentes creusées dans deux barres opposées du
quadripble, en appliquant une tension alternative adaptées sur ces deux
barres (deux détecteurs sont utilisés). C'est le cas du LTQ XL™ Linear Ion

Trap (Thermo-Finnigan).

- L’éjection axiale des ions : les ions sont expulsés axialement suivant z, en
utilisant les effets de champs a I'extrémité du piége, en appliquant une tension
alternative appropriée entre les barres du quadripdle et I'électrode de sortie.
C’est le cas du 4000 Q-TRAP™ (Applied Biosystems).

2. Le piege linéaire a éjection radiale LTQ XL™

L’éjection radiale a travers des fentes (30 x 0.25 mm) creusées dans les deux barres
opposées a été décrite pour la premiére fois par Senko et Schwartz de Thermo Finnigan en
2002 (Schwartz et al., 2002) (figure I11.21). Les détecteurs sont placés hors axe a la sortie des

fentes comme le montre le schéma.

_.-.:."\:\_Yl |  '

Figure lll.21. Piége ionique linéaire a éjection radiale (www.thermo.com).

L’efficience de la capture des ions a l'injection est de 55 a 70 % contre seulement
5 % pour un piége classique 3D. Le gaz tampon est de I'hélium. A la vitesse de balayage de
27 Th/sec, o6m est de 0,05 a m/z 1520, correspondant a une résolution de 30 000 FWHM. La

capacité en ions est d’environ 20 000, soit 40 fois plus qu'un piege ionique classique. Nous
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avons utilisé 'appareil LTQ XL™ (Thermo-Finnigan ; figure 111.22) sur le site de la plateforme
de protéomique de génomique Fonctionnelle de Bordeaux. Cet instrument comporte une
source ESI de type nanospray couplée a un systéme de nanochromatographie en phase

liquide.

Figure 111.22. Photographie du LTQ XL™ Linear lon Trap (Thermo-Finnigan).

(www.thermo.com)

3. Le piége ionique a éjection axiale 4000 Q-TRAP™

Le piége ionique linéaire a éjection axiale a été développé par la société MDS SCIEX
en 2002 (Hager, 2002). La figure 111.23 représente I'analyseur 4000 Q-TRAP™ dans lequel un
piege ionique linéaire a éjection axiale remplace le quadripdle Q3 d‘un triple quadripdle

classique.

e——= ez =

Figure 111.23. Représentation schématique du 4000 Q-TRAP™ trappe linéaire (en q2)
incluse dans un triple quadripole (www.appliedbiosystems.com)

Cet appareil peut étre utilisé comme un triple quadripble classique (QgQ) avec ses
possibilités de scans ascendants, descendants et de perte de neutres, mais le piége ionique
linéaire (LIT) en lieu et place d’un Q3 offre aussi I'accés a la MS®. La gamme de masse
analysable est comprise entre 5 et 2 800 m/z. L’appareil 4000 Q-TRAP™ commercialisé par

Applied Biosystems - MDS SCIEX est présenté sur la figure 111.24. Il été utilisé en couplage
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avec un systéme de nanochromatographie en phase liquide. Les mesures ont été réalisées
dans le laboratoire d’Applied Biosystems a Francfort par Matthias Glickmann et Christof

Lenz.

Figure 1ll.24. Photographie du 4000 Q TRAP™ (www.appliedbiosystems.com)

Dans le cas d’'un analyseur a triple quadripdles, I'analyse par MS/MS repose sur les
régions distinctes de I'appareil. La MS/MS a donc lieu dans I'espace puisqu’elle fait appel a

deux analyseurs successifs (figure 111.25).

A

Source .| Analyseur 1 .| Cellule de Détecteur
d’ions Q1) "] Collision (q2)

v

MS/MS DANS L’ESPACE

Figure 1ll.25 : Représentation schématique d’un spectrométre de masse a triple
quadripdle

Dans un mode de scan descendant, le quadripble Q1 et le piége linéaire remplissent
des fonctions d’analyseurs de masse, et le quadripdle central g2 est une cellule de collision
(rf only). Un ion parent est sélectionné dans le premier quadripble et envoyé dans la cellule
de collision. Le gaz de collision (généralement de I'argon, plus efficace que I'hélium pour les
collisions, car il a une masse atomique supérieure) est utilisé a une pression telle qu'un ion
entrant subisse une ou plusieurs collisions. L’énergie transférée a l'ion en convertissant en
énergie interne une fraction de I'énergie cinétique acquise par collision peut provoquer la
fragmentation (Collision Induced Dissociation, CID) et les fragments sont analysés par le
piége ionique linéaire. Les autres modes d’acquisition (scan ascendant et perte de neutre)
fonctionnent également selon le principe du triple quadripble (de Hoffmann, 1996). Ne les

ayant pas utilisés, nous ne les détaillerons pas ici.
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Par contre, ayant choisi de réaliser nos expériences d’analyse quantitative a I'aide du
mode Multiple Reaction Monitoring (MRM) dérivé du mode ascendant, nous allons en décrire

le principe, résumé sur le schéma de la figure [11.26.

Parent cID Fragment
mass mass *
o Fa el < ¥ i
4 s
L BLE T . :
> Pt el S /" LINEARION |
<= S =R ) TRAP |

Q1 Q2 Q3

Figure 1lIl.26. : Représentation schématique du mode d’analyse Multiple Reaction
Monitoring (MRM)

En mode MRM, l'ion précurseur a étudier est sélectionné dans le premier analyseur
(Q1) et fragmenté dans la cellule de collision (Q2) comme en mode descendant, mais le
second analyseur (LIT) sélectionne successivement plusieurs ions fragments issus du méme
précurseur. Ce mode de fonctionnement présente une double sélectivité par la sélection des
ions précurseurs et la sélection des ions fragments, et présente surtout I'avantage d’'une
excellente sensibilité de détection des ions fragments. Dans le cas du spectrométre 4000 Q-
TRAP™, cette succession d’opérations est réalisée de maniére trés rapide, puisque
plusieurs centaines de MRM peuvent étre acquises en un seul scan de moins de quatre

secondes.

Le mode MRM a un potentiel analytique particulierement intéressant dans le cadre
d'une stratégie de dosage de protéine-médicament. En effet, une protéine peut étre
caractérisée par plusieurs peptides choisis comme précurseurs (un peptide au moins est
requis pour la quantification et un autre pour la validation). De plus, chacun de ces
précurseurs peut offrir plusieurs transitions, et il est envisageable de réaliser un dosage
quantitatif par MRM de plusieurs protéines au cours d’une seule analyse. Enfin, la sélectivité
de la méthodologie est renforcée par I'utilisation du couplage avec la chromatographie. Un
tel niveau de sélectivité est strictement requis lorsque le dosage doit étre effectué dans un

milieu aussi complexe que le plasma (Anderson et Hunter, 2006 ; Hashimoto et al., 2008).
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lll. Fragmentation des peptides en MS/MS

L’identification des protéines s’appuie sur l'analyse des peptides issus d'une
protéolyse (top down). La connaissance de la masse moléculaire de ces peptides associés a
une protéine permet bien souvent l'identification de cette protéine a partir de banques de

données protéiques (cartographie peptidique, Peptide Mass Fingerprint).

Toutefois, lorsque le taux de couverture de séquence de la protéine est faible ou que
la protéine recherchée n’est pas dans la banque de données, il faut obtenir des informations

spectrales permettant de remonter a la séquence des différents peptides.

Les peptides se fragmentent a partir de collisions de basse énergie (quelques eV a
quelques dizaines d’eV, conditions correspondant aux instruments que nous avons utilisés)
par rupture de liaison peptidiques. Deux types d’ions peuvent étre observés; ils sont
désignés par b et y suivant que la charge portée par I'ion se situe dans la région N-terminale

ou C-terminale du peptide ; la figure 111.27 présente la nomenclature de ces fragmentations.

5 Y 4 X Yy 4
H,N - CHﬂCﬂNJCHﬁC NJCHRJCO NH { CHR, - COOH + H
3 BS 3

T T f

LIAISONS PEPTIDIQUES

Figure 11l.27. Nomenclature des ions fragments des peptides selon Roepstorff et
Biemann (Roepstorff et Fohiman, 1984 ; Biemann, 1988)

Cette rupture des liaisons peptidiques est le phénoméne dominant a basse énergie
(Wysocki et al., 2000). Cependant, d’autres fragmentations peuvent intervenir en amont ou en
aval de la liaison peptidique. Les fragments obtenus sont notés a (ou x) et ¢ (ou z). Cette
fragmentation est dépendante de la séquence, de la présence de résidus basiques (R, K), de

certains résidus internes comme la proline (Dongre et al., 1996).
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CHAPITRE 4

VERS LA MISE AU POINT D’UNE METHODE UNIVERSELLE DE DOSAGE
DE PROTEINES MEDICAMENTS
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CHAPITRE 4 :

VERS LA MISE AU POINT D’'UNE METHODE
UNIVERSELLE DE DOSAGE DE PROTEINES
MEDICAMENTS

CAS DE L’EPOETIN BETA

l. Les enjeux

L’objectif de ce travail est la mise au point d’une technique de dosage de protéines
médicaments présentant un caractére universel, transposable si c’est possible a la
quantification de la plupart des protéines médicaments dans le plasma. Cet objectif
ambitieux rend notre approche originale au regard des méthodes de dosage existantes qui
sont le plus souvent propres a une protéine médicament donnée. Pouvoir disposer d’'une
méthode de dosage de protéines médicaments facilement adaptable a toute nouvelle
molécule est d’un intérét évident pour le clinicien dans la mesure ou 'analyse quantitative de
cette nouvelle molécule ne devra pas faire I'objet d’'une mise au point lourde et fastidieuse.
En tenant compte de la rapide croissance du nombre de nouveaux médicaments, cet objectif
suffit a justifier une telle entreprise, mais il faut garder a I'esprit qu’il apporte son lot de
contraintes qui sont autant d’'obstacles délicats a franchir. Une stratégie pertinente doit par

ailleurs satisfaire de nombreux critéres, notamment en matiére de :

sensibilité

- justesse

- rapidité

- robustesse

- reproductibilité

- facilité de mise en ceuvre

- limitation du nombre d’étapes afin de minimiser les pertes de protéine a doser

- codt.
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Nous avons donc tenté de tenir compte de ces critéres pour chaque étape de

I'élaboration de la stratégie d’analyse.

Il. Choix de la stratégie

Ayant fait le constat que I'analyse par spectrométrie de masse des protéines entiéres
n’est ni assez sensible ni assez sélective pour déterminer de trés faibles concentrations de
médicaments protéiques dans le plasma humain, nous avons choisi d’établir notre méthode
de dosage a partir de l'analyse de peptides issus de la protéine. Ces peptides seront

obtenus par clivage trypsique de la protéine d’intérét.

L’analyse quantitative de ces peptides reposera sur un marquage isotopique introduit
par un réactif de dérivation chimique, ayant pour cible les résidus lysine (cet aspect de la
stratégie a été pris en compte en faisant le choix de la trypsine pour effectuer la protéolyse).
L’'universalité de la méthode est ainsi recherchée en ne restreignant pas la technique de

quantification a 'usage d’un seul peptide étalon spécifique d’'une seule protéine.

Les grandes lignes de la stratégie, présentées de maniére schématique sur la figure

V.1, sont les suivantes :

- Etape 1 : simplification de I'échantillon plasmatique, notamment par déplétion des
protéines majeures par chromatographie d’affinité

- Etape 2 : protéolyse par la trypsine

- Etape 3: marquage (réactif Iéger DO) des lysines C-terminales et internes des
peptides

- Etape 4: ajout d’étalon interne ; I'étalon interne est une solution de peptides
trypsiques de la protéine a doser, dérivés de la méme facon, mais avec un réactif
lourd deutéré nommé D4 (écart de masse de +4 Da entre le peptide a quantifier
marqué par DO et son étalon interne marqué par D4)

- Etape 5 : dessalage et concentration des peptides. Cette étape est indispensable
avant I'analyse par spectrométrie de masse

- Etape 6 : analyse quantitative par spectrométrie de masse en mode MS/MS.
Cette stratégie a été appliquée au cas du dosage de I'érythropoiétine humaine recombinante

dans le plasma humain. Avant de détailler les différentes phases de la mise au point, nous

présentons ici le contexte particulier de cette étude.
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Figure IV.1. Stratégie de dosage d’une protéine médicament dans le plasma.



lll. Application au cas de I’epoetin beta
A. Pharmacologie de I’érythropoiétine

L’érythropoiétine (EPO) est une hormone glycoprotéique qui fait partie des facteurs
de croissance hématopoiétiques. Le réle physiologique de I'EPO est de réguler la production
des globules rouges en fonction des besoins en oxygéne de I'organisme. En cas d’hypoxie,
la synthése d’EPO augmente et stimule la production d’érythrocytes, et inversement, la
production d’EPO diminue ainsi que le nombre de globules rouges en cas dhyper
oxygénation tissulaire. Le taux d’érythropoiétine endogéne chez un sujet adulte sain est

d’environ 10 mUI/mL (soit 0,0024 fmoles/uL) avec des variations importantes.

Le rein, sensible a un manque d'oxygéne, répond par une augmentation de la
sécrétion d’EPO. Pour cela, la transcription du géne de 'EPO (figure 1V.3) est induite dans
un délai de deux heures, puis la protéine nouvellement synthétisée est sécrétée
immeédiatement, puisqu’il N’y a pas de réserve intracellulaire d’EPO préexistante. Cette
sécrétion est suivie, aprés un certain temps, par la formation de globules rouges a partir des
précurseurs érythrocytaires de la moelle hématopoiétique. L’EPO induit de fagon spécifique
la prolifération et la maturation des cellules érythrocytaires. La formation des érythrocytes

comporte différentes étapes de maturation présentées sur la figure IV.2 :

- l'action de 'EPO débute au niveau des BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid),
précurseurs des érythroblastes : elle induit leur prolifération.

- l'action de 'EPO s’exerce ensuite et de maniére plus importante au niveau
des CFU-E (Colony Forming Unit-Erythroid) autres précurseurs des
érythroblastes. Les CFU-E sont considérés comme la cible primaire de I'EPO.

- IPEPO est indispensable a la différenciation des BFU-E en CFU-E puis en
érythroblastes, et son effet diminue au fur et & mesure de la maturation des
cellules érythrocytaires de la moelle osseuse.

- PEPO induit en bout de chaine la synthése de ’hémoglobine et la maturation

des érythrocytes.
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Figure IV.2. Niveau d’action de ’EPO dans la formation des cellules sanguines
(figure modifiée d’aprés Clark et Kamen, 1987).
(E : Erythrocyte/GM : Granulocyte-Macrophage/G : Granulocyte/M : Monocyte-
Macrophage/MK : Mega-cayocyte/GEMM : Granulocyte-Erythrocyte-Macrophage-
Mégacaryocyte/CSF : Colony Stimulating Factor)

A Tl'échelon cellulaire, 'EPO se fixe aux récepteurs des cellules précurseurs
érythrocytaires. Les récepteurs de I'EPO appartiennent a la famille des récepteurs de
I'hormone de croissance. Le signal de transduction induit par 'TEPO ne nécessite une liaison
qu’avec un petit nombre de récepteurs. La figure 1V.3 présente les voies de signalisation de
'EPO aprés sa fixation aux récepteurs des cellules érythrocytaires. L’hématopoiese
s’accompagne d’une perte des récepteurs durant la différenciation cellulaire (Roche, 1998).
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Figure IV.3. Voies de signalisation de ’EPO apres fixation aux récepteurs des cellules
érythrocytaires (figure modifiée d’aprés Jelkmann, 2004).

B. Production de I’epoetin beta

Les protéines de régulation comme I'érythropoiétine ne sont présentes chez 'lhomme
qu’'en trés faible quantité, expliquant le fait que cette hormone ne peut étre obtenue en
quantité suffisante a partir de sources naturelles. Miyake et al. ont purifié¢ 'EPO en 1977
(Roche, 1998) a partir d’'urine de patients anémiques, ce qui a permis de déterminer sa
structure primaire et la séquence du géne codant pour 'EPO. Les techniques de biologie
moléculaire et de génie génétique ont ensuite permis la production de masse de 'EPO avec

un degré de pureté trés important.

C. Indications thérapeutiques et posologies

La structure de I'epoetin beta étant identique a celle de I'érythropoiétine endogéne,
son activité thérapeutique est identique a celle de 'EPO endogéne. L’epoetin beta est
essentiellement employée pour le traitement de I'anémie selon quatre principales

indications :
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— Le traitement de 'anémie des insuffisants rénaux chroniques dialysés ou des
insuffisants rénaux non encore dialysés (Vidal, 2008) :
= Par voie SC: 20 Ul/kg 3 fois par semaine en phase de
correction (augmentation possible) puis diminution de moitié en
phase d’entretien
= Par voie IV: 40 Ul/kg 3 fois par semaine en phase de
correction (augmentation possible) puis diminution de moitié en
phase d’entretien
— Le traitement de l'anémie symptomatique des patients adultes atteints de
tumeurs malignes non myéloides et traités par chimiothérapie :
» Dose initiale par voie SC: 30 000 Ul (450 Ul/kg) 1 fois par
semaine
= Dose maximale par voie SC: 60 000 Ul (900 Ul/kg) 1 fois par
semaine
— L’augmentation du volume des dons de sang autologues chez les malades
participant a un programme de transfusions autologues différées
(administration 2 fois par semaine pendant 4 semaines, dose fonction du
résultat souhaité).
— La prévention de 'anémie du nouveau-né prématuré (poids compris entre 750

et 1000 g) : administration SC de 250 Ul/kg 3 fois par semaine.

D. Profil pharmacocinétique

Peu de données sur le métabolisme de 'EPO sont disponibles. Il est probable que la
dégradation de 'EPO survienne aprés clivage enzymatique dans le foie des acides sialiques
terminaux des glycannes (la structure de 'EPO est détaillée dans la section H de ce

chapitre). L’élimination urinaire joue seulement un réle mineur.

La pharmacocinétique de I'epoetin beta a été étudiée chez des volontaires sains, des
patients hémodialysés et des patients en dialyse péritonéale, ainsi que chez des patients
ayant des degrés d’insuffisance rénale différents. Aucune relation n’a été établie entre la
pharmacocinétique et le degré dinsuffisance rénale. L’élimination de 'EPO aprés une
administration intraveineuse est biphasique avec une 2 vie de 4 a 12 heures. Le volume de
distribution est égal a une ou deux fois le volume plasmatique. Les taux sériques reviennent
aux valeurs initiales aprés 48 heures. La %2 vie de I'epoetin beta se trouve diminuée dans

certains cas chez les patients en dialyse péritonéale et lors d’administrations répétées.

113



Les données de pharmacocinétique présentées dans le tableau IV.1, révélent des
différences notables entre [I'administration sous-cutanée (SC) et ['administration

intraveineuse (1V).

Tableau IV.1. Données pharmacocinétiques de I’epoetin beta (Vidal, 2008)

Voie d’administration | Voie d’administration

Parameétre sC Y,
Demi-vie 13328 h 4a12h
Pic de cor.lcentration 12 328 h )
maximale
Biodisponibilité relative 23342 % 100 %

(voie IV : référence)

L’administration intraveineuse se caractérise par des pics sériques élevés alors que
I'administration sous-cutanée se caractérise par une résorption et une élimination prolongées
conduisant a des concentrations maintenues en plateau (les taux sériques sont maximaux
apres 12 a 28 heures. Aprés administration sous-cutanée, la 2 vie moyenne d’élimination
est de 13 a 28 heures. Aprés 72 heures, le taux sérique d'EPO est encore supérieur a la
valeur initiale. La pente de la courbe d’élimination et le taux sérique maximum présentent de
grandes variations individuelles.

La résorption lente de I'epoetin beta a partir des tissus sous-cutanés, et les taux
sériques éelevés de fagon prolongée, semblent mieux correspondre aux besoins

physiologiques (Roche, 1998).

E. Effets indésirables

Les effets indésirables, surtout observés au cours du traitement chez les patients
présentant une insuffisance rénale chronique ou une tumeur maligne sous-jacente, sont le
plus fréquemment une augmentation de la pression artérielle ou une aggravation d'une
hypertension préexistante et des céphalées surtout en cas d'élévation rapide de
I’hématocrite. Moins de 10 % des patients recevant de I'érythropoiétine présentent des effets
indésirables (Vidal, 2008).

F. Echappement thérapeutique

L‘érythropoiétine communément utilisée pour le traitement de 'anémie des patients
insuffisants rénaux et des patients atteints de tumeurs malignes non myéloides sous

chimiothérapie, est une thérapie colteuse et tous les patients ne répondent pas au
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traitement (Bokemeyer et al., 2004 ; Bokemeyer et al., 2007). Actuellement, la dose
d’érythropoiétine recombinante humaine est ajustée suivant I'évolution de 'hémoglobinémie

sous traitement (Afssaps, 2005).

La résistance a I'érythropoiétine des patients insuffisants rénaux chroniques est
suspectée quand le patient n’atteint pas la cible alors qu'il recoit plus de 300 Ul/kg/semaine
d’érythropoiétine ou a un besoin continu de telles doses pour maintenir la cible. Les causes
les plus fréquentes de réponse incompléte sont la carence en fer et les maladies infectieuses

ou inflammatoires. L’observance doit étre vérifiée.

En ce qui concerne le traitement de I'anémie des patients atteints de tumeurs
malignes non myéloides, la dose initiale recommandée est de 30 000 Ul (450 Ul/kg) par
semaine administrée en une fois ou répartie en 3 a 7 injections, les deux modalités
d’administration ayant la méme efficacité (Glaspy et Beguin, 2005 ; Prontazo et al., 2006). Cette
dose initiale peut étre doublée aprés 4 semaines de traitement chez les patients non
répondeurs (Vidal, 2008). Parmi les patients non répondeurs (40 % en moyenne) aprés un
mois de traitement, 28 % obtiennent une réponse compléte avec une double dose
d’érythropoiétine  recombinante  humaine. Cependant les risques d’accidents
thromboemboliques et d’hypertension artérielle sont importants aux doses élevées d’EPO

employées chez les patients cancéreux.

L’individualisation et I'optimisation des traitements chez les patients non répondeurs,
mais aussi chez les répondeurs s’avérent ainsi nécessaires pour déterminer les doses
d’entretien efficaces. L’optimisation des traitements, surtout intéressante pour les fortes
doses administrées chez les patients cancéreux, permettrait de déterminer la dose minimum
efficace et d’éviter les effets secondaires. Malgré I'utilisation croissante en cancérologie de
'EPO a forte dose administrée une fois par semaine sans effets secondaires graves (Suzuki

et al., 2008), peu de données pharmacocinétiques sont disponibles (Fugisaka et al., 2006).

Ainsi, une méthode de dosage plasmatique sensible et spécifique de I'érythropoiétine
humaine recombinante est nécessaire. Les techniques immunologiques employées
couramment pour doser 'EPO recombinante dans le plasma sont sensibles mais présentent
une mauvaise spécificité (détection fréquente de faux positifs ou de faux négatifs). L’apport
de la spectrométrie de masse pour le dosage de ces médicaments est double puisque cette
technique doit permettre d’atteindre des sensibilités aussi bonnes voire meilleures que les

techniques immunologiques avec surtout une meilleure spécificité.
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G. Concentrations plasmatiques attendues pour I’epoetin beta

La concentration plasmatique maximale (Cmax) en epoetin beta attendue dans le
plasma aprés une injection sous-cutanée de 36 000 Ul est de I'ordre de 2 000 Ul/mL soit
environ 0,5 fmole/uL de plasma. Pour des doses de 9000 a 36 000 Ul administrées, la
pharmacocinétique de I'epoetin beta est linéaire (Fugisaka et al., 2006). Ainsi, les Cmax
attendues pour des injections SC de 30 000 a 60 000 Ul d’epoetin beta en cancérologie

seront de I'ordre de 0,5 a 1 fmole d’EPO/pL de plasma.

H. Structure de I'’epoetin beta (NEORECORMON®)

L’interrogation de la banque Swiss-Prot/TrEMBL pour I'érythropoiétine humaine
(EPO_HUMAN, P01588) donne la séquence du précurseur de la protéine de masse 21 307

Daltons (Da) pour une longueur de 193 acides aminés (figure IV.4).

10 20 30 40 50 60
MGVHECPAWL WLLLSLLSLP LGLPVLGAPP RLICDSRVLE RYLLEAKEAE NITTGCAEHC

70 80 90 100 110 120
SLNENITVPD TKVNFYAWKR MEVGQQAVEV WQGLALLSEA VLRGQALLVN SSQPWEPLQL

130 140 150 160 170 180
HVDKAVSGLR SLTTLLRALG AQKEAISPPD AASAAPLRTI TADTFRKLFR VYSNFLRGKL

190
KLYTGEACRT GDR

Figure IV.4. Séquence peptidique du précurseur de I’érythropoiétine (Swiss-
Prot/TrEMBL ; le peptide signal est en italique)

La base de données Swiss-Prot/TrEMBL donne aussi des informations sur:
— la longueur de la séquence signal (acides aminés 1 a 27);
I'érythropoiétine mature comporte donc 166 acides aminés
— deux ponts disulfures (Cys34-Cys188 et Cys56-Cys60)
— trois N-glycosylations en 51, 65 et 110
— une O-glycosylation en 153
— lalocalisation des boucles (57-57) et hélices (32-34, 36-55)

— les variants connus (131-132, 149)
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L’érythropoiétine humaine mature a donc une masse moyenne calculée a partir de sa
séquence de 18 396,14 Da, mais la glycosylation améne la masse de la protéine a environ

34 000 Da. Les deux ponts disulfures sont indispensables a son activité biologique.

L’annexe chapitre 8/paragraphe Il fournit des informations complémentaires sur les

différentes spécialités pharmaceutiques d’EPO recombinantes actuellement sur le marché.

IV. Mise au point de I’extraction de I'’epoetin beta du plasma
humain

La quantification d’'un médicament protéique tel que [I'érythropoiétine humaine
recombinante dans le plasma humain est une tache délicate. En effet, le rapport entre la
quantité estimée de protéines plasmatiques dans I'échantillon a analyser et la quantité

attendue d’epoetin beta est trés défavorable.

Compte tenu de la limite de quantification a atteindre, il nous a donc paru
indispensable de débuter par une étape d’enrichissement de I'epoetin beta a partir du
plasma humain. Cette premiére étape, réalisée au moyen d’une chromatographie d’affinité, a
provoqué une dilution importante de I'’échantillon plasmatique, et nous a imposé une étape
supplémentaire de concentration et de dessalage. Les sections qui suivent décrivent les

différentes étapes et leurs mises au point.

A.Le choix de la méthode de déplétion des protéines
majeures du plasma humain et ses conséquences

La plupart des méthodes mises en ceuvre pour doser dans le plasma des
meédicaments de faible masse moléculaire sont impossibles a utiliser dans notre cas, compte
tenu de la nature protéique du médicament, et le rapport trés faible entre la quantité de
protéine médicament et la quantité de protéines plasmatiques complique la tache. En effet,
la concentration totale des protéines s’éléve a environ 884 000 fmoles/uL de plasma humain
(Le Treut, 2001) alors que la concentration attendue pour I'epoetin beta que I'on veut doser
dans le plasma est de l'ordre de 0,5 a 1 fmole/uL de plasma (Fujisaka et al., 2006) (la

concentration plasmatique de I'érythropoiétine endogéne est d’environ 0,0024 fmole/uL).

L’annexe chapitre 8/paragraphe | fournit des renseignements complémentaires sur la

composition du sang et du plasma humains.
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A partir de I'étude bibliographique qui a été réalisée et parmi la déclinaison de
dispositifs de déplétion des protéines majoritaires du plasma humain proposés, nous avons
retenu un dispositif conditionné sous forme d’'une cartouche pour centrifugation ou « Spin
Cartridge® ». Plus le nombre de protéines que le support de chromatographie d’affinité est
capable de dépléter est important, plus le colt de ce type de dispositif est élevé. Il en va de
méme pour la capacité de charge. Pour des raisons économiques nous avons opté pour une
cartouche permettant de traiter des échantillons plasmatiques de 12 pL et de supprimer du
plasma environ 90 % des 7 protéines majoritaires : il s’agit d'une Spin Cartridge Hu7® ou
systeme MARS® (Multiple Affinity Removal System ; Agilent Technologies) présentée dans
le paragraphe II.A. du chapitre 2. Selon le fabricant, une cartouche Hu7 est réutilisable
environ 200 fois, ce qui représente un colt a I'analyse relativement minime. Par ailleurs, le
choix d’'un systeme de Spin Cartridge® est intéressant du point de vue de la rapidité

d’analyse et de la robustesse de la stratégie.

Les sept protéines plasmatiques majoritaires concernées par 'immunodéplétion sont
lalbumine, [I'alphal-antitrypsine, [I'’haptoglobine, les immunoglobulines G, les
immunoglobulines A, la transferrine et le fibrinogéne. Etant donné que la Spin Cartridge
Hu7® élimine environ 90 % de ces 7 protéines plasmatiques, les quantités estimées de

chacune des protéines majoritaires/uL de plasma aprés déplétion sont les suivantes :

— Albumine : 42 g/L soit 636 pmoles/uL -90% > 63,6 pmoles/uL
— a1 antitrypsine : 1,9 a 3,5 g/L soit 49 pmoles/uL -90% > 4,9 pmoles/uL

— Haptoglobine : 0,5 a 1,5 g/L soit 8,33 pmoles/uL -90% > 0,833 pmoles/uL
— lgG:6a8gl/L soit 46,6 pmoles/uL -90% > 4,66 pmoles/uL
— IlgA:2a4g/L soit 18,7 pmoles/uL -90% > 1,87 pmoles/uL
— Transferrine : 1 a 3 g/L soit 26,3 pmoles/uL -90% > 2,63 pmoles/uL
— Fibrinogéne : 3 g/L soit 50 pmoles/uL -90% > 5 pmoles/uL

Autrement dit, la cartouche permet d’éliminer 751 pmoles de protéines par uL de
plasma. Ainsi, la concentration en protéines plasmatiques restant théoriquement apres

déplétion passe de 884 pmoles/uL a 133 pmoles/uL (a volumes supposés constants).

Le tampon A fourni dans le kit Spin Cartridge Hu7® favorise la retenue sur la phase
stationnaire des protéines plasmatiques maijoritaires ; il est utilisé dans les phases de
chargement de I'’échantillon, de lavage et de conditionnement, alors que le tampon B
favorise I'élution des protéines plasmatiques majoritaires. En conséquence, I'EPO se

retrouve en sortie de cartouche dans le tampon A. La composition exacte de ce tampon n’a
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pas été communiquée par le fournisseur, mais il s’agit d’'une solution de sel de phosphate a
pH 7,4 contenant 0,02 % de NaNj;. Ce tampon pouvait notamment nuire a l'efficacité de la
protéolyse ; il nous fallait donc éliminer ce risque. De plus, le protocole de déplétion conduit
a la dilution de I'échantillon d’'un facteur supérieur a 80 (12 pL de plasma chargé pour 1 000
ML d’échantillon récupéré en sortie de cartouche dans le tampon A ; Figure IV.5). Nous
avons donc soumis la fraction contenant 'EPO a une étape de dessalage et de

concentration qui a nécessité des mises au point.

L’annexe chapitre 7/paragraphe I.A.1 fournit des renseignements complémentaires

sur le protocole d'utilisation de la Spin Cartridge Hu7®

Echantillon plasmatique : 12 yL max (+ TAMPON A)

}

Spin cartridge Hu7® Agilent

TAMPON A d’élution des
protéines plasmatiques
minoritaires : 1000 pL

TAMPON B d’élution des
protéines
plasmatiques majoritaires

EPO +
protéines plasmatiques :

:
. Protéines plasmatiques

@ntration et desD ge maJOI'ItaI res
(membrane ou chromatographie)

\ 4

Fraction conservée (EPO) / Tampon A Fraction éliminée / Tampon B

Figure IV.5. Principe de fonctionnement de la Spin Cartridge Hu7® Agilent en deux
étapes numérotées 1 et 2.

Il était par conséquent devenu impératif d’évaluer les pertes d’epoetin beta
potentielles sur le support d’affinité de la cartouche Hu7, et lors de cette étape de
concentration. L'analyse de 'EPO reposant sur celle de ses peptides trypsiques, il fallait

aussi évaluer ['efficacité de I'étape de protéolyse.
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1. La protéolyse est elle efficace dans le tampon A ?

La trypsine est la seule enzyme protéolytique que nous ayons testée. Cette enzyme
présente I'avantage de produire des peptides avec des acides aminés basiques (lysines et
arginines) en C-terminal assurant une bonne ionisation du peptide et permettant une bonne
efficacité de fragmentation en mode MS/MS pour confirmer l'identité du peptide. De plus,
'agent de dérivation chimique que nous avons choisi pour introduire le marquage isotopique

a pour cible les lysines.

L’efficacité de la protéolyse étant conditionnée par le pH de I'échantillon, le rapport
quantité de protéines/quantité de trypsine et le temps de réaction, nous avons commencé
par vérifier le bon fonctionnement de la trypsine dans le tampon A d’Agilent dans lequel se
trouve I'échantillon d’epoetin beta en sortie de cartouche Hu7. Dans un second temps nous
avons controlé l'influence de la concentration en trypsine et du temps de réaction sur

I'efficacité de la digestion.

L’intérét de ces expériences est de déterminer les conditions optimales de protéolyse
permettant de s’assurer que la totalité de I'epoetin beta est protéolysée, condition préalable a
une quantification la plus juste possible, et que la trypsine n’est pas autolysée, afin de ne pas
rendre plus complexe [I'échantillon peptidique. Cette étude est effectuée sur deux
échantillons d’epoetin beta préparés dans les mémes conditions ; dans le premier 'EPO est
diluée dans I'eau, dans le second 'EPO est diluée dans le tampon A d’Agilent pur tel qu'il est

utilisé pour la déplétion.

L’annexe chapitre 7/paragraphe I.C.1 fournit des renseignements complémentaires

sur le protocole de préparation des échantillons d’epoetin beta parallelement dans 'eau et

dans le tampon A Agilent.
Apres protéolyse par la trypsine, I'analyse a été effectuée au moyen du spectrométre

de masse MALDI-Q-TOF en mode MS. Un spectre caractéristique des peptides trypsiques
de 'EPO est présenté sur la figure I1V.6.
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Figure IV.6. Spectre MALDI-Q-TOF obtenu aprés analyse en mode MS d’une solution
de peptides trypsiques d’epoetin beta a 144 fmoles/pL dans I’eau (les fleches
indiquent la position des peptides de I’epoetin beta, présentés dans le tableau IV.2).

La confrontation des deux cartes peptidiques obtenues montre des résultats
qualitatifs identiques puisque tous les peptides d’epoetin beta attendus sont retrouvés avec

des intensités similaires voire meilleures en présence de tampon A Agilent (tableau 1V.2).

Tableau IV.2. Cartes peptidiques de I’epoetin beta clivée par la trypsine observées
aprés analyse en MALDI-Q-TOF (mode MS) pour deux solutions de 144 fmoles/jL :
dans I’eau et dans le tampon A Agilent (les espéces soulignées sont les plus

abondantes).
Epoetin beta dans I'eau Epoetin bet:; d?ns le tampon A
gilent
Masse théorique Masses Int?nsne lue sur Masses Intensité lue sur le
5 e spectre 5 spectre
(ExPASY) observées . observées .
(valeur relative (valeur relative
(Da) (Da) o (Da) o
approximative) approximative)
898,4781 898.4749 37 400 898,4751 38 200
912,4244 912,4220 3210 912,4242 3 300
924,4785 924,4761 2920 924,4752 2 860
927,4723 927,4700 3700 927,4756 3 800
1083,5734 1083,5710 51 600 1083,5765 53 000
1127,5990 1127,5936 18 000 1127,5985 16 000
1615,7796 1615,7606 17 900 1615,7663 19 500
2034,0978 2034,0959 9 860 2034,0120 9 000
2526,3384 2526,3374 40 000 2526,3399 42 500
2542,3333 2542,3311 8 630 2542,3365 7 500
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La présence du tampon A Agilent a la concentration préconisée par le fabricant ne

nuit donc pas a la protéolyse trypsique.

2. Influence de la concentration en trypsine et du temps de
protéolyse

Des échantillons d’epoetin beta identigues en solution aqueuse sont soumis
parallelement a une protéolyse trypsique avec un rapport trypsine/epoetin beta
correspondant a 1/5, 1/10, 1/25, 1/50, 1/100 mole/mole. Les cartes peptidiques obtenues par
une analyse MALDI-Q-TOF en mode MS de ces échantillons ont été comparées. La
meilleure efficacité de protéolyse (intensité de chacun des peptides de 'EPO supérieure) est
logiquement atteinte pour la plus grande concentration en trypsine (rapport 1/5). Cependant
la contamination par des peptides provenant de l'autolyse de la trypsine survient dés le
rapport 1/25. C’est pourquoi le rapport enzyme/substrat de 1/50 a été retenu.

De méme le temps de protéolyse optimal a été déterminé. Un compromis entre perte

de temps minimale et bonne efficacité a été choisi : 4 h.

L’annexe chapitre 7/paragraphe I.C.1 fournit des renseignements complémentaires

sur le protocole de préparation des échantillons d’epoetin beta pour les études d’influence de

la concentration en trypsine et du temps de protéolyse.

3. L’epoetin beta est-elle perdue sur la Spin Cartridge
Hu7® ?

De fagon a évaluer le comportement de I'epoetin beta sur la cartouche de déplétion
ainsi que l'effet de I'étape de concentration, une quantité importante d’EPO (9760 fmoles) a
été soumise (1) a la procédure de déplétion sur Spin Cartridge Hu7® suivie de concentration
ou (2) a I'étape de concentration seule ou (3) a aucune de ces deux étapes. Pour ce premier
essai de concentration de I’échantillon recueilli en sortie de cartouche Hu7, nous avons
utilisé le dispositif de concentration préconisé par le fournisseur des cartouches de déplétion
Hu7 (Spin concentrator® Agilent 5000 Da).

Apres protéolyse par la trypsine, I'analyse a été effectuée au moyen du spectromeétre
de masse MALDI-Q-TOF en mode MS. Le tableau IV.3 présente de gauche a droite les
cartes peptidiques de I'epoetin beta soumise a la déplétion Hu7 puis concentration, soumise

a concentration uniquement et enfin non soumise ni a la déplétion Hu7 ni a la concentration
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(échantillon de référence). Seuls les peptides de m/z 898,46 et 924,48 sont retrouvés avec

de trés faibles intensités aprés déplétion et concentration. Nous étions donc confrontés a un

premier probléme majeur.

L’annexe chapitre 7/paragraphe I.A.2 fournit des renseignements complémentaires

sur le protocole de préparation des échantillons d’epoetin beta pour les études d’influence

des étapes de déplétion et de concentration.

Tableau IV.3. Réponses des peptides trypsiques de I’epoetin beta observées en
MALDI-Q-TOF (mode full scan) pour une solution de 9760 fmoles non soumise ou
soumise a déplétion Hu?.

Echantillon soumis a Echantillon soumis a Echantillon de référence
déplétion Hu7 puis concentration non soumis a déplétion
concentration uniquement Hu7 ni a concentration
Intensité Intensité Intensité lue
Masse
L. Masses lue sur le Masses lue surle Masses surle
théorique b X i b X i b . ¢
(ExPASy) observées spectre observées spectre observées spectre
a valeur a valeur a valeur
(Da) (val D | D I
(Da) ; . ;
relative) relative) relative)
898,4781 898,45 461 898,46 454 898,42 3 360
912,4244 912,42 4750
924,4785 924,46 291 924,48 309 924,45 1130
927,4723 927,47 1380
1083,5734 1083,55 4 480
1127.5990 1127,58 8710
1341,6215 1341,62 2 750
1615,7796 1615,78 3740
2034,0978 2034,09 11 800
2526,3384 2526,35 11 600
2542,3333 2542,34 25600
2682,4395 2682,45 37 800
2698,4344 2698,43 12 800

La disparition presque totale des peptides d’epoetin beta, lorsque celle-ci a été
soumise successivement aux eétapes de déplétion et de concentration pourrait indiquer que
I'epoetin beta est perdue sur la cartouche de déplétion. Or le méme résultat est obtenu
lorsque I'EPO subit seulement I'étape de concentration, indiquant que I'étape limitante est au
moins I'étape de concentration. Cependant, ce résultat ne démontre en rien que I'étape de

déplétion ne conduit pas a une perte partielle de I'EPO.

La perte d’epoetin beta peut résulter d’'une adsorption sur la membrane du Spin
concentrator® préconisé par Agilent ou de son passage anormal a travers la membrane
dans le filtrat malgré une porosité de membrane (5 000 Da) largement en dessous de la taille
de 'EPO. Cependant, il ne fallait pas oublier que la cartouche de déplétion doit étre utilisée a
terme avec un échantillon plasmatique humain, plus complexe et plus concentré que la

solution I’EPO dans I'eau.
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La méme expérience a donc été réalisée a partir de plasma surchargé en epoetin
beta, et a donné un résultat encore plus décevant : aucun peptide de 'EPO n’a pu étre
observé sur le spectre rendu complexe par les peptides issus des protéines plasmatiques.

Ainsi, de nouvelles conditions de concentration ont donc di étre explorées.

B. Mise au point de I’étape de concentration précédant la
protéolyse trypsique

Le but de ces expériences était de trouver la meilleure méthode de concentration
pour obtenir un échantillon enrichi en epoetin beta qui soit compatible avec les conditions de
protéolyse en vue de la quantification des peptides.

L’étalon interne n’étant rajouté qu’aprés I'étape de protéolyse, toutes les étapes
antérieures doivent impérativement avoir le meilleur rendement possible. A cette fin, nous
avons dans un premier temps évalué plusieurs types de concentrateurs au moyen d’un
échantillon d’epoetin beta pure. Dans un second temps, nous avons testé différents

procédés chromatographiques pour dessaler puis concentrer notre échantillon.

1. Concentrateurs a membrane

Les dispositifs de concentration ont été testés en respectant les indications données
par les fabricants, avec des solutions d’epoetin beta a 9 760 fmoles/1 000 pL de tampon A
d’Agilent.

Les systémes de concentrateur a membrane maintiennent une concentration élevée
en sels dans I'échantillon, qui ne permet pas une analyse directe de la protéine entiére en
MALDI. C’est pourquoi nous avons utilisé les abondances relatives des peptides trypsiques
de 'EPO, (analyse au moyen du spectrométre MALDI-Q-TOF en mode MS) pour évaluer de
maniére approximative le taux de perte d’epoetin beta en comparant un échantillon de
référence aux échantillons traités sur concentrateur. Le tableau 1V.4 résume briévement les

résultats d’'une longue série d’essais.

L’annexe chapitre 7/paragraphe [.B.1 fournit des renseignements complémentaires

sur les protocoles de concentration des échantillons d’epoetin beta par les différents types

de concentrateurs.
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Tableau IV.4 : Résultats des essais de concentration d’une solution aqueuse d’epoetin
beta menés sur différents concentrateurs a membrane.

Désignation Fabricant Seuil de Capacite Résultat / EPO
coupure (1)

Spin concentrator® Agilent 5000 Da 1000 Perte > 90%
Vivaspin® Vivascience 5000 Da 500 Perte totale
Vivaspin® Vivascience 3 000 Da 500 Perte ~ 90%
Microcon® Millipore 10 000 Da 500 Perte ~ 90%

Pas de passage
Microcon® Millipore 3000 Da 500 dans le filtrat,
mais perte ~
90%

Deux hypothéses pouvaient étre avancées pour expliquer la perte de la protéine : son
passage a travers la membrane de concentration (malgré une porosité de membrane trés

inférieure a la taille de la protéine) ou son adsorption sur cette méme membrane.

L’analyse des filtrats a permis de confirmer qu’une partie de 'EPO traverse la
membrane du concentrateur. En revanche la quantité d’EPO retrouvée dans les filtrats ne
permettait pas d’expliquer la totalité de la perte de cette protéine. La preuve en est que
I'abaissement du seuil de coupure de 5 000 a 3 000 Da n’a pas apporté d’amélioration

notable. La majeure partie de 'EPO était donc adsorbée sur la membrane de concentration.

Dans le but de limiter cette adsorption, une étape préalable de passivation de la
membrane par une solution aqueuse a 1 % d’albumine de sérum bovin (BSA) a été ajoutée
au protocole. Ces conditions se rapprochaient du contexte réel dans lequel I'EPO
plasmatique pouvait étre traitée sur un concentrateur. Cependant, malgré cette passivation,

la perte I’EPO est restée de I'ordre de 50 % (résultats non présentés).
Les dispositifs de concentration sur membrane étaient donc a proscrire dans le cas

particulier de I'epoetin beta. En conséquence, nous avons testé une solution faisant appel a

la chromatographie a polarité de phase inversée.

2. Microchromatographie C4 sur ZipTip™

Nous avons d’abord tenté d'utiliser un dispositif ZipTip™ (Millipore), avec un support
chromatographique greffé en C4. Le ZipTip™ C4 est un coéne de 10 pL pour pipette

contenant a son extrémité 0,6 yL de phase stationnaire de chromatographie a polarité de
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phase inversée. Les avantages de cette solution résident dans une rapidité et une simplicité

de mise en ceuvre, sans recours a un systéme chromatographique.

Pour I'adapter au dessalage et a la concentration d’un échantillon de 1 000 pL, le
ZipTip™ C4 a été monté a I'extrémité d’'un embout de pipette de 1 000 pL. La composition du
tampon A d’Agilent lui confére une force éluante nulle envers une protéine sur le support C4
du ZipTip™, qui posséde par ailleurs une capacité théoriquement suffisante pour retenir la
quantité de protéines restant dans I'échantillon aprés déplétion du plasma. Nous avons donc

décidé de tester ce type de dessalage et concentration malgré le grand volume d’échantillon.

L’analyse de 'EPO entiere en mode MALDI-TOF a rapidement montré la limite de
cette approche. La figure IV.7 montre le spectre de masse de I'epoetin beta obtenu avec un
dépdét d’'un peu moins de 5 picomoles de protéine pure. Le pic large de masse moyenne
29 600 Da correspond a I'espéce monochargée de I'epoetin beta et présente une intensité
relative moyenne de 700 sur plusieurs dépots analysés. Aprés passage sur ZipTip™, la
méme quantité d’échantillon mais dans un volume de 1 000 uL du tampon A d’Agilent donne

un pic d’'EPO d’intensité inférieure a 100 (figure 1V.8).

L’annexe chapitre _7/paragraphes [.B.2 et [LE.1 fournit des renseignements

complémentaires sur les protocoles de concentration des échantillons d’epoetin beta par
microchromatographie ZipTip® C4 et sur le principe de l'analyse en protéine entiere par
MALDI-TOF en mode réflectron.
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Figure IV.7. Spectre MALDI-TOF obtenu aprés analyse en mode linéaire d’un dépét de
4 880 fmoles d’epoetin beta pure (matrice : acide sinapinique)
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Figure IV.8. Spectre MALDI-TOF obtenu aprés analyse en mode linéaire d’une solution
de 4 880 fmoles d’epoetin beta/1 000 pL de tampon A dessalée sur ZipTip'™ C4
(matrice : acide sinapinique).

Le grand volume d’échantillon chargé sur le ZipTip™ pouvant étre & l'origine de cette
perte, nous avons traité avec le ZipTip™ C4 des échantillons d’EPO de différents volumes :
20, 100, 200 et 1 000 pL dans le tampon A d’Agilent. L’analyse MALDI-TOF de la protéine
entiére (spectres non présentés) montre qu'il n’y a pratiquement pas de perte dEPO en
passant de 20 a 100 pL, mais que cette perte devient trés importante lorsque le volume de
I'échantillon dépasse cette valeur. La dénaturation préalable de I'échantillon protéique
(concentration finale avant passage sur ZipTip'™ d’urée 2 M ou 4 M, ou de guanidine 2 M)

n'apporte pas d’amélioration importante.

L’analyse de la carte peptidique obtenue aprés protéolyse catalysée par la trypsine
confrme ce résultat. Nous avons donc décidé d'utiliser une véritable colonne de
chromatographie afin de pouvoir traiter de plus gros volumes d’échantillon. Cette solution
garde l'avantage de la rapidité, mais requiert un systéme de chromatographie en phase

liquide.

3. Chromatographie sur colonne C4

Nous avons d’abord choisi une minicolonne de chromatographie C4 Aquapore® (30
mm x 2,1 mm ; support Brownlee C4 Bu-300, particules de 7 um, utilisée a un débit de 200
uL/min) permettant de récupérer I'epoetin beta partiellement purifiée au terme d’une analyse
de 12 min, temps du méme ordre de grandeur que celui consommeé par les concentrateurs
auxquels nous avions renoncé, permettant de conserver I'objectif d’'un protocole ayant la

plus courte durée possible.
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En sortie de colonne, 'TEPO est détectée par mesure de l'absorbance a 280 nm

(Figure 1V.9). Le volume de la fraction [11-12] min (volume collecté : 200 pulL), a été réduit a

50 uL par évaporation sous vide (SpeedVac, Savant). La présence d’EPO dans cette fraction

a été confirmée par analyse MALDI-TOF en mode linéaire.

L’annexe chapitre 7/paragraphe 1.B.3.a fournit des renseignements complémentaires

sur le protocole de concentration des échantillons d’epoetin beta par chromatographie

Aquapore® Brownlee C4 Bu-300.
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Figure IV.9. Chromatogramme UV a 280 nm (colonne C4 Aquapore®, Brownlee) d’une
solution de référence de 48 pmoles d’epoetin beta dans 1 000 L de tampon A (sans
déplétion préalable). La fraction collectée entre 11 et 12 minutes contient ’EPO (pic

entouré)

Ces conditions de chromatographie de 'EPO ayant été établies, il était nécessaire de

vérifier qu’'elles étaient adaptées a I'analyse de I'epoetin beta en solution dans le plasma.

Pour cela un échantillon de plasma surchargé par une quantité connue d’epoetin beta (4,8

pmoles) a été analysé dans les mémes conditions (figure IV.10). La fraction [11-12] min dans

laquelle se trouve I'epoetin beta et une partie des protéines plasmatiques a été collectée.

Les fractions [10-11] min et [12-13] min ont été collectées pour contrdle.
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Figure IV.10. Chromatogramme UV a 280 nm (colonne C4 Aquapore®, Brownlee) d’une
solution plasmatique d’epoetin beta dans 1 000 uL de tampon A (4,8 pmoles d’epoetin
beta dans le plasma) aprés déplétion Hu7.

L’analyse effectuée par spectrométrie de masse MALDI-Q-TOF en mode MS des
peptides obtenus aprés protéolyse a permis de retrouver 'EPO dans la seule fraction [11-12]
min. Comme nous le verrons plus loin, une premiére recherche de sensibilité de détection
avec ce mode d’analyse a conduit a une limite de détection de 400 fmoles d’epoetin
beta/uL de plasma. Cette valeur était trés largement insuffisante, car les concentrations
d’epoetin beta attendues en thérapeutique sont de I'ordre de 1 fmole/uL. Le phénomeéne de
désorption sélective du mode MALDI était vraisemblablement la cause principale de cette
médiocre performance. De plus, la faible longueur de la colonne ne permettait pas de
réaliser une séparation efficace lorsque le volume injecté est trés grand ; cette absence de

séparation se traduit par une trop grande complexité du mélange de peptides a analyser.

Pour tenter d’abaisser la limite de détection, nous avons modifié I'étape de
chromatographie de phase inversée en essayant d’améliorer la séparation entre 'EPO et les
protéines plasmatiques qui n'ont pas été éliminées par I'étape de déplétion. C’est pourquoi
une colonne de plus grand diamétre (4,6 mm), offrant de ce fait une plus grande capacité de
charge, ainsi qu’'une meilleure efficacité de séparation en raison d’une longueur de 150 mm
a été choisie pour purifier I'epoetin beta collectée en sortie de cartouche Hu7. Il s’agit d’'une
colonne de chromatographie Vydac® C4 214TP Reversed Phase a particules de 5 uym

(Grace).
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L’annexe chapitre 7/paragraphe 1.B.4 fournit des renseignements complémentaires

sur le protocole de concentration des échantillons d’epoetin beta par chromatographie
Vydac® C4 241 TP.

Afin de trouver les conditions de gradient permettant la meilleure séparation entre
EPO et protéines plasmatiques, la mise au point des conditions de chromatographie a été
menée d’abord avec un échantillon d’EPO en solution dans le tampon de sortie de colonne
Hu7 (tampon A), puis avec un échantillon plasmatique surchargé en epoetin beta. Une
quantité importante d’epoetin beta (48 pmoles) a été engagée dans ces étapes de mise au

point afin de permettre I'observation d’'un pic net ’EPO par détection a 280 nm.

La figure IV.11 présente a droite le chromatogramme UV a 280 nm obtenu avec
I'EPO en solution dans le tampon A. A gauche est présenté le contrble correspondant réalisé
avec le tampon A seul. Le pic attribué a 'EPO apparait a 11 min sur le chromatogramme de
droite (la vérification a été effectuée par spectrométrie de masse). Le changement de

colonne n‘augmente pas le temps d’analyse par rapport a la colonne de 3 cm.

Epoetin beta Epoetin beta

ABSENTE i PRESENTE
s (tr 11 min)

am  am ™ W @ w0 Wb

Figure IV.11. Chromatogrammes UV a 280 nm (colonne C4 Vydac® 150 x 4,6 mm)
d’une solution de tampon A seul (a gauche) et d’une solution de référence de 48
pmoles d’epoetin beta dans 1 000 uL de tampon A (a droite).

La figure IV.12 a droite présente le chromatogramme obtenu a partir d’'un plasma
surchargé en epoetin beta (48 pmoles) en sortie de cartouche de déplétion Hu7. Le contrdle

obtenu avec du plasma non surchargé en epoetin beta, mais également traité par la
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cartouche de déplétion Hu7 est montré a gauche. L'EPO est retrouvée sur le
chromatogramme de droite au temps de rétention attendu (11 min). Cette étape de
chromatographie C4 de plus grande capacité et plus résolutive permet d’isoler I'epoetin beta
de la majeure partie des protéines plasmatiques ; il reste a en vérifier I'efficacité sur le plan

quantitatif, et in fine sur la limite de détection.

Protéines = Protéines
plasmatiques % plasmatiques

vy

Epoetin beta Epoetin beta
ABSENTE - PRESENTE
(tr 11 min)

......

Figure IV.12. Chromatogrammes UV a 280 nm (colonne C4 Vydac® 150 x 4,6 mm) d’un
plasma non surchargé en epoetin beta aprés déplétion Hu7 (4 gauche) et d’un plasma
surchargé avec 48 pmoles d’epoetin beta aprés déplétion Hu7 (a droite).

4. Traitement de la fraction d’epoetin beta purifiée par
chromatographie Vydac® C4 avant protéolyse

La fraction de la chromatographie Vydac® C4 correspondant a I'epoetin beta (1 mL,
soit une minute de collecte) doit étre concentrée avant de subir I'étape de protéolyse. Nous
avons choisi de mener cette étape par évaporation douce sous vide (SpeedVac, Savant).
L’étape d’évaporation a sec et de reprise de I'échantillon collecté en sortie de colonne
Vydac® C4 a di faire I'objet d’'une mise au point précise. En ayant tout d’abord voulu éviter
d’évaporer a sec par crainte de pertes lors de la remise en solution, nous avons constaté
que si le volume non évaporé est supérieur a 10 uL, la protéolyse trypsique est perturbée et
de nombreux peptides de I'epoetin beta ne sont pas retrouvés. Devant la difficulté technique

a garder de maniére reproductible un faible volume non évaporé, les échantillons ont été
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amenés a sec. |l a donc fallu optimiser les conditions de remise en solution (analyse par

spectrométrie de masse en mode MALDI).

La meilleure solution trouvée consiste en une reprise dans 5 uL d’'une solution
d’ACN/eau 50/50 (v/v) suivie d’'un cycle de vortex 30 sec/centrifugation 30 sec puis addition
de 45 uL d’eau suivi d’'un second cycle vortex 30 sec/centrifugation 30 sec/ultrasons 30 sec.
L’échantillon de 50 uL obtenu aprés mise en oceuvre de notre protocole de
concentration/reprise aprés chromatographie C4 est alors adapté a I'étape de protéolyse qui

suit, ainsi qu’a celle de dérivation chimique des peptides.

C. Etude préliminaire de sensibilité et analyse par MALDI-Q-
TOF des fractions purifiées par minichromatographie C4
Aquapore® Brownlee

Lors de la premiére phase d’étude de faisabilit¢ du projet de quantification de
'epoetin beta par spectrométrie de masse, le choix de l'appareil s’est arrété sur une
technique MALDI-Q-TOF en raison de sa grande précision de mesure, de sa facilité et de sa

rapidité d’utilisation.

1. Etude préliminaire de sensibilité

L’étude de sensibilité de I'appareil a été menée sur une solution aqueuse d’epoetin

beta soumise a clivage trypsique puis diluée en cascade.

Les peptides trypsiques ont été concentrés sur ZipTip™, puis mélangés a volume
égal avec une solution de matrice (acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (Sigma) a 3,6 mg/mL
dans acétonitrile/eau 1/1 avec 0,1 % de TFA). Un étalon externe, le Glu-fibrinopeptide, de
masse monoisotopique 1570,6774 Da, est déposé sur la cible et analysé avant chaque
échantillon. Cet étalon externe est utilisé pour un réétalonnage post-acquisition sur un point

(Lockmass).

Dix peptides appartenant a I'epoetin beta sont détectés a partir d’'une solution mére
a 144 fmoles/uL (spectre IV.6, présenté plus haut et tableau IV.5 ci-dessous). Notons que
I'espéce 1615,77 Da correspond aux deux peptides SLICDSR' et "SLYTGEACR'® de
'epoetin beta reliés par un pont disulfure. En utilisant la correction Lockmass, I'exactitude

des mesures de masse des peptides est de I'ordre de 3 ppm (2,2 ppm pour les masses du
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tableau 1V.5). L'identité de ces peptides a été confirmée par une analyse MS/MS des ions

fragments de ces peptides.

Tableau IV.5 Caractérisation par spectrométrie de masse MALDI-Q-TOF des peptides
trypsiques de ’EPO (les masses soulignées correspondent aux peptides vus sur le
spectre de la figure IV.6 a cette échelle)

Masse théorique . . Positjon dans la

(ExPASy) Masses observées Exactitude sequence
(Da) (Da) (ppm) (numell'otahon dela
protéine mature)

898,4781 8984749 3,5 144-150
912,4244 912,4220 2,6 155-162
924,4785 924,4761 2,6 132-139
927,4723 927 ,4700 2,5 46-52
1083,5734 1083,5710 2,2 46-53
1127.5990 1127,5936 4,8 1-10
1615,7796 1615,7606 1.2 5‘12)0"”:25__’; 62
2034,0978 2034,0959 0,9 111-131
2526,3384 2526,3374 0,4 54-76
2542,3333 2542,3311 0,8 54-76

La solution mére de peptides trypsiques d’EPO est ensuite diluée en cascade dans
I'eau pour établir une gamme de concentrations allant jusqu’a 0,36 fmole d’epoetin beta/pL.
La concentration ultime pour laquelle des peptides de I'epoetin beta sont encore
visibles est de 0,72 fmole/uL (figure 1V.13, espéces de m/z 898,48, 1083,60 et 1615,74).
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Figure IV.13. Spectre MALDI obtenu aprés analyse en mode MS d’une solution de
peptides trysiques d’epoetin beta a 0,72 fmole/uL (MALDI-Q-TOF, Waters)
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Malgré le rapport signal/bruit faible observé dans le cas de I'échantillon a 0,72
fmole/pL, le pic de m/z 1615,74 a pu étre analysé en mode MS/MS (figure 1V.14). Ce peptide
est atypique dans la mesure ou il correspond a deux peptides trypsiques réunis par un pont

disulfure, et peut donc constituer une signature spécifique de I'epoetin beta.
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Figure IV.14. (A) Spectre des ions fragments du précurseur m/z 1615,74 Da obtenu
aprés analyse des peptides trypsiques d’epoetin beta pour un dépoét de 0,72 fmole/uL
(B) zoom sur la zone 60-300 m/z (MALDI-Q-TOF Waters)

Le spectre de la figure 1V.14 montre les ions fragments obtenus pour I'espéce
1615,74 Da qui sont en accord avec les fragments théoriques issus des deux peptides
constituant cette espéce (le module MS-product du moteur de recherche ProteinProspector a

été utilisé pour obtenir la liste des masses théoriques de ces ions fragments).

Le méme type d’analyse des peptides trypsiques au moyen du MALDI-Q-TOF a été
appliqué a la caractérisation de I'epoetin beta aprés chaque étape du protocole utilisé
jusqu’a ce stade, d’abord avec des solutions d’EPO pure, puis a partir de plasma surchargé
en EPO.
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2. Analyse de plasma surchargé en epoetin beta

Afin de déterminer la limite de détection en MALDI-Q-TOF mode MS, des
échantillons plasmatiques surchargés par de I'epoetin beta ont été analysés. L’échantillon
plasmatique le moins surchargé en EPO ayant permis 'observation de peptides appartenant
a l'epoetin beta contenait 4,88 pmoles d’epoetin beta/12 yL de plasma humain soit une
limite de détection de 400 fmoles d’epoetin beta par pL de plasma. Cette premiére limite
de détection de I'epoetin beta plasmatique avait été déterminée sur un échantillon de plasma
surchargé en epoetin beta, déplété puis concentré par minichromatographie Aquapore®
Brownlee C4. Le spectre de masse obtenu en mode full scan pour cet échantillon

plasmatique est présenté figure IV.15.

L’annexe chapitre 7/paragraphes [.B.3.b, [.C.3 et [.E.2 fournissent des

renseignements complémentaires sur le protocole de concentration des échantillons
d’epoetin beta par chromatographie Aquapore® Brownlee C4 Bu-300, de protéolyse et
d’analyse en MALDI-Q-TOF.
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Figure IV.15. Spectre de masse MALDI-Q-TOF mode MS correspondant a la fraction 11-
12 min de la chromatographie C4 Aquapore® Brownlee (présentée en figure IV.10)
d’une solution plasmatique d’epoetin beta (4,8 pmoles d’epoetin beta dans le plasma)
ayant subi la déplétion Hu7.

Sur le spectre de masse figure 1V.15, seules trois espéces sur les dix observées dans

I'échantillon de référence (tableau IV.5) sont retrouvées aprés analyse de I'échantillon

135



d’epoetin beta plasmatique a la limite de détection de la technique (masses entourées, m/z
924,45 1615,76 et 2526,23).

Nous avons vérifié que ces peptides constituent bien une signature authentique de
'epoetin beta, c'est-a-dire qu’aucun de ces peptides n'est présent dans le plasma. Le
spectre de masse obtenu en mode full scan pour un échantillon plasmatique non surchargé
en epoetin beta (spectre non présenté) met en évidence les deux espéces 924,45 et 1615,77
Da. Ces deux peptides ne sont donc pas spécifiques de I'epoetin beta. En revanche le
peptide de masse 2526,33 Da, absent du plasma sans epoetin beta, est spécifique du
meédicament. Il s’agit donc de la seule signature de I'EPO exploitable pour notre objectif de
quantification. La confirmation de la séquence du peptide de m/z 2526,33 a été obtenue par
une analyse MS/MS (séquence et position du peptide de m/z 2526,33:
*MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR'®).

Tableau IV.6. lons fragments identifiés par MALDI-MS/MS pour I'espéce 2526,33 Da

Fragments théoriques Fragments observés pour
(m/z) I'epoetin beta

112,09

171,11 171,12
175,12 175,13
186,09

200,10

227,18 227,18
261,11 261,11
271,19 271,19
285,16

411,19 411,22
458,31 458,32
595,34 595,31

La limite de sensibilité de 400 femtomoles d’epoetin beta/uL de plasma obtenue sur
un échantillon déplété, concentré par minichromatographie Aquapore® Brownlee C4 puis
analysée en MALDI-Q-TOF en mode MS est décevante.

L’écart observé entre la limite de sensibilité obtenue pour I'epoetin beta purifiée
(1 femtomole par microlitre environ) et la limite de sensibilité obtenue pour I'epoetin beta
dans le plasma peut s’expliquer par un phénoméne de désorption/ionisation sélectives
caractéristique du mode MALDI en raison de la complexité du mélange de peptides
analyseés.

Les développements ultérieurs ont donc porté sur la recherche d’'un mode de
dérivation chimique des peptides pour tenter d’améliorer la limite de détection en MALDI puis
sur l'utilisation du mode d’ionisation ESI en couplage avec la chromatographie devant

permettre d’atteindre les objectifs quantitatifs fixés.
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V. Introduction d’'une méthode de quantification universelle par
marquage peptidique

A. Principe et choix du réactif

Nous avons abordé précédemment I'importance que revétait le dosage de protéines
médicaments en thérapeutique. Quels que soient les avantages ou les inconvénients des
méthodes de dosage employées en routine un inconvénient majeur ressort : le fait que la
méthode de dosage utilisée soit propre a la molécule dosée et ne soit donc pas applicable a
toutes les protéines médicaments prescrites actuellement aussi bien qu’a celles qui seront
élaborées a 'avenir. La méthode AQUA™ (Sigma-Aldrich) présentée dans le chapitre Il est
celle qui se rapproche le plus d’'un objectif de méthode universelle de quantification absolue
des protéines. Cependant, cette méthode requiert la production, pour chaque protéine a

doser, d’un peptide synthétique marqué (ou AQUA™ peptide) choisi comme étalon interne.

La stratégie que nous avons élaborée doit permettre d’éviter cet inconvénient dans la
mesure ou elle ne requiert pas I'ajout d’un peptide de synthése. En effet, 'étalonnage interne
est obtenu directement a partir de la protéine médicament soumise a une protéolyse
enzymatique. Les peptides produits sont marqués au moyen d'un réactif spécifique des
lysines, utilisé pour introduire le marquage isotopique. Ainsi, tous les peptides marqués
peuvent servir d’étalon interne. Une telle stratégie devrait offrir un avantage considérable par
rapport a la méthode AQUA™, dans la mesure oul le dosage pourra reposer non plus sur un

seul peptide mais sur plusieurs.

Le réactif de dérivation chimique est préparé sous deux versions, «légére » et
« lourde». Dans la version lourde, 4 deutérons remplacent 4 atomes d’hydrogéne 'H. Aprés
protéolyse, I'’échantillon & doser est marqué par la version légére du réactif. En paralléle, les
peptides de la protéine médicament pure, hydrolysée au moyen de la méme protéase, sont

eux marqués par la version lourde du réactif afin de servir d’étalons internes.

Le réactif de marquage choisi est le 2-méthoxy-4,5-dihydro-imidazole (figure IV.16).
Ce réactif est spécifique des groupements &-NH, des lysines, et ne modifie pas les
groupements N-terminaux des peptides (Peters et al., 2001). Le réactif a été synthétisé au
laboratoire par Frédéric Godde selon la méthode préconisée par Peters et al., dans une
version légeére (réactif DO, isotope 'H), qui provoque un incrément de masse de 68,03 Da de
chaque lysine modifiée et dans une version lourde (réactif D4, isotope ?H) produisant un

incrément de masse de 72,06 Da par lysine modifiée (figure 1V.16).
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L’étalon interne destiné au dosage quantitatif est préparé parallélement a I'échantillon
biologique : il s’agit d’'une solution d’epoetin beta digérée par la trypsine puis marquée par le
réactif D4. La quantification absolue de I'epoetin beta est réalisée par la mesure des
hauteurs relatives des signaux en spectrométrie de masse de peptides trypsiques sous leurs
formes DO et D4.

H H D b
N\KNH NYNH
o) o)
\CH3 \CH3
Réactif DO Réactif D4
R R H 0
T ﬁ—k | )
N R, _ 2
R o~ + N _NH — R °
_(CH2)4 Y HN/(CH2)4
H,N 5
\CH3
HN \N
R=HouD
R R
R R

Figure IV.16. Dérivation des lysines par le 2-méthoxy-4,5-dihydro-imidazole

Ce réactif a été choisi pour plusieurs raisons :

- la préparation au laboratoire est possible avec des réactifs commerciaux en
peu d’étapes, permettant de disposer d’'une quantité importante de réactifs DO
et D4 pour un co(t modéré

- la sélectivité de la réaction : seules les lysines sont modifiées selon Peters et
al. (Peters et al., 2001)
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- les peptides marqués DO et D4 co-€éluent lorsqu’ils sont analysés en
chromatographie de polarité de phase inversée (colonne C18) ; cet aspect est
important pour la justesse de la quantification.

- lintroduction du groupement imidazole favorise la détection des peptides
porteurs de lysines terminales, particuliérement en mode MALDI (autrement
dit, la suppression spectrale exercée par les peptides ayant un résidu Arg au
C-terminal est amoindrie).

- en mode MS/MS, la présence du groupement modifiant au C-terminal oriente
les fragmentations. On constate ainsi une prédominance de fragments de type
y dans les spectres d’ions fragments. Ceci est un phénoméne majeur en
mode d’ionisation MALDI.

B. Sélectivité de la réaction de dérivation

Le mélange de peptides issus de la digestion trypsique de la myoglobine (Sigma) a
été utilisé pour tester la spécificité de la réaction. L’analyse des peptides a été réalisée par
MALDI-TOF. Comme le montrent les spectres enregistrés avant et aprés dérivation (figure
IV.17 et IV.18), les peptides ne contenant pas de lysine ne sont pas modifiés, et ceux qui
comportent des lysines, y compris plusieurs lysines (jusqu’a 4 dans cet exemple) sont
modifiés sur ces résidus uniquement. Ce dernier point a été vérifié en MS/MS (MALDI-Q-
TOF).
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Figure IV.17. Spectre de masse MALDI des peptides trypsiques de la
myoglobine avant dérivation chimique : deux peptides ayant une arginine au C-
terminal dominent le spectre (m/z 748 et 1606) ; le nombre de lysines au C-terminal
des autres peptides est indiqué en rouge.
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Figure IV.18. Spectre de masse MALDI des peptides trypsiques de la
myoglobine aprés dérivation chimique. Les peptides dérivés (marqués nK* sur le
spectre, n étant le nombre de lysines modifiées) sont mieux détectés que les peptides
ayant une arginine au C-terminal, qui ne sont pas modifiés (m/z 748 et 1606, cf spectre
de la figure IV.17).
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C. Effet d’orientation des fragmentations en mode MS/MS

La modification d’'un peptide trypsique qui comporte une lysine au C-terminal induit
une orientation des fragmentations en mode MS/MS. C’est ce qu’'indiquent les spectres de
masse MALDI du peptide de séquence LVNELTEFAK (appartenant a la BSA) aprés
dérivation par le réactif DO et D4 (figure IV.19). La fragmentation de I'ion pseudo-moléculaire
monochargé (m/z 1235.77) conduit de maniére dominante a des ions de type y. La nature de
ces ions est confirmée par le décalage de 4 uma des principaux ions fragments du spectre

lorsque le réactif D4 a été utilisé.
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Figure IV.19. Spectres MALDI-MS/MS (spectrométre MALDI-Q-TOF) d’un peptide

trypsique de la BSA dérivé par le réactif DO (en haut) et le réactif D4 (en bas). Le

décalage de 4 uma confirme le fait qu’il s’agit en majorité d’ions fragments y qui
permettent aisément de décrypter la séquence du peptide.

Le méme phénoméne se manifeste en mode d’ionisation ESI, mais avec une
prédominance moins forte des ions y. Cette différence peut aisément s’expliquer par le fait
que les peptides trypsiques ionisés en ESI forment des entités doublement chargées, une
charge étant localisée de maniére préférentielle a chaque extrémité du peptide. Les spectres
MS/MS des peptides dérivés sur les lysines présentent en conséquence une petite
proportion d’ions de type b. Cet aspect sera revu plus loin dans le cas des peptides de
'EPO.

Cette simplification des spectres peut représenter un avantage intéressant au

moment du choix des peptides servant de base au dosage de la protéine d’intérét.
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D. Etude de la dérivation chimique des peptides de ’EPO

1. Choix des peptides pouvant servir a doser ’'EPO

L’étude de la modification de I'epoetin beta a été menée sur un échantillon de
référence d’epoetin beta pure en solution dans I'eau. Cet échantillon a subi une protéolyse
par la trypsine dans les conditions standard (rapport enzyme/EPO de 1/50 mole/mole, 4 h),
puis a été soumis a la dérivation chimique avant d’étre analysé en MALDI-Q-TOF en mode
MS.

L’annexe chapitre 7/paragraphe 1.D. fournit des renseignements complémentaires sur

le protocole de marquage isotopique par nos réactifs DO et D4.

Pour cette expérience préliminaire de marquage, I'échantillon est divisé en deux
parties égales avant marquage, I'une étant soumise au marquage par le réactif DO, I'autre

par le réactif D4. Les deux échantillons marqués ont alors été réunis.

Le spectre de masse MALDI-Q-TOF obtenu en mode full scan a partir des peptides
marqués est présenté dans sa globalité en figure IV.20. La figure 1V.21 présente
'agrandissement d’'une zone d’intérét de ce spectre. Sur le spectre, les signaux les plus
abondants correspondent aux versions marquées des peptides a lysine terminale de m/z
927,47 et 1083,59. En particulier, le peptide de masse 927,47 Da (Tableau IV.7) donne
'espéce de m/z 995,50 aprés marquage DO et I'espéce 999,53 aprés marquage D4. Les
espéces non dérivées de m/z 927,47 et 1083,59 Da ne sont pas visibles sur le spectre de
masse (figures IV.20 et IV.21).

Ce résultat confirme le fait que le réactif de dérivation utilisé favorise la

désorption/ionisation (et donc la détection) des peptides a lysine C-terminale.
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Figure 1V.20. Spectre de masse MALDI en mode full scan d’un mélange équimolaire de
peptides trypsiques d’epoetin beta marqués par D0 et D4. Les peptides non marqués
parce qu’ils ne contiennent pas de lysine sont notés NM.
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Figure IV.21. Agrandissement d’une zone du spectre présenté figure 1V.20.

Le tableau IV.7 présente la liste exhaustive de tous les peptides de I'epoetin beta,
marqués ou non, présents sur le spectre de la figure 1V.20. Les peptides de faible intensité
non observables sur le spectre a cette échelle mais réellement présents sont mentionnés
entre parenthéses. C’est le cas des versions marquées des peptides a lysine terminale
736,42 Da, 1052,57 Da et 2359,24 Da. En raison de leur faible abondance, ces trois espéces

ne sont donc pas retenues pour servir de base a la quantification.
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Tableau IV.7. Liste des peptides de I’epoetin beta marqués ou non par D0 ou D4
détectés aprés ionisation MALDI (mode full scan MALDI-Q-TOF)

Séquence du peptide Masse du peptide | Masse du peptide | Masse du peptide
Non marqué Non marqué Marqué par DO marqué par D4
(m/z) (m/z) (m/z)
YLLEAK 736.424 (804.462) (808.486)
SLTTLLR 803.498 - -
VYSNFLR 898.478 - -
TITADTFR 924,478 - -
VNFYAWK 927.472 995.510 999.535
TITADTFRK 1052.573 (1120.611) (1124.636)
VNFYAWKR 1083.573 - -
VYSNFLRGK 1083.594 1151.611 1155.636
APPRLICDSR 1127.599 - -
LFRVYSNFLR 1314.732 - -
EAISPPDAASAAPLR 1465.764 - -
LICDSR/LYTGEACR 1615.779 - -
ALGAQKEAISPPDAASAAPLR 2034.098 - -
GQALLVNSSQPWEPLQLHVDK 2359.240 (2427.278) (2431.303)
MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR 2526.338 - -

Pour rappel, en absence de marquage, les peptides les plus abondants étaient les
suivants : m/z 898,48, 1083,57, 1615,78 et 2526,34. Ces quatre peptides ne possédent pas

de lysine et ne présentent de ce fait aucun intérét pour notre stratégie de dosage.
En conclusion, aprés marquage chimique, ce sont les versions marquées DO et D4

des peptides de m/z 927,47 Da et 1083,59 qui vont nous intéresser pour la quantification

dans la mesure ou ce sont les formes marquées les plus abondantes.

2. Précaution importante pour I’étape de protéolyse

Les premiers résultats de marquage isotopique ont mis en évidence un probléme

majeur : la protéolyse trypsique menée dans les conditions standard pour les premiéres

expériences de marquage (concentration trypsine/EPO 1/50 mole/mole, tampon bicarbonate

d’ammonium 100 mM finale pH8, 37°C, 4 heures) n’est pas totale.

Si la protéolyse n’est pas totale (clivages manqués ou missed-cleavage) cela signifie
gu'une méme séquence d’EPO peut se retrouver portée par plus d’'un peptide (le peptide
trypsique produit par 0 missed-cleavage + les peptides issus d’un ou plusieurs événements
de missed-cleavage). On voit alors le danger de baser le dosage de 'EPO sur I'un de ces
peptides dans la mesure ou il ne représente qu'une partie de la quantité initiale de la
protéine. Il est donc indispensable de travailler dans des conditions de protéolyse totale et/ou

de ne sélectionner comme peptide candidat pour le dosage que des peptides qui ne sont pas
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exposés a ce probléme de missed-cleavage. La fiabilité de la méthode de dosage en
dépend. De méme travailler en conditions de protéolyse totale permet de tendre vers une

meilleure reproductibilité de la méthode.

Le spectre présenté sur les figures 1V.20 et IV.21 (agrandissement) montre trois

espéces résultant de missed-cleavage :

- Les espéces 1151,63 Da (marqué DO) et 1155,65 (marqué D4) correspondent
au peptide 1083,59 Da de I'epoetin beta. Sa séquence '“VYSNFLRGK'?
comporte une arginine interne en position 150, qui est un site de clivage
trypsique manqué. En conditions de protéolyse totale, ce peptide serait absent
au profit du peptide VYSNFLR qui ne réagit pas avec nos agents de
marquage.

- De méme, le peptide de séquence "**TITADTFRK'*® (m/z 1052,57, trés faible
abondance), comporte une arginine interne en position 139. En conditions de
protéolyse totale, ce peptide devient le peptide 924,47 Da de séquence
TITADTFR, qui ne réagit pas avec nos agents de marquage.

- Le peptide de séquence “*VNFYAWKR®* (m/z 1083,57) comporte également
une lysine interne en position 52. En conditions de protéolyse totale, ce
peptide serait absent au profit du peptide 927,47 Da de séquence VNFYAWK
a lysine terminale (position 46-52) que nous avons retenu pour la

quantification.

En tenant compte de ce dernier point, il faut absolument tendre vers des conditions

de protéolyse totale pour espérer une bonne justesse de dosage avec le seul peptide qui

reste exploitable pour la stratégie de dosage (m/z 927.47, via ses versions marquées a m/z
995.50 et 999.53). L'étape de protéolyse a donc été optimisée en ajustant la quantité de

trypsine utilisée.

L’annexe chapitre 7/paragraphe I.C.4 fournit des renseignements complémentaires

sur le protocole de protéolyse trypsique totale.

Le résultat obtenu a ce stade était décevant, dans la mesure ou nous espérions
pouvoir établir le dosage sur plusieurs peptides marqués. Cependant, ce résultat n’engageait
que la technologie MALDI, qui n’était pas envisagée comme méthode finale de dosage en
milieu plasmatique. La recherche de limite de détection par MALDI-Q-TOF en mode MS

apres dérivation chimique a renforcé ce choix de méthodologie d’analyse.
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E. Controle de I'absence des peptides marqués de I’epoetin
beta dans un plasma non surchargé en EPO

De la méme fagcon que pour les peptides d’epoetin beta non marqués, nous avons
cherché a savoir si le peptide retenu pour la quantification (m/z 995.50 marqué DO et 999.53
marqué D4) est absent de la carte peptidique obtenue a partir de la protéolyse du plasma

sans epoetin beta marqué par DO.

Pour cela, deux échantillons de plasma humain (sans surcharge d’epoetin beta) ont
été préparés en suivant la séquence de déplétion, dessalage, purification puis protéolyse.
Les spectres MALDI-Q-TOF (mode MS) des peptides sont présentés sur la figure 1V.22. La
Figure IV.23 présente un agrandissement dans la zone d’intérét autour du peptide de m/z
995.50.
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Figure IV.22. Spectres de masse MALDI-Q-TOF mode MS d’un échantillon de plasma
non surchargé en EPO traité par le réactif DO (en haut) ou contréle non marqué (en
bas)

Les espéces de m/z 995,50 et 999,53 Da sont absentes du plasma lorsqu’il n’est pas
surchargé en epoetin beta, qu’il ait subi ou non la réaction de marquage isotopique par le
réactif DO. Les nombreux autres peptides observés sur les spectres de la figure V.22

proviennent de la protéolyse des différentes protéines plasmatiques. L’espéce 995,50
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Da/999,53 Da est bien spécifique de 'lEPO médicament, et pourra étre utilisée pour la

quantification.

9574661

1 )
980

Figure IV.23. Spectres de masse MALDI-Q-TOF mode MS d’un échantillon de plasma
non surchargé en EPO traité par le réactif DO (en haut) ou contréle non marqué (en

bas) (agrandissement de la zone autour de m/z 995)

F. Confirmation de l'identité des espéces de m/z 995,50 et

999,53 en MS/MS

Dans la figure 1V.24, le spectre du haut montre les ions obtenus par fragmentation du

précurseur m/z 995,50, et celui du bas pour m/z 999,53 dans le cas d’'un échantillon

d’epoetin beta pure. Les fragments caractéristiques de ces deux especes sont listés dans le

tableau IV.8 (deux colonnes de gauche).

Tout comme nous l'avions constaté lors des études de protéines modéles, le réactif

ancré sur la lysine terminale oriente la fragmentation vers la production d’ions de séquence

de la série y. Ceci ne laisse subsister aucune ambiguité quant a la nature de I'ion précurseur.
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Tableau IV.8. Tableau récapitulatif des fragments obtenus en MS/MS pour les
précurseurs de m/z 995,50 et 999,53 (spectrométre MALDI-Q-TOF) dans le cas de
I’epoetin beta pure en solution aqueuse et dans le cas d’un plasma surchargé en EPO.

Epoetin beta de référence (aqueuse) Epoetin beta plasmatique
peptide VNFYAWK peptide VNFYAWK
(m/z) (m/z)
Fragments du 995 Fragments du 999 Fragments du 995
215,15 (y1) 219,19 215,15
401,23 (y2) 405,27 401,23
472,28 (y3) 476,30 472,29
635,36 (y4) 639,41 635,35
782,44 (y5) 786,45 782,42
879,44 (y6-NH,3) 883,50
978,57 (MH-NH3) 982,57
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Figure IV.24. Spectres MS/MS montrant les ions fragments obtenus pour les
précurseurs de m/z 995,50 (en haut) et 999,53 (en bas) avec le spectrométre
MALDI-Q-TOF (mode MS/MS).

Le spectre MS/MS des ions fragments issus du précurseur de m/z 995,50 isolé a

partir d’'un échantillon de plasma surchargé en epoetin beta est présenté sur la figure IV.25.

Les fragments caractéristiques du peptide 995,50 Da sont bien retrouvés (tableau V.8

colonne de droite).
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Figure IV.25. Spectres MS/MS montrant les ions fragments obtenus pour le précurseur
de m/z 995,50 pour un échantillon de plasma surchargé en d’epoetin beta
(spectrométre MALDI-Q-TOF en mode MS/MS)

G. Limite de détection en MALDI-Q-TOF (mode MS) aprés
marquage chimique

La recherche de limite de détection est effectuée tout d’abord avec de I'epoetin beta
pure, en utilisant le peptide de m/z 995.50 (VNFYAWK marqué DO). La figure V.26 montre
les trois spectres de masse obtenus lors de I'analyse en MALDI-Q-TOF (en mode MS)
d’échantillons de peptides d’epoetin beta marqués aux concentrations de 7,2 fmoles/uL, 3,6

fmoles/uL et 1,8 fmoles/jL.
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Figure IV.26. Recherche de la limite de détection du peptide marqué 995.50 Da, en
mode MALDI-Q-TOF (peptide d’intérét signalé par une fléche)

La limite de détection pour le peptide de m/z 995,50 est donc d’environ 2 fmoles/uL
d’epoetin beta, évaluée pour de 'EPO pure avec le spectrométre MALDI-Q-TOF fonctionnant
en mode full scan. Des essais d’élution fractionnée des peptides marqués au moyen d’un
ZipTip™ C18 (Belghazi et al., 2001) pour diminuer la complexité de la fraction contenant le
peptide de m/z 995,50 n’ont pas permis d’abaisser la limite de détection. Cette derniere est
peu différente de la valeur obtenue en I'absence de dérivation des peptides trypsiques de

'EPO, évaluée a environ 1 fmole/pL.

Lors de I'analyse d’'un échantillon de plasma surchargé par de I'epoetin beta a raison
de 1 800 fmoles/12 uL, nous avons obtenu le résultat présenté sur la figure IV.27 (en haut).
Le spectre du bas sur cette méme figure correspond a un plasma non surchargé par de
I'epoetin beta. Une quantité égale de 1 800 fmoles d’étalon interne a été ajoutée a chacun
des échantillons. Cette expérience a permis d’évaluer une nouvelle limite de détection a
environ 150 fmoles d’epoetin beta/uL de plasma en utilisant le spectrométre MALDI-Q-
TOF (concentration de I'échantillon plasmatique déplété par chromatographie Vydac® C4 et
marquage peptidique). Ceci était bien sdr trés insuffisant, compte tenu de I'objectif affiché au

départ de ce travail.
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Figure IV.27. Spectres MALDI-Q-TOF mode MS montrant les espéces de m/z 995,50 et
999,53 pour un échantillon d’epoetin beta de 1 800 fmoles/12 L de plasma (en haut).
Un échantillon de plasma sans epoetin beta préparé et analysé dans les mémes
conditions est présenté en bas.

VI. Contréles du protocole

Disposant d’'un peptide candidat pour la mise en place de notre stratégie de
quantification de I'epoetin beta, il était indispensable de vérifier que notre protocole ne
conduisait pas a une perte d’EPO. Ce risque concerne en particulier I'étape de déplétion et

la chromatographie a polarité de phase inversée sur support C4 (colonne Vydac® C4).

A. Contréle de sélectivité de I'étape de chromatographie sur
support C4

Nous avons vérifié que le temps de rétention de I'epoetin beta rajoutée a un plasma
est identique a celui de I'epoetin beta pure, en recherchant la présence éventuelle d’epoetin

beta dans les fractions de chromatographie qui encadrent la fraction récoltée.

Sur colonne C4 Vydac®, I'epoetin beta élue dans la zone [10,5-11,5] min. Nous
avons contrélé I'absence d’EPO dans la fraction antérieure [9,5-10,5] min et postérieure
[11,5-12,5] min au pic d’'EPO. A cette fin, nous avons ajouté (aprés protéolyse) une solution

de peptides d’epoetin beta marqués par le réactif D4 aux fractions a tester, afin de servir
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d’étalon interne et de tenir compte d’éventuels phénoménes de désorption/ionisation
sélectives. Les figures IV.28 et 1V.29 indiquent I'absence de l'ion m/z 995,50 spécifique de
I'epoetin beta dans ces deux fractions, alors que I'étalon interne est observé a m/z 999.54.
L’'EPO en milieu plasmatique est donc bien retrouvée uniquement au temps de
rétention déterminé pour la protéine pure, et seule la fraction [10,5-11,5] min sera considérée

par la suite pour le dosage.

I AL_-'.. Ll I\J. i .._.....l L JI.J..“Lﬂ,J. bt L AL AP

Figure IV.28. Contréle en mode MALDI de 'absence d’EPO dans la fraction [9,5-10,5]
min de la chromatographie C4 (Vydac®) d’une solution d’EPO plasmatique par
I’absence d’ion de m/z 995 (étalon interne marqué D4 a m/z 999)
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Figure IV.29. Contréle en mode MALDI de I’absence d’EPO dans la fraction [11,5-12,5]
min de la chromatographie C4 (Vydac®) d’une solution d’EPO plasmatique par
I’absence d’ion de m/z 995 (étalon interne marqué D4 a m/z 999)
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B. Evaluation des pertes d’epoetin beta au cours des étapes
d’enrichissement

Afin d’évaluer si 'TEPO médicament peut étre perdue lors de I'étape de déplétion des
protéines plasmatiques majoritaires sur cartouche Hu7, deux échantillons de contréle ont été

préparés :

1. epoetin beta non soumise a la déplétion sur Hu7, mais chromatographiée
sur colonne C4. Il s’agit d’'un échantillon de plasma déplété (12 pL), puis
surchargé avec de l'epoetin beta (3,6 pmoles) et ensuite dessalé/purifié par

chromatographie C4 Vydac®.

2. epoetin beta soumise a déplétion Hu7 et chromatographie sur colonne C4.
Il s’agit d’un échantillon de 12 yL de plasma surchargé avec de I'epoetin beta
(3,6 pmoles) puis déplété et ensuite dessalé/purifié par chromatographie C4
Vydac®.

De méme afin d’évaluer la perte ’EPO au cours de I'étape de chromatographie sur

support C4, deux autres échantillons de contrble ont été préparés :

3. epoetin beta soumise a la chromatographie sur colonne C4 seulement. ||
s’agit d’'un échantillon aqueux d’epoetin beta (3,6 pmoles/1000 yL d’eau)

uniquement dessalé/purifié par chromatographie C4 Vydac®.
4. epoetin beta non soumise a chromatographie sur colonne C4. Il s’agit d’'un
échantillon aqueux d’epoetin beta (3,6 pmoles / 50 yL d’eau) qui n’est ni déplété

ni chromatographié sur C4 Vydac®.

Remarque 1: Les échantillons 1 a 3 correspondent a la fraction [10,5-11,5] min

(volume de 1 000 uL) de la chromatographie C4. La fraction est évaporée a sec sous vide
(SpeedVac), reprise, avec 50 uL d’eau, soumise a protéolyse trypsique totale, puis marquée
avec le réactif DO.

L’échantillon 4 est une «référence» qui ne subit aucune des étapes
déplétion/dessalage/évaporation/reprise. Il est directement soumis a la protéolyse trypsique
totale puis marqué avec le réactif DO. L’étalon interne (peptides d’EPO marqués par D4) est
ajouté avant analyse par spectrométrie de masse en quantité égale a la quantité d’epoetin

beta présente théoriquement dans I'échantillon (3,6 pmoles).
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Remarque 2 : Chaque échantillon contenant 3,6 pmoles d’epoetin beta (peptides

marqués D0) ainsi que 3,6 pmoles d’étalon interne marqué D4 a été divisé en deux fractions
égales, 'une pour l'analyse avec le spectrométre MALDI-Q-TOF en mode MS full scan,
l'autre pour l'analyse en couplage nano LC-ESI-MS/MS avec un spectromeétre LTQ

(ThermoFisher; résultats présentés en VIl de ce chapitre 4).

Les valeurs des intensités relatives des pics de m/z 995,50 et 999,53 pour chacune
des 4 analyses effectuées avec le spectrométre MALDI-Q-TOF sont reportées dans le
tableau 1V.9. Le pourcentage approximatif de perte d’epoetin beta survenant dans chaque

cas en est déduit.

Tableau IV.9. Intensités des espéces de m/z 995,50 et 999,53 pour chacun des
échantillons 1 a 4 et perte d’EPO déduite

Intensité de I'espéece Intensité de I'espéce d':eg;sazg;o;;smggv;a
995,50 Da 999,53 Da p (%) ’
Echantillon 1 9 060 15 100 33
Echantillon 2 17 160 28 600 33
Echantillon 3 10 750 21 500 44
Echantillon 4 34 200 38 000 0

Pour I'échantillon de référence (4) la différence d’intensité entre les pics 995,50 et
999,63 Da ne peut pas étre attribuée a une perte puisque cet échantillon ne subit aucune
étape de déplétion ou chromatographie. Cet écart a été reporté pour évaluer les pertes
approximatives subies par les échantillons 1 a 3. Compte tenu des trés faibles volumes
manipulés, de l'ordre du microlitre, la différence constatée pour I'échantillon 4 est
vraisemblablement imputable a une erreur de pipetage. |l faudra donc impérativement veiller

a utiliser des pipettes parfaitement étalonnées, et des solutions étalon de plus grand volume.

Malgré ce probléme, nous pouvons observer que :

- la perte d’epoetin beta est la méme et voisine de 33 % pour un échantillon
plasmatique dont I'epoetin n'a pas subi la déplétion sur la cartouche Hu7
(échantillon 1) et un échantillon plasmatique déplété sur la cartouche Hu7
(échantillon 2). En conséquence, I'étape de déplétion ne produit pas de

perte notable d’epoetin beta.
- la perte d’epoetin beta observée pour les échantillons 1 (plasma surchargé

en EPO, perte de 33 %), et 3 (EPO en solution aqueuse, perte de 44 %),

qui nont subi que la chromatographie C4 montre que cette perte est due

154



essentiellement aux étapes de chromatographie et évaporation/remise en
solution avant protéolyse. L’écart de 33 a 44 % peut s’expliquer par un
phénoméne de passivation des matériaux (support de chromatographie et
parois des tubes Eppendorf notamment) exercé par les protéines

plasmatiques.

- la perte d'epoetin beta observée pour I'échantillon 3 aqueux étant
supérieure a la perte observée pour les échantillons plasmatiques, il parait

peu probable que I'epoetin beta se fixe aux protéines plasmatiques.

C. Tentatives de limitation des pertes d’epoetin beta liées a la
concentration avant protéolyse

Ayant suspecté qu'une perte importante d’epoetin beta est liée au processus
d’évaporation a sec suivant la chromatographie sur colonne C4, quatre conditions de reprise
ont été testées sur un échantillon de 3,6 pmoles d’epoetin beta mis en solution dans 500 uL
de solvant (mélange des éluants A et B utilisé pour la chromatographie (A/B 50/50 v/v)), puis

évaporé a sec sous vide.
Les cing spectres présentés sur la figure 1V.30 permettent de comparer :

- Spectre1 : échantillon évaporé repris avec 10 uyL d’ACN/eau 50/50 v/v + 40 L
d’eau

- Spectre 2 : échantillon évaporé repris avec 5 yL d’ACN/eau 50/50 v/v + 45 L
d’eau

- Spectre 3 : échantillon évaporé repris avec 1 yL d’ACN/eau 50/50 v/v + 49 uL
d’eau

- Spectre 4 : échantillon évaporé repris avec 50 yL d’eau

- Spectre 5 : échantillon de référence non évaporé
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Figure 1V.30. Spectres MALDI en mode MS full scan montrant les espéces 995,50 et
999,53 Da obtenues avec 4 conditions de reprise d’un échantillon d’epoetin beta de
3,6 pmoles/500 UL évaporé a sec (spectres 1 a 4) et le spectre d’une solution aqueuse
de référence non évaporée (spectre 5).

Cette expérience apporte bien la confirmation que la perte d’epoetin beta (figure

IV.30 spectres 1 a 4) par rapport a un échantillon de référence non évaporé (spectre 5) est

simplement liée au processus d’évaporation qui suit la chromatographie sur colonne C4

Vydac®.

La meilleure condition de reprise de I'échantillon indiquée par la mesure du rapport
des intensités m/z 995,50/999,52 est obtenue avec 5 yL d’'un mélange ACN/eau 50/50 v/v

puis un ajout de 45 uL d’eau, en y associant 2 cycles rapides de [vortex + ultrasons +

centrifugation].

Nous n’avons pas trouvé pour l'instant de reméde efficace a cette perte d’epoetin

beta. Nous devrons donc prendre en compte un facteur correctif pour la part d’epoetin beta

perdue lors du traitement d’'un échantillon plasmatique, mais nous reviendrons sur ce point

ultérieurement.
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VIl. Quantification de I’epoetin beta par nano LC-ESI-MS/MS
au moyen d’un piege ionique linéaire

L’analyse quantitative de I'epoetin beta au moyen d’'un spectrométre de masse
MALDI-Q-TOF avait pour objectif majeur de faciliter la mise au point des différentes étapes
de la stratégie d’analyse. Pour espérer atteindre une limite de quantification adéquate, il
nous fallait améliorer la limite de détection de I'epoetin beta dans le plasma d'un facteur
1 000 environ. Il nous a semblé qu’une telle performance ne pouvait étre atteinte qu’en
faisant appel a une méthodologie de dosage par MRM, en utilisant un mode d’ionisation
électrospray couplé a une séparation par nanochromatographie parmi ceux qui étaient a
notre disposition. L'instrument qui se rapprochait le plus de cette configuration était un
spectrométre de type piége ionique linéaire couplé a la nanochromatographie (spectromeétre
LTQ XL™ (ThermoFisher) de la plateforme protéomique de Génomique Fonctionnelle de

Bordeaux).

Une phase de mise au point sur cet instrument nous a permis de rechercher des ions
précurseurs intéressants pour le dosage, en nous attendant a trouver en mode ESI des ions

différents de ceux utilisés jusqu’ici en mode MALDI.

A cette fin, nous avions séparé en deux parties égales des échantillons de plasma
surchargés en epoetin beta, soumis a déplétion sur cartouche Hu7, purifiés sur colonne
Vydac® C4, puis clivés par la trypsine dans des conditions de protéolyse totale. Les résultats
obtenus avec le MALDI-Q-TOF pouvaient donc étre directement comparés a ceux obtenus
en nano-LC-ESI.

L’annexe chapitre 7/paragraphe |.E.3 fournit des renseignements complémentaires

sur le protocole d’analyse en nano LC-ESI-Piege ionique linéaire.

A. Limite de détection avec le piége ionique linéaire pour une
solution aqueuse d’epoetin beta

Une gamme de cing concentrations du mélange de peptides trypsiques de I'epoetin
beta en solution aqueuse est préparée par dilution en cascade d’'une solution mére d’epoetin

beta préalablement protéolysée par la trypsine.

Les différentes concentrations testées sont :
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— (5) 70 fmoles/uL
— (4) 23 fmoles/uL
— (3) 8 fmoles/uL

- (2) 2,5 fmoles/puL
— (1) 0,8 fmoles/uL

Trois peptides de I'epoetin beta a lysine terminale, marqués par le réactif DO, sont
retrouvés aux valeurs de m/z 655,38, 804,46 et 995,50. Ces peptides marqués
correspondent respectivement aux séquences ' 'ALGAQK'®, PYLLEAK® et “*VNFYAWK™
de I'epoetin beta. La figure V.31 montre leur position sur la séquence peptidique de I'epoetin

beta.

10 20 30 40 50 60
APPRLICDSR VLERNEMBEBK EAENITTGCA EHCSLNENIT VPDTKUNENEEMKRMEVGQQA

70 80 90 100 110 120
VEVWQGLALL SEAVLRGQAL LVNSSQPWEP LQLHVDKAVS GLRSLTTLLR HEGEEKEAIS

130 140 150 160
PPDAASAAPL RTITADTFRK LFRVYSNFLR GKLKLYTGEA CRTGDR

Figure IV.31. Position sur la séquence peptidique de I’epoetin beta des trois peptides a
lysine terminale marqués par notre réactif et vus en nano LC-ESI-LTQ

De maniére quelque peu surprenante, nous avons constaté qu’il s’agit de trois ions
monochargés. Les figures IV.32, 1V.33 et IV.34 présentent les chromatogrammes et spectres

de masse obtenus pour ces peptides marqués.

Le peptide de m/z 655,38 de I'epoetin beta marquée est retrouvé du point de gamme
le plus concentré jusqu’au moins concentré (0,8 fmole/uL), pour lequel le rapport signal/bruit
est d’environ 2. Cependant, les rapports signal sur bruit obtenus n’évoluent pas exactement

proportionnellement au facteur 3 de dilution entre chacun des 5 points de la gamme.
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Figure IV.32. Chromatogrammes et spectres de masse pour I'ion m/z 655,38 de

I’epoetin beta marquée par le réactif DO, obtenus pour les échantillons (5) a

présentés de haut en bas (spectrométre LTQ)

(1)

Le peptide de m/z 804,46 est aussi retrouvé du point de gamme le plus concentré

jusqu’au moins concentré (0,8 fmole/uL). Par contre, pour ce peptide,

les rapports

signal/bruit obtenus évoluent bien proportionnellement au facteur 3 de dilution entre chacun

des 5 points de la gamme.
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Figure IV.33. Chromatogrammes et spectres de masse pour I'ion m/z 804,46 de

I'’epoetin beta marquée par le réactif DO, obtenus pour les échantillons (5) a

présentés de haut en bas (spectrométre LTQ)

(1)

Le peptide de m/z 995,50 n’est retrouvé que dans les deux points de gamme a 70 et

23 fmoles/uL. Ce résultat est surprenant, puisque le rapport signal sur bruit observé sur le

point de gamme le plus concentré est beaucoup plus important (S/N 419) que pour les
espéces de m/z 655,38 (S/N 102) et 804,46 (S/N 236). Les spectres des points de gamme 1

a 3 sont ici inexploitables.
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Figure IV.34. Chromatogrammes et spectres de masse pour I'ion m/z 995,50 de
I'epoetin beta marquée par le réactif DO, obtenus pour les échantillons (5) a (1)
présentés de haut en bas (spectrométre LTQ)

Cette approche mettant en ceuvre la nanochromatographie sur colonne de 75 um de
diamétre, couplée a un spectromeétre fonctionnant en mode ESI, nous donne une limite de
détection intéressante pour de I'epoetin beta pure, en solution aqueuse. L’ion m/z 804.46 est
détecté avec un rapport signal/bruit de 4 pour le dernier point de gamme, indiquant une limite
de détection ultime inférieure a 0,8 fmole d’EPO/uL. De plus, trois peptides peuvent servir de

base a la quantification.

En plus des vérifications de spécificité des peptides ainsi détectés, le point majeur a
examiner concernait 'apport de la nanochromatographie a la limite de détection de I'epoetin
beta dans le plasma. En effet, nous avions jusqu’a présent observé avec le mode
d’ionisation MALDI un écart trés important (100 x au moins) de limite de détection entre EPO

pure et EPO dans le plasma.

B. Confirmation de l'identité des espéces d’intérét pour la
quantification

Pour confirmer l'identité des séquences des fragments obtenus pour les trois
peptides de I'epoetin beta comportant des lysines terminales, ces peptides marqués par le
réactif DO et D4 ont été fragmentés en mode MS/MS dans le piege linéaire du LTQ. Le

tableau IV.10 présente les ions de séquence obtenus.
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Tableau IV.10. Fragments obtenus par ’analyse en mode MS/MS des peptides de
I’epoetin beta marqués observés avec la technique LTQ en mode MS.

Peptide """TALGAQK'™® Peptide "YLLEAK® Peptide “®VNFYAWK?>?
Précurseur Précurseur Précurseur Précurseur Précurseur Précurseur
(DO) (D4) (DO) (D4) (DO) (D4)

655.38 Da 659.41 804.46 808.48 995.50 999.53
215.15 (y1) 219.18 225.12 (LE-H.0) 229.15 401.22 (y2) 405.25
326.18 (y2-NH5) 330.21 286.18 (y2) 290.21 472.26 (y3) 476.29
343.20 (y2) 347.23 415.23 (y3) 419.26 635.33 (y4) 639.35
471.26 (y4) 475.29 528.31 (y4) 532.34 782.39 (y5) 786.42
786.45 (MH-H.0) 790.48 896.44 (y6) 900.46

Les séquences de ces peptides sont donc confirmées. Notons que dans les
conditions de source ESI utilisées, les ions précurseurs monochargés donnent presque
uniquement des ions de séquence de type y. Le faible nombre de fragments peut laisser

espérer des conditions favorables d’analyse en mode MRM.

C. Résultats obtenus avec le piége ionique linéaire pour des
échantillons chargés a 300 fmoles/uL d’epoetin beta

Cette analyse de I'échantillon d’epoetin beta plasmatique a 300 fmoles/uL a un

double objectif :

— d’une part confirmer les résultats obtenus avec le MALDI-Q-TOF concernant
les pertes de matériel lors des différentes étapes de I'extraction

— d’autre part vérifier si les trois peptides marqués d’epoetin beta sont utilisables
pour la quantification a un niveau proche de celui de I'epoetin beta pure en

solution aqueuse

1. Analyse d’un échantillon agueux d’epoetin beta soumis a
la chromatographie C4 uniquement

L’analyse réalisée avec le spectrometre MALDI-Q-TOF avait montré une perte d’EPO
d’environ 44 % apres I'étape d’évaporation consécutive a la chromatographie Vydac® C4
d’un échantillon aqueux d’EPO.

Ce résultat est confirmé par I'analyse en mode LC-ESI-MS avec le spectrométre
LTQ. En effet, les rapports d’intensité des pics DO/D4 observés pour les peptides de m/z
655,38, 804,46 et 995,50 sont d'environ 1/2. Le spectre correspondant au peptide
PYLLEAK?® (m/z 804 et 808) est présenté a titre d’exemple (figure IV.35)
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oo 808,48 (D4)

oo 804,46 (D0)

Figure IV.35 Spectre de masse en mode LC-ESI-MS full scan du peptide marqué
SYLLEAK? obtenu a partir d’'un échantillon aqueux d’epoetin beta soumis a la seule
chromatographie C4. Le rapport des pics marqués D0/D4 (804/808) indique une perte

d’EPO de I'ordre de 50 %.

2. Analyse d’un échantillon plasmatique d’epoetin beta

La perte d’epoetin beta est moindre pour un échantillon plasmatique surchargé en
epoetin beta que pour un échantillon d’epoetin beta pure en solution aqueuse. Cette
différence peut étre mise au compte d’une passivation des matériaux réalisée par
lintermédiaire des protéines plasmatiques. Les résultats obtenus en mode LC-ESI-MS avec
le LTQ confirment ce que nous avions mis en évidence au préalable avec le spectrométre
MALDI-Q-TOF.

Nous avions aussi montré que I'epoetin beta n’était pas retenue par la cartouche de
déplétion Hu7. Ce résultat a aussi été confirmé par I'analyse en mode LC-ESI-MS avec le
LTQ, en prenant comme base les rapports dintensité des pics D0/D4 des peptides
"ALGAQK"®, PYLLEAK®, “VNFYAWK®.

3. Analyse d’un échantillon plasmatique sans addition
d’epoetin beta

Un échantillon plasmatique contrble sans epoetin beta préparé dans les mémes
conditions (protéolyse trypsique puis marquage DO) sans ajout d’étalon interne est analysé
avec le LTQ. Les 6 espéces d’intérét marquées DO (m/z 655,38, 804,46 et 995,50) et
marquées D4 (m/z 659,41, 808,48, 999,43) sont recherchées. La figure 1V.36 montre les
spectres correspondant aux 3 zones des masses dans lesquelles ces peptides marqués de

I'epoetin beta sont attendus.
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Blanc plasma marqué D0

- absence d’espéce a 655 Da
—>présence d’espéces a 659 Da

Blanc plasma marqué D0

- absence d’espéce a 804 Da
—>absence d’espéce a 808 Da

. Blanc plasma marqué D0

ooz, - absence d’espece a 995 Da
—>absence d’espéce a 999 Da

mmﬂm

Figure IV.36. Spectres de masse en mode MS full scan observés pour un échantillon
de plasma sans epoetin beta. Ces 3 spectres présentent les trois zones de masse ou
les peptides de ’epoetin beta marqués par DO et D4 sont normalement attendus.

Seule une espéce de masse proche de 659 Da est rencontrée dans un blanc sans
EPO. Cette masse correspond a I'étalon interne du peptide d’epoetin beta marqué DO de m/z
655.38. Le peptide d’epoetin beta marqué de m/z 655.38 n’est donc pas un candidat fiable
pour une quantification en mode full scan. Les candidats les plus fiables sont donc les
peptides marqués DO de nm/z 804,46 et 995.50.

Ce résultat est conforme a l'estimation de la concentration endogéne d’EPO a

environ 2,4 attomoles/puL.
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D. Résultats obtenus sur des échantillons plasmatiques

d’epoetin beta a 150 fmol/uL, limite de détection du MALDI-Q-
TOF

L’analyse réalisée avec le spectrométre MALDI-Q-TOF de I'échantillon de plasma
humain surchargé par de I'epoetin beta a raison de 150 fmoles/uL de plasma avait donné un
rapport d’intensités des pics D0/D4 de 65 % environ pour les ions 995.50/999,53. Le méme
échantillon analysé avec le piége ionique linéaire confirme le résultat obtenu en mode
MALDI puisque le ratio observé sur le spectre de la figure IV.37 avec les espéces de m/z
995,50/999,53 est de 62 %. Le résultat est du méme ordre pour les especes de m/z
804,46/808,48.
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Figure IV.37. Spectre de masse en mode MS full scan d’un échantillon plasmatique
surchargé par 150 fmoles/ul d’epoetin beta.

200

Nous avons donc confirmé que l'application de la méthodologie de purification de
I'epoetin beta a partir d’'un échantillon de plasma humain se traduit par une perte de I'ordre
de (35 £ 3) % environ.

L’approche qui associe une séparation des peptides par nanochromatographie a un
piége ionique linéaire permet d’atteindre une limite de détection plus basse que celle du
MALDI-Q-TOF en mode full scan, car I'analyse de I'’échantillon de plasma surchargé par de
'EPO a raison de 150 fmoles/uL a montré que la limite de détection du LTQ n’était pas
encore atteinte a cette concentration. Néanmoins, les expérimentations réalisées avec le
piege ionique linéaire (LTQ) n'ont pas été poursuivies. En effet, le rapport signal sur bruit

obtenu pour cet échantillon indiquait que notre objectif de dosage de 1 fmole d’epoetin
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beta/uL de plasma était encore hors de portée. Nous avons cherché a combler le fossé
restant au moyen d’une instrumentation qui permette de travailler en mode MRM a haute
sensibilité, en nous appuyant sur les informations délivrées par I'étude réalisée avec le piége

ionique.

VIIl. Analyse quantitative de I'’epoetin beta par nano LC-ESI-Q-
TRAP

Les limites de détection de I'epoetin beta dans le plasma obtenues avec les deux
techniques de spectrométrie de masse utilisées précédemment étaient encore loin de
l'objectif a atteindre. C’est pourquoi nous nous sommes orientés vers un troisiéme
instrument de spectrométrie de masse fonctionnant sur le principe d'un triple quadripdle,
permettant de réaliser des analyses en mode Multiple Reaction Monitoring (MRM), pour
effectuer I'analyse a haute sensibilité de multiples transitions entre ions précurseurs et ions
fragments en mode MS/MS. En effet, le principe de la sélection, opérée par le premier
quadriplle, d’'un ensemble retreint d’'ions précurseurs doit permettre d’atteindre en mode
MRM une meilleure sensibilité qu’un analyseur hybride de type Q-TOF ou un analyseur de
type pieége ionique, et plus particulierement lorsqu’il s’agit de dosage dans un milieu

protéique complexe tel que le plasma humain.

Ne disposant pas d’un tel instrument associé a une chaine de nanochromatographie
sur le site de Bordeaux, nous avons sollicité une évaluation pour le dosage de I'epoetin beta
de linstrumentation 4000 Q-TRAP™ auprés de la société Applied Biosystems-MDS Sciex.
Les expériences ont été réalisées par Matthias Glickmann et Christof Lenz sur le site de la

société situé a Darmstadt.

L’annexe chapitre 7/paragraphe I.E.4 fournit des renseignements complémentaires

sur les conditions d’analyse en nano LC-ESI-Piége ionique linéaire (Q-TRAP)

Une étude préliminaire de sensibilité du nano LC-ESI-Q-TRAP a été conduite sur une
solution aqueuse d’epoetin beta soumise a protéolyse totale et marquée par le réactif DO,
puis diluée en cascade dans I'eau jusqu’a atteindre la limite de détection de I'appareil. Par
ailleurs, des échantillons plasmatiques contenant des quantités décroissantes d’epoetin beta
ont été préparés et marqués selon notre stratégie. L’étalon interne marqué D4 est ajouté
avant l'analyse en quantité égale a la quantité théorique d’epoetin beta marquée DO

présente dans I'échantillon plasmatique.
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A. Limite de détection du spectrométre Q-TRAP pour une
solution aqueuse d’epoetin beta

Une gamme de six concentrations est préparée par dilution en cascade d'une

solution meére d’epoetin beta aqueuse trypsique marquée par le réactif DO.

Les différentes quantités injectées dans le systéme chromatographique sont :

(E1) 0,1 fmole (soit 100 amoles)
(E2) 0,2 fmole (soit 200 amoles)
(E3) 0,5 fmole (soit 500 amoles)
(E4) 1 fmole

(E5) 2 fmoles

(E6) 20 fmoles

Les géométries des sources nanospray des deux instruments, LTQ et Q-TRAP, sont

sensiblement différentes. Il n’est donc pas trop surprenant de retrouver dans ces échantillons

avec le Q-TRAP deux peptides de I'epoetin beta marqués par le réactif DO sous forme d’ions

doublement chargés (au lieu d’ions monochargés pour le LTQ). Il s’agit des peptides :
PYLLEAK® de m/z 402,8068 (forme monochargée m/z 804,4618)
VNFYAWK®™ de m/z 498,3060 (forme monochargée m/z 995,5097)
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Figure IV.38. Chromatogramme de masse de I ion m/z 402,8 (ion doublement chargé
du peptide "*YLLEAK?’) obtenu pour une quantité de 100 attomoles d’epoetin beta
injectées sur la colonne. Spectre brut en haut, spectre lissé en bas.
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Ces deux peptides de I'epoetin beta marqués par le réactif DO sont détectés sans
difficulté pour une quantité injectée sur la colonne de 100 attomoles comme le montre la
figure 1V.38.

L’analyse MS/MS confirme [l'appartenance a l'epoetin beta des 2 espéces
doublement chargées observées. Le spectre des ions fragments de I'ion doublement chargé
du peptide "*YLLEAK® montre que plusieurs transitions observées a partir de ce précurseur
restent utilisables pour une analyse MRM dans le cas de la plus faible concentration injectée
sur colonne, soit ici 100 attomoles (figure 1V.39). Notons au passage que le spectre d’ions
fragments est constitué des seuls ions y, a lI'exception de lion b2 (m/z 277) L’effet
d’'orientation des fragmentations en faveur des ions y introduit par la dérivation chimique

reste donc trés net méme dans le cas d’un précurseur doublement chargé.
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Figure IV.39. Spectres des ions fragments issus du précurseur m/z 402,8 (peptide
PYLLEAK?) pour trois quantités différentes du mélange de peptides trypsiques de
’EPO injectées sur nanocolonne C18 (spectromeétre 4000 Q-TRAP™)

D’autre part, pour cette méme quantité de 100 attomoles d’epoetin beta, 'analyse en
mode MRM réalisée a partir du précurseur m/z 402,8 montre un rapport signal/bruit de 27
environ (aprés lissage, figure IV.38). La limite de détection pour I'epoetin beta via ses

peptides marqués, extrapolée au rapport S/N = 3, serait donc d’environ 9 attomoles injectées
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sur la colonne. L’objectif fixé pour la limite de détection était donc atteint dans le cas de

I'epoetin beta pure.

La détermination de la limite de détection était notre objectif majeur lors de cette
premiére série d’expériences. Malgré un faible nombre de points de mesure et un
espacement peu adéquat de ces derniers, la réponse est linéaire en mode MRM (figure
IV.40 ; coefficient de corrélation de 0,98) pour des quantités de peptides marqués injectés
sur la colonne allant de 0,1 a 20 fmoles. Nous pouvions donc passer a la deuxieme étape,

celle de I'analyse quantitative d’un plasma surchargé en epoetin beta.
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Figure IV.40. Corrélation entre les quantités d’epoetin beta injectées sur la colonne
(allant de 0,1 a 20 fmoles) et I’aire du pic de I'espéce de m/z 402,8068 (coefficient de
corrélation 0,98).

B. Résultats obtenus en mode MRM avec le spectrométre Q-
TRAP pour des échantillons plasmatiques d’epoetin beta

Sept échantillons de plasma surchargés par des quantités croissantes d’epoetin beta
ont été traités par déplétion des protéines majoritaires sur cartouche Hu7, clivage
protéolytique total, puis marquage des peptides en vue de I'analyse par spectrométrie de
masse :

- (P1) Plasma contrble sans epoetin beta (12 uL)
- (P2) Plasma contenant 0,6 fmole d’epoetin beta/12 pL

- (P3) Plasma contenant 3,0 fmoles d’epoetin beta/12 uL
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P4) Plasma contenant 6,1 fmoles d’epoetin beta/12 yL

P5) Plasma contenant 61 fmoles d’epoetin beta/12 pL

(
(
(P6) Plasma contenant 305 fmoles d’epoetin beta/12 yL
(

- (P7) Plasma contenant 610 fmoles d’epoetin beta/12 uL

A la fin du processus de préparation, I'étalon interne est ajouté. Il s’agit d’epoetin beta
sous forme de peptides trypsiques marqués par le réactif D4, ajoutée en quantité équivalente
a la quantité d’epoetin beta marquée par le réactif DO contenue dans ['échantillon

plasmatique a analyser.

Compte tenu du mode de préparation de I'échantillon les quantités de peptides de
I'epoetin beta injectées sur la nano-colonne de chromatographie sont les suivantes:

P1) Plasma contréle : 0 fmole EPO

2) Plasma contenant 0,1 fmole EPO
3) Plasma contenant 0,5 fmol EPO

(

(P

(P

- (P4) Plasma contenant 1 fmole EPO
(
(
(

P5) Plasma contenant 10,2 fmoles EPO

P6) Plasma contenant 51 fmoles EPO
P7) Plasma contenant 102 fmoles EPO

Les deux peptides de I'epoetin beta marqués par le réactif DO détectés lors de I'étude
de sensibilit¢ ("°YLLEAK® et “°VNFYAWK®?) sont retrouvés dans tous les échantillons
plasmatiques contenant de I'epoetin beta. Les ions doublement chargés qui correspondent a
ces peptides ne sont pas trouvés dans le plasma contréle. Ceci est normal, puisque la
quantité d’EPO théoriquement attendue est de 2,4 attomoles/uL, valeur qui est trés inférieure
a la limite de détection déterminée lors des tests de sensibilité effectués avec de I'epoetin
pure.

Deux chromatogrammes de masse obtenus lors de I'analyse de I'échantillon le moins
concentré (P2, correspondant a 100 attomoles d’epoetin beta injectées sur la colonne) sont
présentés sur la figure 1V.41. Le peptide YLLEAK® marqué par le réactif Iéger DO est
détecté dans un échantillon plasmatique aprés une seule MRM avec un rapport signal/bruit
(S/N) de 21. Le rapport S/N est encore meilleur lorsque trois transitions sont cumulées a

partir de I'ion précurseur de m/z 402,80, atteignant un rapport S/N de 89.
L’apport de la méthodologie MRM est ici évident, puisque nous n’observons plus un

écart considérable de limite de détection en passant de I'analyse de I'epoetin beta pure a

celle d’'un échantillon de plasma, au contraire de ce qui avait été constaté jusqu’ici avec les
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autres spectrométres, et notamment le LTQ qui était lui aussi couplé a une chaine de nano-

chromatographie,
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Figure IV.41. Chromatogrammes de masse obtenus en mode MRM pour le peptide
SYLLEAK?® marqué DO (m/z 402,807) de I’échantillon P2 qui correspond a 100
attomoles d’EPO injectées) pour une seule MRM effectuée (en haut, S/N = 21,8) et un
cumul de 3 MRM pour ce méme précurseur (en bas, S/N =89,3).

Le peptide **VNFYAWK®? marqué par le réactif Iéger DO est lui aussi détecté dans un

échantillon plasmatique correspondant a 100 attomoles d’EPO injectées. Dans ce cas, le

cumul de trois MRM permet d’atteindre un rapport signal/bruit (S/N) de 47 (figure 1V.42).
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Figure IV.42. Chromatogramme obtenu en mode MRM pour le peptide ‘“°VNFYAWK®?
marqué D0 (m/z 498,3060) de I’échantillon P2 qui correspond a 100 attomoles d’EPO

injectées)
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La corrélation entre les quantités d’epoetin beta en milieu plasmatique injectées sur la
colonne (3 mesures par point de concentration) et I'aire des pics obtenus en spectrométrie
de masse en mode MRM pour les espéces marquées DO et D4 est présentée sur la figure
IV.43 pour le peptide *YLLEAK®. La linéarité de réponse est bonne (facteur de corrélation
0,99) pour le peptide marqué D4, mais moins bonne pour I'espéce marquée DO qui montre

au moins un point aberrant (facteur de corrélation 0,85).
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Figure IV.43. Peptide "*YLLEAK? de I'epoetin beta. Corrélation entre les quantités
injectées et I’aire des pics correspondant, pour le peptide marqué D0 a quantifier (en
haut) et pour son étalon interne marqué D4 (en bas)

Le méme type de résultat est obtenu pour le peptide et “°VNFYAWK®>? (Figure 1V.44).
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Figure IV.44. Peptide VNFYAWK de I’epoetin beta. Corrélation entre les quantités
injectées et I'aire des pics pour le peptide marqué DO (en haut) et pour son étalon
interne marqué D4 (en bas)

Compte tenu du rapport S/N obtenu pour la plus faible concentration d’epoetin beta
dans un échantillon plasmatique, qui était avant extraction de 600 attomoles d’epoetin
beta/12 yL de plasma, on peut estimer que la limite de quantification avec la technique de
nano LC-ESI-Q-TRAP en mode MRM est de I'ordre de 50 attomoles d’epoetin beta/uL de

plasma humain.

IX. Conclusion

Le dosage de I'epoetin beta dans un échantillon de plasma humain est donc possible
en mode MRM avec deux peptides marqués 15YLLEAK20 et 46VNFYAWKSZ, en cumulant
plusieurs transitions. L’objectif principal de ce travail, c'est-a-dire 'obtention d’une limite de
détection et de quantification qui permette d’envisager le dosage de I'epoetin beta dans le
plasma humain était donc atteint. Plusieurs points devront étre examinés de maniére
approfondie pour que la méthodologie puisse acquérir une robustesse et une rapidité

d’analyse satisfaisante. Nous y reviendrons dans la discussion générale.
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Arrivés a ce point du travail, nous n’avions pas encore pu tester le caractére universel
de cette méthodologie de dosage de protéines médicaments. Nous avons abordé ce point
par une étude de protéine médicament modifiée par I'ajout de PolyEthyleneGlycol (PEG). En
effet, les formes dites « pégylées » de protéines médicament sont administrées de maniere
de plus en plus fréquentes a des patients. Nous nous sommes intéressés plus
particulierement au cas de l'interféron pégylé.
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CHAPITRE 5

MISE AU POINT DE L’EXTRACTION SPECIFIQUE
DU PEG INTERFERON ALFA-2b
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CHAPITRE 5 :

MISE AU POINT DE L’EXTRACTION
SPECIFIQUE DU PEG INTERFERON ALFA-2b

. Introduction

Selon l'organisation mondiale de la santé, 3 % de la population mondiale est infectée
par le virus de I'hépatite C. L’hépatite C s’exprime par une maladie chronique du foie
évoluant progressivement de la nécrose inflammatoire a la cirrhose puis au carcinome
hépatocellulaire en l'absence de traitement antiviral. L’interféron, sous ses différentes
formes, fait partie des traitements de référence de I'hépatite C. Les principales avancées
thérapeutiques depuis la mise a disposition de l'interféron sont I'utilisation de la ribavirine en
combinaison a l'interféron, puis le développement de formes pégylées ou « retard » de
linterféron permettant une meilleure activité antivirale avec un nombre réduit

d’administrations.

Les principaux challenges actuels concernant le traitement de I’hépatite C sont, d’'une
part, le dosage des interférons pégylés et de la ribavirine en vue de ['optimisation
thérapeutique individuelle, et d’autre part I'évaluation de l'efficacité de ces combinaisons
d’antiviraux chez les patients difficiles a traiter, tels que les non répondeurs, les cirrhotiques,
les transplantés, les insuffisants rénaux et les patients co-infectés avec le VIH (Carrat et al.,
2004).

Les interférons sont une famille de petites molécules protéiques d’'une masse
moléculaire d’environ 15 000 a 20 000 Da. lls sont produits et sécrétés par les cellules en
réponse a des infections virales ou a différents inducteurs biologiques. Trois classes
majeures d’interférons ont été identifiées : alfa, béta et gamma. Ces trois classes principales
ne sont pas elles-mémes homogénes et peuvent regrouper plusieurs espéces moléculaires

différentes d’interférons (plus de 14 interférons alfa humains génétiquement différents).

Le peginterféron alfa-2b ou interféron alfa-2b pégylé est un conjugué covalent

d’interféron alfa-2b recombinant avec le mono méthoxy-polyéthyléne glycol. Les études in
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vivo et in vitro suggérent que I'activité biologique du peginterféron alfa-2b provient bien de sa

moitié interféron.

A. Structure de l'interféron alfa-2b humain

Le précurseur de l'interféron alfa-2 humain comporte 188 acides aminés (référence
SwissProt P01563, IFNA2_HUMAN figure V.1).

10 20 30 40 50 60
MALTFALLVA LLVLSCKSSC SVGCDLPQTH SLGSRRTLML LAQMRKISLF SCLKDRHDFG

70 80 90 100 110 120
FPQEEFGNQF QKAETIPVLH EMIQQIFNLF STKDSSAAWD ETLLDKFYTE LYQQLNDLEA

130 140 150 160 170 180
CVIQGVGVTE TPLMKEDSIL AVRKYFQRIT LYLKEKKYSP CAWEVVRAEI MRSFSLSTNL

QESLRSKE

Figure V.1. Séquence peptidique du précurseur de I'interféron alfa-2 humain (Swiss-
Prot/TrEMBL entrée P01563) ; la séquence signal est en italique.
La banque Swiss-Prot donne également les informations suivantes :

— la séquence signal est constituée des acides aminés 1 a 23; la chaine
polypeptidique de I'interféron alfa-2 va donc des acides aminés 24 a 188, soit
165 acides aminés et une masse moyenne de 19 241 Da

— un pont disulfure relie les cystéines 24 et 121, ainsi que 52 et 161

— la structure tertiaire comporte 5 boucles et 7 hélices

— deux variants sont connus.

La carte peptidique théorique résultant d’'une protéolyse par la trypsine est présentée
dans le Tableau V.2.

B. Structure du peginterféron alfa-2b

Le peginterféron alfa-2b est une formulation a durée d’action prolongée de I'interféron
alfa-2b, destinée a améliorer ses propriétés pharmacocinétiques dans le but de réduire le
nombre d’administrations et d’améliorer sa tolérance. La demi-vie passe de 2 a 7 heures

pour linterféron alfa-2b a 40 heures pour le peginterféron alfa-2b. L’activité spécifique du
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peginterféron alfa-2b est de 7,3x10” Ul/mg alors que I'activité spécifique de I'interféron alfa-
2b est de 2,6x10° Ul/mg.

Le peginterféron alfa-2b est un conjugué covalent d’interféron avec le monométhoxy
poly(éthyléne glycol) ou PEG (figure V.2), composé hydrosoluble dénué de toxicité et
d'immunogénicité, et de masse moléculaire moyenne 12 000 Daltons. Il existe une
corrélation directe entre la masse moléculaire du PEG fixé a l'interféron et la demi-vie in vivo

de la protéine pégylée (Grace et al., 2005).

HO{(CH2CH20)-|n CH2CH2-OH

~~

Sous-unité éthyléne oxyde

Figure V.2. Structure du polymére polyéthyléne glycol (PEG)

Le peginterféron alfa-2b est issu d’'une réaction entre linterféron et un dérivé
électrophile du PEG, le succinimidyl carbonate PEG (ou SC-PEG). Le schéma de cette

réaction est présenté en figure V.3.

His-34 His-34
ﬁ) >=\H52 ‘R >=\H31 2
H3C-{OCH, CH,) -0-C-O- * @va,\/-n eH —=  HC-OCH,CH, ;,,-o-c-Nal.-\/ Ne, + HD—N@
8] HEL H £ 0
SC-PEG His-34 of IFN His-34 of PEG4FN N-hydroxysuccinimide

Figure V.3. Réaction de synthése du PEG IFN a-2b par condensation de SC-PEG sur
I’histidine 34 de la protéine, en présence de phosphate de sodium 100 mM a pH 6.5
(figure modifiée d’aprés Wang et al., 2000).

Durant la réaction, la fixation du PEG pourrait intervenir sur les nombreux sites
électrophiles des 165 acides aminés de l'interféron alfa-2b, mais en réalité 'encombrement
stérique des différents sites réactifs potentiels lié a la conformation de la protéine (figure
V.4), et le pK local de ces résidus déterminent des sites potentiels de pégylation (Wang et al.,
2000) :

— L’histidine 57 est localisée sur I'hélice B peu accessible aux solvants.
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— L’histidine 7 localisée en N-terminal avant I'hélice A est également peu
accessible aux solvants

— L’histidine 34 par contre se trouve sur une longue boucle de 30 acides aminés
reliée aux hélices A et B et exposée aux solvants, ce qui fait d’elle un

excellent site de fixation du PEG.

Figure V.4. Structure tridimensionnelle de I'interféron alfa-2b présentant quelques
sites de fixation du PEG (figure modifiée d’aprés Wang et al., 2000)

Le produit final de la réaction est une population hétérogéne de molécules constituée
principalement d’interféron monopégylé et d'un trés faible pourcentage d’interféron
multipégylé (principalement dipégylé) et non pégylé. D’autre part, la population d’interféron
monopégylé est composée de différentes espéces a cause des différents sites de fixation du
PEG (Wang et al., 2000).

Le site de fixation majoritaire du PEG sur l'interféron, 'histidine 34, a été caractérisé
par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN). La proportion d’espéces pégylées sur
I'histidine 34 serait de 47 % du total des espéces pégylées pour certains auteurs (Wang et al.,
2000) et de plus de 50 % pour d’autres (Grace et al., 2005). L’interféron alfa-2b pégylé sur
I'histidine 34 présente une activité biologique élevée mais une stabilitt modérée. D’autres
sites de fixation majeurs et mineurs du PEG sur l'interféron alfa-2b ont été identifiés (tableau
V.1).
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Tableau V.1. Sites de fixation du PEG sur le peginterferon alfa-2b (d’aprés Grace ef al.,

2005)
SITES DE FIXATION MAJEURS DU PEG SITES DE FIXATION MINEURS DU PEG

Histidine 34 (porteur majeur > 50 %) Lysine 83
Cystéine 1 Lysine 112

Lysine 31 Lysine 161

Lysine 121 Lysine 133

Lysine 49 Histidine 7

Tyrosine 129
Serine 163

Les peptides qui peuvent théoriquement résulter d’'un clivage protéolytique par la
trypsine peuvent étre classés en plusieurs catégories (tableau V.2) :
— Peptides porteurs mineurs du PEG
— Peptides porteurs majeurs du PEG
— Peptides porteurs majeurs > 50 % du PEG : peptides représentant plus de

50 % de I'ensemble des peptides pégylés

Tableau V.2. Carte peptidique de I'interféron alfa-2 humain aprés digestion trypsique

PEPTIDE | Fixation du|PEPTIDE Fixation du | PEPTIDE Fixation du PEPTIDE Fixation du
(m/z) PEG (m/z) PEG (m/z) PEG ((m/z) PEG
613.3093 1337.6670 2082.0648 | Mineure 4243.1300 | Mineure
619.3232 1344.7674 | Mineure 2096.1792 | Majeure 4314.2035 | Majeure
635.3181 1360.7915 2098.0597 | Mineure 4330.1985 | Majeure
741.4042 | Majeure 1366.7511 | Majeure 2128.1691 Majeure 4371.2250 | Majeure
750.4760 1370.6481 | Majeure 2153.2007 | Majeure 4395.1542 | Maj>50%*
902.4941 1392.7814 2225.9999 | Maj>50%* 4411.1491 Maj>50%*
910.5066 | Majeure 1394.6885 2297.1918 | Mineure 4666.2823 | Maj>50%*
967.5281 Majeure 1450.6696 | Mineure 2313.1867 | Mineure 4682.2772 | Maj>50%*
1007.6135 | Mineure 1469.7277 | Majeure 2459.3002 4734.2840

1030.5891 | Majeure 1472.8624 | Majeure 2475.2952 4750.2789

1038.6016 | Majeure 1481.7594 | Mineure 2527.3054 | Majeure 4791.3055

1076.5955 1526.7492 | Majeure 2559.2952 | Majeure 5617.7603

1095.6230 | Majeure 1594.8046 | Mineure 2584.3268 | Majeure 5633.7553

1108.5853 1601.9050 | Mineure 3117.4887 | Maj>50%* 5674.7818

1135.7085 | Mineure 1624.8805 | Majeure 3174.5101 Maj>50%* 5826.8060 | Maj>50%*
1181.6347 | Majeure 1651.8260 | Mineure 3272.6190 | Mineure 5842.8009 | Maj>50%*
1204.6904 1696.8864 | Mineure 3288.6139 | Mineure 7174.5665

1209.5721 1809.8774 3302.6323 | Mineure 7206.5563

1232.6966 1825.8723 | Mineure 3318.6272 | Mineure 7231.5879

1236.6803 1825.9290 3329.6405 | Mineure

1238.6561 | Majeure 1866.8989 3359.6537 | Mineure

1264.6864 1937.9724 3890.9520 | Mineure

1266.5935 1953.9673 3906.9469 | Mineure

1309.7296 | Majeure 1954.8718 | Maj>50%* 4186.1086 | Mineure

1313.6266 | Majeure 1994.9939 4202.1035 | Mineure

* Maj > 50% = peptides représentant plus de 50 % de I'ensemble des peptides pégylés)
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L’annexe chapitre 8/paragraphe Il fournit des informations complémentaires

concernant les différentes spécialités pharmaceutiques d’interféron recombinant

actuellement sur le marché.

Il. Stratégie d’analyse

A. Intérét potentiel de la spectrométrie de masse pour le
dosage d’une forme «retard » d’interféron alfa-2 dans le
plasma

Les techniques de type immunoassay utilisées classiquement pour doser I'interféron
présentent plusieurs inconvénients (Vrolijk et al., 2003) :
- elles perdent de leur sensibilité sur des échantillons de plasma humain
(présence d’inhibiteurs)
- elles ne permettent pas de distinguer l'interféron endogéne de l'interféron
pégylé et ne permettent pas systématiquement de différencier les divers types
d’interféron

- elles peuvent donner des faux positifs sur des échantillons plasmatiques

Ce sont les raisons pour lesquelles la spectrométrie de masse présente un intérét
potentiel pour le dosage plasmatique de linterféron. Les concentrations plasmatiques
observées aprés une injection sous-cutanée d’interféron alfa-2 ou de sa forme « retard »
pégylée sont de l'ordre d’'une dizaine a 2 000 pg/mL (Glue et al., 2000), soit 0,3 a 60
fmoles/mL (0,3 & 60 attomoles/uL) de plasma (en considérant la masse moléculaire du
peginterféron alfa-2b a 32 000 Da). La quantification d’'une concentration aussi basse ne
pourra étre atteinte qu’aprés déplétion initiale de I'échantillon plasmatique avec une colonne

de déplétion permettant de traiter de grands volumes.

D’autre part, les formes « retard » de l'interféron sont actuellement le traitement de
réféerence de I'hépatite C en association a la ribavirine. La présence d’'une chaine de
polyéthyléne glycol sur la protéine est une particularité qui peut étre exploitée en vue d’'une
extraction sélective de l'interféron médicament du plasma humain, en offrant la possibilité de

s’affranchir de l'interféron endogéne.
En faisant a nouveau appel a une référence interne sous forme de peptides marqués

issus d'un interféron pégylé, nous pourrions ainsi doser avec plus d’exactitude la seule

protéine médicament.
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B. Présentation de 'approche proposée

La stratégie proposée pour le dosage du peginterféron a-2b est présentée de
maniere schématique sur la figure V.5. Elle comprend tout d’abord une étape de protéolyse
par la trypsine (1). Ensuite, les peptides pégylés (plus lourds de 12 000 Daltons environ, soit
la masse du PEG) sont isolés des peptides non pégylés par chromatographie de
fractionnement en fonction de la taille (colonnes HiTrap™) (2). Les fractions qui contiennent
les peptides pégylés (correspondant aux hautes masses moléculaires) sont éluées en
premier, regroupées et concentrées par ultracentrifugation sur membrane de porosité
maximale 10 000 Daltons (3). La derniére étape consiste a rompre la liaison peptide-PEG
impliquant des histidines par un traitement a I’hydroxylamine (4) afin de pouvoir identifier et

quantifier par spectrométrie de masse ces peptides porteurs du PEG.
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Figure V.5. Déroulement de la stratégie d’analyse

L’annexe chapitre 7/paragraphe Il fournit des renseignements sur le protocole

expérimental d’isolement spécifique des peptides pégylés en vue de leur analyse par
MALDI-Q-TOF en mode MS.

C. Chromatographie d’exclusion de taille

La chromatographie d’exclusion de taille (ou High-Performance Size Exclusion

Chromatography HPSEC) est réalisée sur une paire de colonnes HiTrap™ montées en série
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sur une chaine de chromatographie liquide Smart System (Amersham Biosciences ; figure
V.6) Le support HiTrap™ est du Sephadex G-25 Superfine (dextran).

La limite d’exclusion théorique des colonnes HiTrap™ est de 5 000 Daltons. Nous
'avons vérifié par un étalonnage avec des composés de masse connue : le bleu dextran
(2 000 000 Da), le cytochrome C (12 300 Da), l'insuline (5 734 Da) et la bradykinine (1 060
Da). Tous ces composés ont été observés dans le pic d’exclusion (4 - 5 minutes), a

I'exception de la bradykinine éluée aprés 10 minutes.

Figure V.6. Smart System™ (gauche) et HiTrap™ Desalting (droite) Amersham
Biosciences

D. Concentration par ultracentrifugation

Cette étape s’applique aux fractions de téte (pic d’exclusion en sortie de colonne
HiTrap™) devant contenir en théorie les peptides trypsiques pégylés et quelques peptides de
grande taille. Ces fractions sont traitées dans un concentrateur Vivaspin® 500 dont la
membrane en polyéthersulfone permet un seuil de coupure (cut-offf de 10 000 Da

(Vivascience Sartorius ; figure V.7).

Figure V.7. Vivaspin® 500 (Vivascience/Sartorius)

185



E. Rupture des liaisons PEG/Peptide

La liaison polymére-peptide impliquant les résidus histidine peut étre clivée par action
de I'hydroxylamine. Les conditions retenues ont été décrites par Lemaire et al. (500 mM
hydroxylamine (Sigma Aldrich), 1 heure a 20°C en milieu aqueux tamponné a pH 7 par de

'acétate d’ammonium 50 mM) (Lemaire et al., 1994).

F. Préparation des échantillons pour analyse par
spectrométrie de masse

Les échantillons doivent étre dessalés avant analyse par spectrométrie de masse. Le
mélange de peptides obtenu en sortie du concentrateur est donc traité & I'aide d’un ZipTip™
C18 (Millipore). L'échantillon issu du ZipTip™ C18 est mélangé a un volume équivalent d'une
solution d'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique et déposé selon la technique de la goutte

séchée sur une cible métallique en vue de I'analyse MALDI-Q-TOF en mode MS.

lll. Résultats

L'étude a été menée en paralléle sur linterféron a-2b non pégylé (servant de
contréle), sur [linterféron a-2b pégylé, et sur linterféron a-2b pégylé traité par

'hydroxylamine.

A. Etude de l'interféron non pégylé

L’interféron alfa-2b non pégylé provient de la spécialité INTRONA® de structure
identique a [linterféron alfa-2b du VIRAFERONPEG®. Ces deux médicaments,
commercialisés par la méme firme pharmaceutique, ne se différencient que par le

groupement PEG de masse moyenne 12 000 Da.

Lors de la chromatographie d’exclusion de taille de I'interféron alfa-2b non pégylé
digéré (Figure V.8), aucune espéce n’est attendue dans les fractions d’élution des hautes
masses, les fractions 3 a 5. Par contre, les fractions tardives de la chromatographie, soit les
fractions postérieures a la fraction 12 doivent contenir les composés de bas poids

moléculaire.
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Figure V.8. Chromatographie d’exclusion par la taille de I'interféron non pégylé,
protéolysé par la trypsine (2 colonnes HiTrap™ en série, débit de 400 pL/min). Les
peptides élués sont détectés en UV a 280 nm puis collectés par fractions de 400 pL.

L’échantillon d’interféron non pégylé protéolysé par la trypsine ne doit renfermer que
des espéces de masses molaires inférieures a 7 500 Daltons (Tableau V.2). Etant donné la
présence d'espéces dans la zone d’élution des basses masses uniquement (absence de
signal au niveau des fractions 3 a 5), le chromatogramme avec détection UV est conforme a
I'attente.

Néanmoins, I'analyse de la fraction 4 par spectrométrie de masse MALDI-Q-TOF en
mode MS (figure V.9) montre la présence inattendue de peptides de linterféron alfa-2b
(exemple m/z 2226,00). Ce phénomeéne a également été observé aprés chromatographie

dans les mémes conditions, d’albumine de sérum bovin protéolysé par la trypsine.
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Figure V.9. Spectre de masse MALDI-Q-TOF en mode MS de la fraction 4 de la

chromatographie d’exclusion stérique sur colonne HiTrap™.

Ces peptides parasites indiquent une résolution imparfaite de la chromatographie

d’exclusion stérique, bien que les précautions d’'usage aient été respectées (volume

d’application limité, absence de surcharge). Ceci démontre la nécessité de poursuivre

I'extraction du médicament par I'étape supplémentaire de purification et de concentration par

ultracentrifugation sur membrane.

Le spectre de masse présenté sur la figure V.10 est le résultat de I'étape de

purification par ultracentrifugation sur membrane. Aucun peptide de l'interféron alfa-2b n’est

retenu sur la membrane de filtration. Cette étape permet a priori d’éliminer efficacement les

peptides de basses masses inférieures a 10 000 Daltons, seuil de coupure de la membrane.
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Figure V.10. Spectre de masse MALDI-Q-TOF (mode MS) de la fraction 4 de la
chromatographie d’exclusion stérique aprés quatre étapes d’ultracentrifugation sur
membrane 10 000 Da.

B. Etude de l'interféron pégylé protéolysé

L’interféron pégylé alfa-2b aprés protéolyse trypsique est soumis a la
chromatographie d’exclusion de taille (figure V.11). Les peptides pégylés, dont la masse
théorique se situe vers 12 000 - 14 000 Da, sont attendus dans les fractions d’élution des

hautes masses (fractions 3 a 5).

189



/

/
/
- Fractions ;’;
124 24 /
A
po—_— Fractions /
3,4etd

L, 3 . i S, -
P 3 L 16l a1z
5.0 FLy min

10.
zone de hautes masses zone de basses masses

Figure V.11. Chromatographie d’exclusion par la taille de I'interféron pégylé,
protéolysé par la trypsine (2 colonnes HiTrapTM en série, débit de 400 pL/min). Les
peptides élués sont détectés en UV a 280 nm puis collectés par fractions de 400 pL.

L’allure du chromatogramme est en accord avec la théorie, car des espéces sont
effectivement détectées dans les fractions d’élution 3, 4 et 5 (figure V.11). La fraction 4, dont
le signal UV est le plus important, est analysée par MALDI-Q-TOF en mode MS (figure
V.12).
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Figure V.12. Spectre de masse MALDI-Q-TOF en mode MS de la fraction 4 de la
chromatographie d’exclusion stérique.
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L’analyse par MALDI-Q-TOF en mode MS de la fraction 4 (figure V.12) met en
évidence 6 peptides de linterféron alfa-2b : cing sont des porteurs potentiels du PEG (m/z
1095,62, 1370,73, 1481,83, 1954,98 et 2226,09) et le sixiéme est non porteur de PEG (m/z
1394.77). Ce résultat est surprenant, pour une fraction ne devant en théorie contenir que des

peptides de masses > 5000 Da.

Ces peptides proviennent a priori de I'effet de dépégylation par le laser du MALDI-Q-
TOF, mais une résolution imparfaite de la colonne d’exclusion stérique n’était pas forcément
exclue. Comme dans I'étude contrdle de I'interféron non pégylé, la fraction 4 a été soumise a
purification et concentration par ultracentrifugation sur membrane de cut-off 10 000 Da, puis
analysée a nouveau par MALDI-Q-TOF (figure V.13). Cinq peptides de l'interféron alfa-2b,
tous porteurs du PEG, sont observés suite a cette étape de purification (m/z 1095.59 ;
1450.64 ; 1481.80 ; 1954.89 ; 2225.89).

La présence de ces peptides sur le spectre de masse MALDI aprés passage sur une
membrane ayant un seuil de coupure a 10000 Da indique qu’ils sont bien porteurs du PEG.
C’est le processus d’ionisation en mode MALDI qui rompt la liaison peptide-PEG et les fait

donc apparaitre aux valeurs de masses des peptides non modifiés.
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Figure V.13. Spectre de masse MALDI-Q-TOF (mode MS) de la fraction 4 de la
chromatographie d’exclusion stérique aprés quatre étapes d’ultracentrifugation sur
membrane 10 000 Da.
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C. Etude de I'interféron dépégylé protéolysé

L’échantillon préparé dans cette expérience est le méme que pour l'étude de
linterféron pégylé protéolysé, mais avec une étape supplémentaire de dépégylation
chimique par I'’hydroxylamine avant la séparation sur colonne d’exclusion.

Des études de dépégylation par I'hydroxylamine de linterféron alfa-2b non digéré
suivie d’'une analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF en mode linéaire, ont mis en
évidence que cette réaction de dépégylation chimique n’était pas totale (mélange
d’interféron, d’interféron pégylé et de PEG 12 000 libre). Cette observation confirme que le
PEG n’est pas uniquement lié aux résidus histidine.

La chromatographie d’exclusion par la taille de linterféron alfa-2b dépégylé (figure
V.14) devrait en théorie sélectionner dans les fractions de hautes masses (fractions 3 a 5,
masses supérieures a 5 000 Da) du PEG libre et de rares peptides non dépégylés (12 000 -

14 000 Da). Le chromatogramme obtenu est en accord avec cette hypothése.
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Figure V.14. Spectre UV de la chromatographie d’exclusion de taille de I'interféron
dépégylé protéolysé

La fraction 4 issue de cette chromatographie d’exclusion a donc été examinée par

spectrométrie de masse MALDI-Q-TOF en mode MS (figure V.15).
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Figure V.15. Spectre de masse MALDI-TOF de la fraction 4 de la chromatographie
d’exclusion stérique.
Des peptides de linterféron a-2b (le plus abondant est le peptide de masse 2226.11
Da) sont observés dans la fraction 4, donc dans les fractions d’élution théorique des

composés de hautes masses.

Le peptide observé sur la figure V.15 doit provenir d’'une dépégylation du peptide
*?’KDRHDFGFPQEEFGNFQK*® (figure V.16) initialement pégylé sur lhistidine 34. La
dépégylation par l'hydroxylamine n’est pas totale, mais ces peptides ont ensuite été
dépégylés lors du processus d’ionisation MALDI, associée certainement a une résolution
imparfaite de la chromatographie d’exclusion. Celle-ci entrainerait en méme temps que les

composés de hautes masses, des peptides de basses masses.

Notons que I'espéce *KDRHDFGFPQEEFGNFQK*® de m/z théorique 2225,99 est le
résultat d’'un clivage manqué de l'espéce *HDFGFPQEEFGNFQK* de m/z théorique
1954,87. Il s’agit des deux principales espéces pégylées que nous avons observées en
MALDI-Q-TOF (mode MS).

193



10 20 30 40 50 60
CDLPQTHSLG SRRTLMLLAQ MRKISLFSCL KDREDFGFPQ EEFGNQFQKA ETIPVLHEMI

70 80 90 100 110 120
QQIFNLFSTK DSSAAWDETL LDKFYTELYQ QLNDLEACVI QGVGVTETPL MKEDSILAVR

130 140 150 160
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Figure V.16. Principal peptide pégylé de m/z 2225,9999 observé en MALDI-Q-TOF en
mode MS. Ce peptide est pégylé sur I’histidine 34 (peptide présentant un missed-
cleavage)

IV. Discussion

L'effet d’entrainement des peptides dans les fractions de la chromatographie
correspondant aux hauts poids moléculaires, mis en évidence avec l'interféron alfa-2b non
pégylé protéolysé par la trypsine et confirmé avec I'albumine de sérum bovin clivée par la
trypsine, rend nécessaire la combinaison de la chromatographie d’exclusion de taille et de la

concentration par ultrafiltration.

L’effet de dépégylation lors de I'analyse par spectrométrie de masse MALDI-Q-TOF
en mode MS, démontré avec I'étude de l'interféron pégylé alfa-2b protéolysé, a compliqué
'analyse, mais I'utilisation de la chromatographie d’exclusion aprés protéolyse permet bien

de sélectionner une classe de peptides porteurs du PEG.

V. Conclusion

Dans un objectif plus général de mise au point d’'une méthode de dosage en milieu
plasmatique de protéines médicaments modifiées par du PEG, I'étude de linterféron pégylé
alfa-2b constitue un premier pas. L’étape de chromatographie d’exclusion par la taille doit
permettre de doser les espéces réellement actives de ce médicament « retard », ce qui
confére potentiellement a notre stratégie un niveau de spécificité supérieur a une méthode

d'immunoassay ou de bioassay.

La stratégie compléte serait ainsi constituée par les étapes successives de a)
déplétion sur colonne de type Hu7 permettant de traiter des quantités de plasma
supérieures, b) clivage enzymatique, c) dérivation chimique avec le réactif DO d) ajout de

standard interne (peptides marqués D4), e) chromatographie d’exclusion et f) analyse par
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spectrométrie de masse. Concernant ce dernier point, les premiéres analyses réalisées en
mode d’ionisation ESI ont montré que dans les conditions de source utilisées (spectrométre
LCQ) le PEG était perdu tout comme dans le cas de l'ionisation MALDI. En sélectionnant des
conditions de source qui apportent assez d’énergie aux ions formés pour créer une rupture

prompte qui élimine le PEG, il serait donc possible d'utiliser le mode d’analyse MRM.

195



196



CHAPITRE 6
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CHAPITRE 6 :

DISCUSSION, CONCLUSION
ET PERSPECTIVES

I-DISCUSSION

Le contexte - Les enjeux

L’augmentation rapide du nombre de protéines médicaments utilisées en
thérapeutique crée des besoins croissants dans le domaine de leur quantification. En effet
pouvoir accéder avec une grande preécision et une bonne reproductibilité aux concentrations
de protéines médicaments circulantes dans les fluides biologiques (dont le sang) revét un
caractére essentiel. Il s’agit non seulement d’'une base de travail indispensable pour le
développement d’études de pharmacocinétique et de pharmacodynamique, mais également

d’'une aide précieuse pour le thérapeute qui pourra ajuster plus finement les posologies.

Cependant, doser des protéines médicaments est en soi une tache délicate dans la
mesure ou ces protéines sont le plus souvent présentes a de trés faibles concentrations (de
'ordre de quelques attomoles/uL a quelques centaines d’attomoles/pL de fluide biologique).
La quantification est aussi compliquée par le fait que ces médicaments sont noyés dans des
milieux de complexité élevée (tel que le plasma) composés d’une grande diversité de

protéines abondantes.

L’état de I’art

Au stade ou nous avons décidé d’entreprendre ce travail, le dosage des protéines
médicaments dans le plasma était appréhendé par différentes approches. Ces derniéres
sont de fait différentes de celles communément utilisées pour I'analyse des petites molécules
dans le plasma (par exemple les techniques chromatographiques GC ou HPLC couplées a
des détecteurs UV/visible). Les techniques les plus couramment utilisées pour doser en

routine des médicaments protéiques ou peptidiques dans le plasma et déterminer leurs
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paramétres pharmacocinétiques sont de type immunoassay qui, comme nous I'avons discuté

dans l'introduction, présentent un certain nombre d’inconvénients.

De nombreuses techniques de quantification des protéines reposant sur la
spectrométrie de masse sont par ailleurs couramment employées en protéomique. Ces
techniques font appel au marquage isotopique différentiel des échantillons a comparer. Des
variantes commerciales de ces techniques commencent a étre appliquées a la quantification
absolue des protéines par spectrométrie de masse. C'est le cas de la méthode AQUA™
(Sigma-Aldrich), une méthode de quantification absolue des protéines utilisant comme étalon
interne un peptide marqué synthétisé a fagon.

De ce fait, cette méthode de quantification est spécifique d’'une protéine donnée et n’est pas
transposable (au méme titre qu’une technique d'immunoassay) a la quantification d’autres

protéines médicaments.

Les ambitions et I'originalité du projet

L’objectif de notre travail était la mise au point d’une technique de dosage qui soit
transposable si possible a la quantification de la plupart des protéines médicaments dans le
plasma. Cet objectif ambitieux d’élaboration d’une méthodologie universelle devait par
conséquent conférer a notre approche une originalité la démarquant des méthodes de
dosage usuelles. En particulier, nous avons souhaité que la méthode de dosage repose sur
'analyse de plusieurs peptides, et non pas un seul comme c’est le cas pour la méthode
AQUA™.

Il fallait également s’assurer que cette nouvelle approche conserve certaines qualités
essentielles des méthodes existantes et qu’elle prouve ses performances dans d’autres
domaines décisifs, notamment en matiére de : sensibilité, justesse, rapidité, robustesse,
reproductibilité, facilité de mise en ceuvre, limitation du nombre d’étapes afin de minimiser

les pertes de protéines a doser, codt.

Le choix de la spectrométrie de masse

Nous avons fait le choix de tirer profit des qualités intrinseéques de la spectrométrie de
masse appliquée a l'analyse des peptides (rapidité, sensibilité, robustesse, facilité de mise

en ceuvre, reproductibilité...) pour atteindre certains de ces objectifs. Or, la spectrométrie de
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masse n’est pas en soi une technologie adaptée a la quantification absolue des protéines.
En revanche, si on la couple a une stratégie de marquage isotopique, elle devient un outil
précieux pour le dosage quantitatif des protéines. En particulier, dans le cas des protéines
médicaments, il est possible de réaliser une quantification relative a une quantité connue de

la protéine médicament pure, ce qui en fait une approche de quantification absolue.

De telles qualités étaient déja offertes par certaines solutions commerciales dans des
déclinaisons variées permettant d’obtenir des informations de quantification relative et/ou
absolue (ICAT, ITRAQ™, AQUA™). Actuellement, la méthodologie ITRAQ™ a nettement
supplanté I'lCAT dans un contexte d’analyse protéomique. En effet, 'ICAT présente
inconvénient d’'une sélectivité trop étroite, la réaction de marquage chimique ayant pour
cible les seules cystéines ; de ce fait, il n’est pas rare de devoir faire reposer la quantification
d’une protéine sur un seul peptide. La méthodologie AQUA™ impose le passage obligé par
la synthése d’'un peptide, et aboutit donc a une méthode de dosage qui repose sur un seul
étalon. La méthode ITRAQ™ est utilisable pour une quantification absolue, qui n’intervient
néanmoins qu’au stade de l'analyse par MS/MS, en raison de l'introduction d’une étiquette
de masse isobare. Plusieurs peptides peuvent servir a la quantification, mais en observant

toujours le méme ion fragment de basse masse.

Développement de notre stratégie

Il nous fallait disposer d’'une protéine modéle. Le choix de 'EPO s’est imposé du fait
des besoins d’optimisation de ses thérapeutiques dans leurs indications de cancérologie.

Un objectif précis de notre travail devenait dés lors I'élaboration d’une stratégie de
quantification de I'epoetin beta dans le plasma humain adaptée aux concentrations
attendues en thérapeutique, c’est-a-dire de I'ordre de 0,5 a 1 femtomole/uL de plasma.

Dans un premier temps notre démarche a consisté a concevoir et optimiser chacune
des étapes devant transformer I'échantillon initial (la protéine médicament a doser dans le
plasma) en un échantillon permettant la quantification par spectrométrie de masse.

Dans un second temps, afin de vérifier que notre approche pouvait répondre dans un
avenir proche aux nouvelles générations de protéines médicaments pégylées (la pégylation
ayant pour role d’allonger le temps de demi-vie d’élimination plasmatique), nous avons
cherché a adapter la méthodologie de quantification a ce cas particulier en nous servant
d’'une deuxieme protéine modele : le PEG-interféron alfa.

Les protéines médicament a doser se trouvant dans le plasma, c'est-a-dire un milieu

de complexité trés élevée, il nous a fallu d’abord réduire cette complexité.
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Premiére étape : réduction de la complexité de I’échantillon

Toutes les méthodes faisant appel a la précipitation des protéines plasmatiques
risquaient de co-précipiter la protéine médicament et étaient donc a proscrire d’emblée. La
séparation des protéines par électrophorése sur gel d’acrylamide suivie par leur protéolyse
dans le gel conduit quant a elle a de trop mauvais rendements de récupération. Ce probléme
de rendement est moins marqué dans le cas de [I'électrophorése capillaire (rapide,
automatisable, meilleure résolution...) mais I'efficacité de celle-ci pour séparer un échantillon
protéique complexe est discutable. La protéolyse suivie d’'une séparation des peptides par
chromatographie liquide n’est performante que pour des échantillons protéiques peu
complexes. L'immunocapture de la protéine d’intérét thérapeutique présente I'inconvénient
des techniques de type immunologique (problémes de spécificité), et n'est applicable qu’a

une protéine donnée (non universelle).

L’approche que nous avons choisie pour I'enrichissement de I'échantillon plasmatique
est un kit de déplétion des protéines majoritaires du plasma (systtme MARS®). Elle permet
I'élimination de 90 % de 7 protéines plasmatiques majeures. Le systtme MARS® posséde
un caractére universel dans la mesure ou cette méthode de déplétion est en théorie
applicable a toute protéine médicament en solution dans le plasma. La condition est que la
protéine d’intérét ne soit pas elle-méme perdue (méme partiellement) par cette étape, au
risque de fausser la quantification. Nous avons démontré que ce risque était écarté dans le
cas de l'epoetin beta, la protéine n’étant pas retenue par la cartouche de déplétion. Cette
étape est par ailleurs rapide (moins de 5 min par échantillon) et automatisable, bien que le
systéme de cartouche que nous avons utilisé ne le soit pas. La version automatisée basée
sur un systeme de colonne offre aussi I'avantage d’éliminer des protéines plasmatiques
majoritaires supplémentaires, de traiter de plus grands volumes de plasma humain (300 uL
contre 12 pL dans notre cas), et d’obtenir ainsi un gain en sensibilité finale d’'un facteur 25.
Pour la mise au point de notre stratégie nous avons retenu le systeme de cartouche en

raison de son codt plus abordable.

Cette étape de déplétion provoque une forte dilution de I'échantillon de 12 pL a

1000 pL. Une étape de reconcentration a donc du étre intégrée a ce stade de notre stratégie.
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Deuxiéme étape : reconcentration de I’échantillon

Nous avons montré que les techniques de concentration simples et rapides par
concentrateurs (dispositifs de concentration par centrifugation impliquant une membrane
semi-perméable) conduisaient a une perte importante du composé d’intérét (Epoetin beta)
par passage a travers ou adsorption sur la membrane.

Les techniques rapides de microchromatographie en phase inversée sur support C4
(ZipTip™ C4) ne permettent pas de traiter de fagon satisfaisante le volume d’échantillon
important récupéré en sortie de cartouche de déplétion.

A une autre échelle, la chromatographie sur colonne a polarité de phase inversée C4
de plus grande taille a permis dans le méme temps de dessaler en une étape la totalité de
I’échantillon et d’apporter une étape supplémentaire d’enrichissement en epoetin beta. Nous
avons retenu cette option pour la bonne résolution qu’elle offrait : elle a permis dans le cas
de l'epoetin beta d’isoler la protéine d’intérét des protéines plasmatiques minoritaires.
L’epoetin beta étant éluée au bout de 12 min, cette étape de chromatographie ne consomme
pas trop de temps au regard de nos exigences. De plus, dans le cas de I'epoetin beta, cette
étape de chromatographie présente I'avantage majeur de ne pas provoquer de perte de la

protéine médicament a doser. Elle n’introduit donc pas de biais dans la quantification.

Cependant, le choix final d’'une colonne de diamétre intérieur de 4,6 mm fonctionnant
au débit de 1 mL/min ne nous a pas permis d’atteindre 'autre objectif recherché via cette
étape de chromatographie : la reconcentration de I'échantillon dilué au terme de I'étape de
déplétion des protéines plasmatiques majoritaires, puisque I'epoetin beta est collectée dans
une fraction de 1 mL.

Le solvant d’élution de la chromatographie (eau/acétonitrile/acide formique) a été éliminé par
évaporation totale sous vide. Les concentrateurs sur membrane et la microchromatographie
ont été écartés en raison de la forte concentration en acétonitrile. Cette étape d’évaporation
sous vide présente deux défauts : la longue durée de I'évaporation (1 h 45) et surtout la
perte d’'une partie de I'epoetin beta qui n’a pu étre remise en solution. Malgré de nombreux
essais d’optimisation des conditions d’évaporation et de reprise, nous avons dd nous
contenter d’'un taux de récupération maximum de 65 £ 3 % pour I'epoetin beta plasmatique. Il
est certes bien connu qu’'une évaporation a sec de protéines est un des traitements les
moins favorables a une bonne récupération de I'échantillon. Nous avons malgré tout
perséveré dans ce sens afin d’assurer une meilleure reproductibilité de la méthodologie

utilisée. D’autres solutions doivent néanmoins étre recherchées pour résoudre ce probléme.
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Troisiéme étape : protéolyse enzymatique

L’étape de protéolyse a été réalisée au moyen de la trypsine. Cette enzyme produit
des peptides a lysines ou arginines C-terminales. Les lysines étant les cibles du réactif de
marquage, nous pouvions ainsi produire des peptides marqués ayant comme caractéristique
commune une étiquette isotopique portée par le résidu présent au C-terminal.

Nous avons montré qu’il était indispensable de travailler en conditions de protéolyse
totale, afin d’éliminer les peptides issus de sites de protéolyse manqués (missed cleavage).
Cette condition est nécessaire pour ne pas sous-estimer la quantité de protéine dosée. De
ce fait, la protéolyse telle que nous I'avons pratiquée est une étape longue (4 heures). Il est
cependant possible de réduire le temps de protéolyse a quelques minutes en ayant recours
a une protéase immobilisée.

La fiabilité de la stratégie de quantification repose en partie sur le fait que la
protéolyse de I'échantillon a doser et celle de I'étalon interne ont été menées dans des
conditions rigoureuses de protéolyse totale. Or, étant donné que I'échantillon a doser est un
mélange protéique complexe et que I'étalon interne est une protéine pure, les conditions de
protéolyse des deux échantillons ne sont pas rigoureusement identiques. Cela impose de

pouvoir vérifier que la protéolyse est totale dans les deux cas.

Quatriéme étape : marquage isotopique

Il s’agit de l'étape clé de notre stratégie qui lui confére en grande partie son
originalité. Les peptides produits ont été marqués au moyen d’'un réactif spécifique des
lysines, utilisé pour introduire le marquage isotopique. L’échantillon a doser a été marqué par
la version légére du réactif. En paralléle, les peptides de la protéine médicament pure ont été
marqués par la version lourde afin de servir d’étalons internes.

Cette étape de dérivation chimique a plusieurs atouts :

- un caractere universel en pouvant marquer les peptides a lysine terminale de

n’'importe quelle protéine

- plusieurs peptides marqués peuvent étre utilisés pour la quantification (contre un

seul pour la méthode AQUA™), ce qui doit rendre la méthode plus juste et plus fiable

- le réactif utilisé oriente les fragmentations en mode MS/MS ; les spectres obtenus

comportent peu de fragments, ce qui est un cas plutét favorable pour l'analyse

quantitative par MRM

204



Etalonnage interne

L’ajout de I'étalon interne marqué est nécessaire a la quantification absolue, précise
et reproductible de la protéine a doser. Un caractére original de la méthode élaborée au
cours de ce travail consiste a utiliser la protéine médicament comme standard interne via ses
peptides terminés par une lysine. Il n’est par conséquent pas nécessaire d’optimiser toute la
méthode de quantification pour un peptide, qui serait ensuite synthétisé sous forme marquée
comme dans le cas de la méthode AQUA™.

Cependant, comme dans toutes les approches commerciales de quantification
absolue, I'étalon interne est ajouté dans I'échantillon a doser aprés la protéolyse. Il ne subit
donc pas les premiéres étapes de la stratégie (déplétion, concentration et dessalage par
chromatographie, séchage et reprise, puis protéolyse) subies par la protéine a doser.

Dans notre cas, ce probléme est particulierement critique dans la mesure ou nous
avons montré que I'étape de séchage/reprise conduisait a la perte de 35 + 3 % de 'epoetin
beta plasmatique. A premiére vue, ce probléme ne semble pas pouvoir étre contourné. En
effet, il n’est pas envisageable d’ajouter le mélange peptidique servant d’étalon interne avant
la chromatographie puisque bien évidemment ces peptides n’auront pas du tout le méme
temps de rétention sur le support de chromatographie que la protéine a doser.

De méme il ne semble pas opportun de rajouter le mélange peptidique servant d’étalon
interne en sortie de chromatographie juste avant I'étape de séchage/reprise. En effet rien
n’assure que la perte éventuelle que subiront ces peptides a ce stade sera d’ampleur égale a

celle que subit I'epoetin beta.

Alternative de marquage de la protéine entiére

Idéalement, il faudrait pouvoir marquer directement les protéines (protéine étalon et
protéine a doser) avant I'étape de chromatographie, et de préférence au tout début du
protocole d’analyse, avant la déplétion.

Le réactif utilisé permettrait de marquer les lysines directement sur la protéine entiére, mais il
s’ensuivrait une difficulté liée a la protéolyse. |l faudrait faire le choix d’'une autre protéase,
qui ne posséderait pas forcément toutes les qualités de la trypsine, et notamment son
efficacité de clivage, son faible taux d’autolyse et qui ne conduirait pas nécessairement a des

spectres MS/MS aisément exploitables.
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Compromis

Le fait que notre stratégie de quantification comporte au moins une étape causant la
perte d’'une partie de la protéine a doser n'empéche pas d’atteindre I'objectif final de la
quantification. La condition essentielle est que ces imperfections de la stratégie soient
reproductibles et causent systématiquement le méme taux de perte de la protéine d’intérét
(ce que nous avons pu démontrer pour différentes concentrations plasmatiques d’EPO au
moyen de différents spectromeétres de masse).

Le rendement devant étre systématiquement pris en compte pour pondérer la quantité de
protéine plasmatique dosée dans le cas de I'epoetin beta est de 65 +/- 3 %, déterminé avec

deux techniques analytiques différentes (MALDI-TOF et LC-ESI-Piége ionique linéaire).

Apport des différentes techniques de spectrométrie de masse

L’analyse par spectrométrie de masse des échantillons a quantifier a ét¢é menée en
trois temps sur trois types de spectrométres différents.

Toutes les étapes de mise au point de la stratégie d’analyse ont été suivies par
MALDI-Q-TOF. Bien qu’il ne s’agisse pas de la technologie de choix pour une approche de
quantification, elle offre un panel de qualités intéressantes a ce stade : disponibilité au
laboratoire, clarté des cartes peptidiques, rapidité, robustesse, sensibilité et exactitude des
mesures. La perte d’epoetin beta évaluée par ce moyen est d’environ 35 %.

L’étude de sensibilité par MALDI-Q-TOF a mis en évidence les peptides exploitables
pour la quantification de I'epoetin beta. lls devaient satisfaire les prérequis suivants : étre
marqués par le réactif DO, ne pas étre produits par un événement de missed-cleavage lors
de la protéolyse trypsique, faire partie des ions maijoritaires de la carte peptidique de la
protéine et étre observés pour de faibles concentrations d’epoetin beta plasmatiques. Ces
qualités sont réunies par un seul peptide: le peptide de m/z 995.50, de séquence
“VNFYAWK?>?, observé jusqu’a la limite de 150 fmoles d’epoetin beta/uL de plasma.

Cette limite de détection était encore trés éloignée des objectifs fixés : il nous fallait gagner
un facteur de sensibilité 500 a 1 000.

Il nous a alors semblé qu’une telle performance ne pouvait étre atteinte qu’en faisant
appel a une méthodologie de dosage par MRM, en utilisant un mode d’ionisation
électrospray couplé a une nanochromatographie. Cette technologie n’était pas disponible au
laboratoire. Dans notre environnement proche, l'instrument qui se rapprochait le plus de
cette configuration était un spectrométre de type piége ionique linéaire couplé a la nano-

chromatographie (spectrométre LTQ XL™ ThermoFisher du pdle protéomique de la

206



Plateforme de Génomique Fonctionnelle de Bordeaux). Une phase de mise au point sur cet
instrument nous a permis de rechercher des ions précurseurs intéressants pour le dosage,
en nous attendant a trouver en mode ESI d’autres ions que celui utilisé jusque la en mode
MALDI.

Deux espéces monochargées satisfont les critéres de sélection: m/z 804,46
BYLLEAK?® et 995,50 “®VNFYAWK® (qui a servi de base aux études de quantification en
mode MALDI). L’analyse de I'’échantillon de plasma surchargé par de 'EPO a raison de 150
fmoles/uL de plasma a montré que la limite de détection de 'EPO n’était pas encore atteinte
a cette concentration. Cependant le rapport signal sur bruit obtenu pour cet échantillon
indiquait que I'objectif de dosage d’environ 1 fmole d’EPO/uL de plasma était encore hors de
portée. Nous avons alors cherché a combler ce fossé au moyen d’'une méthodologie de
MRM a haute sensibilité, en tirant profit des résultats obtenus avec le spectrométre LTQ
couplé a la nanochromatographie.

La mise a I'épreuve de notre approche a été réalisée en utilisant un spectrométre
4000 Q-TRAP™ qui regroupe les deux qualités primordiales de sensibilité et d'utilisation du
mode MRM. La encore deux peptides seulement ont pu étre utilisés comme base de
quantification : ce sont les deux mis en évidence avec le LTQ ("YLLEAK® et
*BVNFYAWK?®?), mais sous forme d’ions doublement chargés. Néanmoins, les spectres d’ions
fragments de ces peptides présentent plusieurs ions exploitables en mode MRM. Le dosage
de I'epoetin beta dans un échantillon de plasma humain en mode MRM avec ces deux
peptides marqués, en cumulant plusieurs transitions, a permis d’atteindre une limite de

quantification de I'ordre de 50 attomoles d’epoetin beta/uL de plasma humain.

Vers une approche universelle....

Notre travail avait pour objectif le développement d’une stratégie de quantification de
protéines médicaments dans le plasma humain. Appliquée a [I'epoetin beta aux
concentrations attendues en thérapeutique, c’est-a-dire d’environ 1 fmole/uL de plasma, la
stratégie proposée permet de situer la limite de quantification a environ 50 attomoles
d’epoetin beta par uL de plasma. L’objectif quantitatif est donc atteint dans le cas de 'EPO.
Cependant, plusieurs points de la stratégie analytique doivent faire I'objet d’améliorations
afin de donner a notre approche plus de robustesse ou de rapidité. Des propositions
d’amélioration seront faites plus loin.

L’'une des originalités de notre approche devait étre son caractére universel. Pour
aller dans ce sens, une deuxiéme protéine modéle a été étudiée. Pour le choix de celle-ci,

nous avons pris en compte le fait que de nombreuses protéines médicaments sont

207



aujourd’hui pégylées. S’attaquer a la quantification d’'une protéine pégylée représente un défi
intéressant a relever pour prouver I'adaptation possible de notre stratégie aux nouvelles
générations de médicaments dits « retards ». Idéalement nous aurions souhaité pouvoir
disposer de I'epoetin beta pégylée qui n’était malheureusement pas disponible a I'époque, ce
qui aurait évidemment facilité la mise au point de certaines étapes déja explorées.

Nous nous sommes par conséquent intéressés a une autre protéine médicament :
linterféron alfa-2b pégylé. Nous avons pu tirer profit de la présence du greffage PEG afin
d’isoler et de caractériser les peptides porteurs du PEG qui sont caractéristiques de
l'interféron pégylé, c’est-a-dire de la part active du médicament. Il s’agit donc d’une étape
décisive pour le dosage des especes reellement actives de ce médicament retard, qui
confére potentiellement a notre stratégie un niveau de spécificité supérieur a une méthode
d'immunoassay ou de bioassay. Il faut cependant rester prudent puisque cette étude
préliminaire conduite sur un échantillon d’interféron pégylé purifié n'a pas été mise a
I'épreuve sur un échantillon plasmatique complexe.

Par ailleurs, le volet quantification du travail sur l'interféron n’a pas pu étre exploré a
ce jour. Rien ne semble cependant s’opposer a la mise en ceuvre de notre stratégie de
quantification sur les peptides pégylés isolés. L’étape d’isolement spécifique des peptides
pégylés pourrait s'insérer dans notre stratégie de quantification directement aprés I'étape de

protéolyse.

Bilan : points forts et point faibles de la méthode

Il nous faut recenser et évaluer les performances de notre approche mais également
en révéler les limites et les lacunes au regard des autres points clés évoqués au début de ce
travail.

Pour ce qui concerne les points forts de la méthode, les attentes en matiére de
performances analytiques ont été satisfaites :

-sensibilité : la limite de quantification a été évaluée a 50 attomoles/uL dans le
cas de I'epoetin beta dans le plasma humain. Cette limite pourrait étre encore
repoussée un peu plus loin dans le cas de protéines dont certains peptides
marqués pourraient présenter une meilleure efficacité d’ionisation.

-justesse : le fait de pouvoir baser la quantification sur plus d’'un peptide
confére a notre méthode une fiabilité de quantification intéressante, méme si
dans le cas de I'epoetin beta seulement deux peptides ont pu étre exploités.
-spécificité : celle-ci est assurée par plusieurs transitions en MRM pour chacun

des deux peptides.
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Dans I

points faibles :

-reproductibilité : les résultats obtenus sont cohérents avec deux technologies

d’analyse différentes ainsi que pour plusieurs concentrations de protéine

médicament.

état actuel de son développement, notre stratégie présente encore plusieurs

-rapidité : prés de 6 heures sont nécessaires au dosage d’'un échantillon, avec
néanmoins la possibilité de traiter simultanément plusieurs échantillons, a
I'exception des étapes courtes de déplétion et de chromatographie (20 min en
tout). Notamment, I'étape de protéolyse devrait étre considérablement
écourtée.

-facilité de mise en ceuvre : au maximum de ses performances, notre stratégie

n'est accessible qu’aux laboratoires équipés de technologies permettant des
analyses MRM aprés chromatographie sur nanocolonnes. Les autres étapes
ne requierent que des équipements usuels avec une difficulté de mise en
ceuvre trés réduite.

-nombre _d’étapes : 5 étapes sont nécessaires, que la protéine soit ou non
pégylée.

-pertes de la protéine a doser: il s’agit du principal point faible de notre

stratégie méme si nous avons montré qu'’il ne s’agissait pas d’un handicap
majeur pour la quantification puisqu’il est possible d’évaluer cette perte avec
une précision raisonnable. L’'étape responsable de ces pertes importantes a
été identifite. Comme nous le verrons dans les perspectives, des
améliorations sont envisagées.

-colt : ce point est difficile a évaluer mais peut étre estimé a 40 euros par
échantillon en comptant les mesures de spectrométrie de masse comme une
prestation payante d’une plateforme technologique

-robustesse : le fait que notre approche intégre une étape de protéolyse
enzymatique entame sa robustesse. Cependant le passage par le stade
peptide est essentiel a la sensibilité de notre approche.

-automatisation : dans sa forme actuelle, la méthodologie n’est pas

automatisée. Cependant certaines étapes peuvent I'étre. C'est le cas de la
déplétion (si elle est menée sur colonne et non plus sur cartouche), de la
chromatographie sur support de phase inversée C4 et de I'analyse MRM par
LC-ESI-MS/MS. En revanche, les étapes de protéolyse et d’évaporation sous
vide, menées simultanément pour plusieurs échantillons, sont moins

facilement automatisables mais ne monopolisent pas I'opérateur.
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II-PERSPECTIVES

Nous envisageons d’améliorer la stratégie en plusieurs points :

La perte de la protéine a doser : il s’agit de l'inconvénient majeur de la

stratégie. L’étape de reprise de I'échantillon protéique amené a sec en
sortie de chromatographie de polarit¢é de phase inversée n’est pas
satisfaisante. Nous avons l'intention d’optimiser cette étape en utilisant
d’autres solvants soit organiques (a base d’isopropanol par exemple), soit
contenant des agents chaotropiques (comme l'urée ou le chlorure de
guanidinium). Nous ne disposerons malgré tout que d’'une latitude faible a
ce niveau, puisque les conditions de reprise envisagées doivent rester
compatibles avec I'étape de protéolyse qui suit.

La perte de la protéine a doser (bis) : les résultats obtenus en mode MRM

tendent a montrer que le couplage LC-ESI-MS/MS aurait peut étre pu
s’accommoder d’une complexité plus importante de I'échantillon analysé.
Cela remet en question l'intérét de la chromatographie de polarité de
phase inversée C4. Si cette étape ne s’avére plus indispensable, on évite
donc I'étape critique qui suit, de reprise de I'échantillon séché et donc les
pertes dramatiques de protéine a doser associées.

Pour compenser l'absence de cette étape de chromatographie nous
proposons d’utiliser en couplage avec le spectrométre ESI-Q-TRAP une
colonne de chromatographie de polarité de phase inversée C18 de plus
grand diamétre : remplacement de la colonne de nanochromatographie de
75 pum par une colonne de 300 um voire 1 mm.

Les problemes liés a I'étalon interne : afin de minimiser les risques liés a

une mauvaise utilisation de I'étalon interne, nous envisageons de tester
I'efficacité du marquage chimique directement sur la protéine entiere. Ainsi
le marquage différentiel du lot de protéine a doser (par le réactif D0O) et du
lot servant d’étalon (par le réactif D4) aurait lieu trés tot dans la stratégie et
ameénerait les deux échantillons a subir rigoureusement les mémes
étapes. Le choix de la protéolyse par la trypsine devra alors étre remis en
cause, a la lumiére des transitions utilisables en MRM pour quantifier la
protéine.

La quantification des protéines médicaments pégylées : une fois optimisée

sur une protéine non pégylée la stratégie pourra étre testée sur une
protéine pégylée. |l s’agira de renoncer a I'étape de purification par

chromatographie C4 et d’effectuer la protéolyse en sortie de colonne de
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déplétion (en vérifiant que cette étape de déplétion n’affecte pas une
protéine pégylée). L'étape de chromatographie d’exclusion par la taille
destinée a tirer profit de la présence du PEG pour isoler les peptides

pégylés pourra alors étre introduite a ce niveau.

Nous envisageons par ailleurs de vérifier la fiabilité du dosage de I'epoetin beta par
notre approche en réalisant une comparaison avec les résultats délivrés par des méthodes
de dosage plus usuelles. Les mémes échantillons plasmatiques d’epoetin beta seront dosés
simultanément par notre approche et par la méthode ELISA utilisée en routine. Pour ce test
nous disposons d’ores et déja d’échantillons plasmatiques intéressants, provenant d'une
étude que nous avons menée sur I'adsorption de I'epoetin beta injectée sur différents sites
de la ligne veineuse d’hémodialyse (Etude SITEPO™: collaboration pharmacie centrale Haut

Lévéque CHU de Bordeaux et Service d’hémodialyse Pellegrin CHU de Bordeaux).

L’approche de quantification universelle des protéines médicaments présentée dans
ce document repose sur une idée simple. Sa mise en ceuvre pouvait constituer un pari
risqué. Cependant, la pertinence d’'une idée est parfois confortée indirectement par le fait
que d’autres personnes ont eu sensiblement la méme idée presque en méme temps. Ainsi,
la société Applied Biosystems a présenté lors du congrés de I'’American Society of Mass
Spectrometry en juin 2008 une solution commerciale de dosage des protéines basée sur le
marquage différentiel des peptides couplé & une étude MRM : le concept mTRAQ™. Cette
méthodologie ressemble en de nombreux points a notre approche. Au contraire des réactifs
ITRAQ™, les deux réactifs mTRAQ™ ne sont pas isobares, présentent une spécificité pour
les amines primaires et peuvent donc marquer potentiellement tous les peptides sur leur
groupement amino terminal et sur les résidus lysine. La société Applied Biosystems s’est
montrée intéressée par une étude comparée de leur solution mTRAQ™ et de notre approche

impliquant les réactifs DO et D4, qui est en cours de réalisation.
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ANNEXE
PARTIE EXPERIMENTALE

213



214



CHAPITRE 7 :

ANNEXE
PARTIE EXPERIMENTALE

Nous avons regroupé dans ce chapitre quelques méthodes utilisées dans les
différentes parties de ce travail et dont le détail aurait alourdi les résultats exposés dans les

parties précédentes.

. L’epoetin beta: versant expérimental de la stratégie de
quantification

L’epoetin beta utilisée dans toutes les expériences provient de la spécialité
Néorecormon® 6 000 UI/0,3 mL conditionnée en seringues pré-remplies ce qui correspond a
49,8 ug d’epoetin beta/0,3 mL (1 Ul d’epoetin beta = 0,0083 ug d’epoetin beta) (Vidal, 2008)
soit 4 880 fmoles d’epoetin beta/uL (considérant une masse moléculaire de I'epoetin beta de
34000 Da (Roche, 1998)).

A. ETAPE 1 : déplétion des protéines majoritaires du plasma

1. Protocole de déplétion sur Spin cartridge Hu7® Agilent

Les échantillons de plasma contenant I'epoetin beta a doser (12 pL) ont été dilués
dans 188 pyL de tampon A d’Agilent qui favorise la retenue de 90 % de 7 protéines
plasmatiques majoritaires. |l s’agit d’'une solution de sel de phosphate a pH 7,4 contenant
0,02 % de NaNj.

L’échantillon introduit dans la cartouche est lavé avec 1 mL de tampon A par
centrifugation (en 3 étapes de 2,5 minutes a 100 g), éluant les protéines non retenues dont
I'epoetin beta. Les protéines majoritaires du plasma retenues par la cartouche sont éluées
par 3 mL du tampon B d’Agilent (solution aqueuse d’'urée concentrée a pH 2,25) puis
éliminées. La cartouche est enfin rééquilibrée avec 1 mL du tampon A et peut étre réutilisée.

La composition précise des solutions tampon A et B n’est pas communiquée par le fabricant.
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2. Etude préliminaire du comportement de I’epoetin beta sur
la Spin Cartridge Hu7®

L’étude du comportement de I'epoetin beta sur la cartouche de déplétion ainsi que
I'effet de I'étape de concentration a été menée sur une quantité importante d’epoetin beta

(9760 fmoles) soumise :

(1) a la procédure de déplétion sur Spin cartridge Hu7® suivie de concentration
(2) a I'étape de concentration seule

(3) a aucune de ces deux étapes

Pour ce premier essai de concentration de I'’échantillon recueilli en sortie de
cartouche Hu7, nous avons utilisé le dispositif de concentration préconisé par le fournisseur
des cartouches de déplétion Hu7 (Spin concentrator® Agilent 5 000 Da).

Le protocole suivi par I'échantillon qui subit les deux étapes de déplétion et de
concentration est le suivant : en sortie de cartouche, I'échantillon recueilli dans 1 000 uL de
tampon A (soit en théorie 9 760 fmoles/1 000 pL de tampon A) est concentré a l'aide des
concentrateurs Agilent fournis dont la membrane présente une porosité de 5 000 Da. Le
protocole de centrifugation recommandé par le fabricant est appliqué (centrifugation de 4
000 g a 20°C pendant 30 minutes). Le concentrat (partie supérieure) est récupére,
protéolysé (rapport trypsine/EPO 1/50 mole/mole, tampon NH;HCO3; 100 mM finale, réaction
de 4 heures a 37°C), dessalé (ZipTip'™ C18) puis analysé par MALDI-Q-TOF en mode MS.

B. ETAPE 2 : concentration de I’échantillon déplété

1. Concentration par les différents types de concentrateurs

Les dispositifs de concentration ont été utilisés en respectant les indications données

par les fournisseurs.

a) Spin concentrator® Agqilent 5 000 Da (1 000 uL)

Les essais ont été menés sur des solutions d’epoetin beta de 9 760 fmoles/1 000 pL
de tampon A d’Agilent. Les 1 000 yL d’échantillon d’epoetin beta sont concentrés en une
étape de centrifugation @ 4 000 g en 30 minutes. Les concentrats recueillis ont été

protéolysés et analysés par MALDI-Q-TOF en mode MS.
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b) Vivaspin® Vivascience 3 000 Da et 5 000 Da (500 ulL)

Les essais ont été menés sur des solutions d’epoetin beta de 9 760 fmoles/1 000 pL
de tampon A Agilent. Les 1 000 uL d’échantillon d’epoetin beta sont concentrés en deux
étapes successives de centrifugations de 500 pyL a 10 000 rpm en 10 minutes. Les

concentrats recueillis ont été protéolysés et analysés par MALDI-Q-TOF en mode MS.

c) Microcon® 3 000 et 10 000 Da (500 uL)

Les essais ont été menés sur des solutions d’epoetin beta de 9 760 fmoles/120 pL de
tampon A Agilent. Le faible volume permet I'analyse des filtrats. Les 120 yL d’échantillon
d’epoetin beta sont concentrés en une étape de centrifugation a 12 000 g pendant 6 minutes
pour le Microcon® 10 000 et 36 minutes pour le Microcon® 3 000.

Le retournement du dispositif permet une meilleure efficacité de récupération de
I’échantillon au moyen du ringage de la partie inférieure de la membrane par 50 uL d’eau et
d’'une centrifugation 5 minutes a 5 000 g. Les concentrats et les filtrats ont été protéolysés et
analysés par MALDI-Q-TOF en mode MS.

2. Concentration par microchromatographie Zi|c>TipT"’I C4

a) Principe du ZipTip™ C4

Le ZipTip™ C4 (Millipore) est un systtme de microchromatographie & polarité de
phase inversée sur support C4. Le ZipTip™ C4 est un cdne de 10 uL pour pipette contenant
a son extrémité 0.6 pyL de phase stationnaire de chromatographie a polarité de phase
inversée C4. Pour 'adapter au dessalage et a la concentration d’un échantillon de 1 000 pL,

le ZipTip™ C4 a été monté a I'extrémité d’'un embout de micropipette de 1 000 pL (Gilson).

La microchromatographie permet de concentrer I'échantillon dans un volume de
quelques microlitres. L’échantillon protéique peut alors étre soit directement analysé par
MALDI-TOF en mode linéaire soit soumis a protéolyse. Les peptides produits ont été
analysés par MALDI-Q-TOF en mode MS.
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b) Détermination du volume maximal d’échantillon qu’il est
possible de concentrer par ZipTip'" C4

Cette étude a été conduite sur quatre échantillons contenant 4 880 fmoles d’epoetin
beta dans 20 L, 100 pL, 200 pL ou 1 000 pL de tampon A d’Agilent soumis au ZipTip™ C4.
Le chargement des 20, 100, 200 ou 1 000 yL d’échantillon a été effectué par trois cycles
d’aspiration puis de refoulement de I'échantillon.

Plusieurs cycles de lavage ont été effectués avec une solution d’eau avec 0,1 % de
TFA (12 cycles de ringage avec 20 uL d’une solution de 0,1 % de TFA dans I'eau).

L’élution finale de I'échantillon a été effectuée par 2 uL d’une solution ACN/eau 70/30
v/v avec 0,1 % de TFA.

L’échantillon élué a été soit soumis a protéolyse trypsique en vue de l'analyse des
peptides par MALDI-Q-TOF en mode MS, soit directement déposé sur une cible en vue de

'analyse des protéines entieres par MALDI-TOF en mode linéaire.

3. Concentration par minichromatographie Aguapore®
Brownlee C4 BU-300

a) Chromatographie de I’échantillon plasmatique déplété

Ce protocole de concentration a fait appel a une mini-colonne de chromatographie
Aquapore® Brownlee C4 BU-300 a particules de 7 ym et de taille 30 x 2,1 mm (Perkin
Elmer) montée sur un systéme de Chromatographie Liquide Haute Performance (Surveyor,

ThermoFinnigan).

Les conditions optimales de chromatographie permettant I'élution rapide de I'epoetin
beta a un temps de rétention distinct des sels et d’'une partie des protéines plasmatiques ont
été recherchées.

La chromatographie a donc été réalisée sur une durée de 12 min en mode gradient
de deux phases mobiles A (eau 100 % avec 0,05 % de TFA) et B (ACN/isopropanol 80/20
v/v avec 0,05 % de TFA) et au débit de 0,2 mL/min. Le pourcentage de phase B augmente
de 0 a 90 % entre 0 et 4 min, reste a 90 % de 4 a 10 min puis redescend a 0 % entre 10 et
12 min. L’injecteur automatique a été programmé pour injecter I'échantillon de 1 000 pL
d’epoetin beta dans le tampon A Agilent obtenu en sortie de cartouche Hu7, en 4 étapes de

250 L chacune.
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L’epoetin beta est détectée par son absorbance a 280 nm dans la fraction [11-12]
minutes. Cette fraction est collectée au moyen d’un collecteur de fractions (Fraction collector

FC 205, Gilson) programmé pour collecter une fraction par minute d’analyse.

b) Concentration de la fraction de chromatographie
collectée par évaporation sous vide en vue de sa protéolyse

La fraction [11-12] min (soit un volume d’échantillon de 200 uL) est concentrée a

50 uL par évaporation sous vide de 30 min (SpeedVac, Savant) en vue de sa protéolyse.

4. Protocole de concentration par chromatographie Vydac®
C4 214TP

a) Chromatographie de I’échantillon plasmatique déplété

Ce protocole de concentration a fait appel a une colonne de chromatographie plus
résolutive que la minichromatographie Aquapore® Brownlee C4. Il s’agit d’'une colonne de
chromatographie Vydac® C4 214TP Reversed Phase a particules de 5 ym et de taille 4,6 x
150 mm (Grace) montée sur un systéme de Chromatographie Liquide Haute Performance
Waters composé d’un module de séparation (2695 separation module) et d’'un détecteur UV

(996 photodiode array detector).

Les conditions optimales de chromatographie permettant I'élution rapide de I'epoetin
beta a un temps de rétention distinct des sels et d’une partie des protéines plasmatiques ont
été recherchées.

La chromatographie a donc été réalisée sur une durée plus longue de 26 min en
mode gradient de B (ACN/isopropanol 80/20 v/v avec 0,05 % de TFA) dans A (eau 100 %
avec 0,05 % de TFA) au débit de 1 mL/min. Le pourcentage de phase B augmente de 0 a
40 % entre 2 et 3 min, puis de 40 a 70 % entre 3 et 15 min, puis de 70 a 95 % entre 15 et 18
min, reste a 95 % de 18 a 22 min puis redescend a 0 % entre 22 et 24 min. L’injecteur
automatique a été programmé pour injecter I'échantillon de 1 000 uL d’epoetin beta dans le
tampon A d’Agilent obtenu en sortie de cartouche Hu7, en 5 étapes de 200 pL chacune.

L’epoetin beta est détectée par son absorbance a 280 nm dans la fraction [10,5-11,5]
minutes. Cette fraction est collectée au moyen d’un collecteur de fraction (Fraction collector

FC 205, Gilson) programmé pour collecter une fraction par min d’analyse.
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Entre chaque injection d’'un échantillon plasmatique sur la colonne Vydac® C4, trois
cycles de rincage de 12 min sont effectués pour éliminer les protéines plasmatiques
restantes dans la colonne et susceptibles d’interférer avec [linjection suivante. La
chromatographie de ringcage est réalisée en mode gradient des deux mémes phases mobiles
A et B et au débit de 1 mL/min. Le pourcentage de phase B augmente de 0 a 90 % entre 0 et
2 min, reste a 90 % de 2 a 6 min puis redescend a 0 % entre 6 et 8 min. L’injecteur
automatique effectue lors de chaque cycle une injection de 200 pyL d’eau ce qui assure un

ringage supplémentaire a son ringage automatique.

b) Concentration de la fraction de chromatographie
collectée par évaporation sous vide en vue de sa protéolyse

La fraction [10,5-11,5] min (soit un volume d’échantillon de 1 000 uL) est évaporée a

sec sous vide durant 1 h 30 min (SpeedVac, Savant) en vue de sa protéolyse.

L’étape d’évaporation a sec et de reprise de I'échantillon collecté a dd faire I'objet
d’'une mise au point précise. En ayant tout d’abord voulu éviter d’évaporer a sec par crainte
de pertes lors de la remise en solution, nous avions constaté que si le volume non évaporé
était supérieur a 10 L, la protéolyse trypsique était perturbée et de nombreux peptides de
I'epoetin beta n’étaient pas retrouvés. Devant la difficulté technique a garder de maniére
reproductible un faible volume non évaporé, les échantillons ont été amenés a sec. Il a donc

fallu optimiser les conditions de remise en solution.

La meilleure solution trouvée a consisté en une reprise dans 5 pL d’une solution
d’ACN/eau 50/50 (v/v) suivi d’un cycle de vortex 30 sec/centrifugation 30 sec puis addition
de 45 uL d’eau suivi d’'un second cycle vortex 30 sec/centrifugation 30 sec/ultrasons 30 sec.
L’échantillon de 50 pL obtenu aprés mise en ceuvre de notre protocole de
concentration/reprise aprés chromatographie C4 était ainsi adapté a I'étape de protéolyse

qui suit, ainsi qu’a celle de dérivation chimique des peptides.

C. ETAPE 3 : protéolyse trypsique

La protéolyse trypsique a été effectuée au moyen d’une solution aqueuse de trypsine

de pancréas de porc (Sigma Aldrich).
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1. Etude préliminaire d’efficacité de la protéolyse trypsique
dans le tampon A d’Agilent

Cette étude indispensable dans la mesure ou I'échantillon plasmatique est soumis a
la Spin Cartridge® Agilent, a été effectuée sur deux échantillons d’epoetin beta préparés
dans les mémes conditions. Dans le premier I'epoetin beta est diluée dans I'eau, dans le
second I'epoetin beta est diluée dans le tampon A d’Agilent pur tel qu’il est utilisé pour la

déplétion.

Les deux échantillons contenant 144 fmoles d’epoetin beta/uL ont été soumis aux
conditions standard de protéolyse trypsique (rapport trypsine/EPO 1/50 mole/mole, tampon
NH4HCO; 100 mM finale, réaction de 4 heures a 37°C). L’échantillon protéolysé est ensuite
dessalé par microchromatographie sur ZipTip™ C18, les peptides élués dans 1 pL
d’ACN/eau 7/3 avec 0,1 % de TFA puis analysés par MALDI-Q-TOF en mode MS.

2. Etude préliminaire de l'influence de la concentration en
trypsine et du temps de protéolyse

L'étude de linfluence de la concentration en trypsine a été conduite sur cing
échantillons d’epoetin beta dans I'eau préparés dans les mémes conditions, contenant 144
fmoles d’epoetin beta/uL. Ces échantillons ont été soumis a cing concentrations différentes
de trypsine (rapports trypsine/epoetin beta de 1/5, 1/10, 1/25, 1/50, 1/100 mole/mole) en
présence de tampon NH,HCO3; 100 mM finale. La réaction a lieu durant 4 heures a 37°C.
Les échantillons protéolysés ont été dessalés par microchromatographie sur ZipTip™ C18.
Les peptides élués dans 1 yL d’ACN/eau 70/30 v/v avec 0,1 % de TFA ont été analysés par
MALDI-Q-TOF en mode MS.

L’étude de linfluence du temps de protéolyse a été effectuée ensuite sur quatre
échantillons d’epoetin beta dans I'eau préparés dans les mémes conditions, contenant 144
fmoles d’epoetin beta/uL. Ces échantillons ont été soumis a protéolyse trypsique selon le
rapport trypsine/epoetin beta le plus favorable de 1/50 mole/mole, en présence de tampon
NH4sHCO; 100 mM finale. La réaction a lieu selon I'échantillon durant 2, 3, 4 ou 12 heures a
37°C. Les échantillons protéolysés ont été dessalés par microchromatographie sur ZipTip™
C18. Les peptides élués dans 1 uyL d’ACN/eau 70/30 avec 0,1 % de TFA ont été analysés
par MALDI-Q-TOF en mode MS.
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3. Conditions de protéolyse aprés concentration par
minichromatographie Aquapore® Brownlee C4

L’échantilon de 50 pL obtenu aprés concentration par minichromatographie
Aquapore® Brownlee C4 et évaporation sous vide est protéolysé pendant 4 heures a 37°C
avec 27 pmoles de trypsine porcine (Sigma) en milieu tamponné (NH4HCO3; 100 mM finale
pH 8).

La quantité de trypsine mise en jeu a été définie a partir de la quantité estimée de
protéines plasmatiques restantes aprés déplétion de I'échantillon par la Spin Cartridge®
Hu7. Cette quantité est approximativement de 133 400 fmoles de protéines/uL de plasma
mis en jeu lors de la déplétion, soit pour 12 pyL de plasma 1 600 pmoles. Etant donné que
I'étape de chromatographie Aquapore® Brownlee C4 élimine a son tour une quantité difficile
a déterminer de protéines plasmatiques dans I'échantillon, la quantité de trypsine mise en
jeu a da étre déterminée arbitrairement. Des essais ont été effectués avec 54 puis 27 pmoles

de trypsine. La meilleure limite de détection a été atteinte en utilisant 27 pmoles de trypsine.

4. Conditions de protéolyse trypsique totale aprés
concentration par chromatographie Vydac® C4.

La protéolyse trypsique menée dans les conditions standard (concentration

trypsine/epoetin beta 1/50 mole/mole, tampon bicarbonate d’ammonium 100 mM pH 8, 37°C,

4 heures) n’était pas totale.

Pour que la protéolyse soit totale il faut que I'échantillon de 50 uL obtenu aprés
concentration par chromatographie Vydac® C4, évaporation a sec sous vide et reprise soit
protéolysé pendant 4 heures a 37°C avec 9,76 pmoles de trypsine porcine (Sigma) en milieu
tamponné (NH,HCO3 100 mM finale pH 8).

Cette quantité de trypsine a été choisie pour permettre une protéolyse totale de
I'epoetin beta se trouvant dans un échantillon plasmatique. La quantité de trypsine mise en
jeu a été déterminée par des tests de différentes quantités inférieures a la quantité de 27
pmoles qui était utilisée aprés concentration par chromatographie Aquapore® C4 Brownlee,
étant donné que la chromatographie Vydac® C4 est beaucoup plus sélective

(chromatographie de concentration/purification).
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Ainsi, suite a I'étude préliminaire de marquage peptidique, tous les échantillons
aqueux d’epoetin beta de référence ainsi que tous les échantillons plasmatiques déplétés
des protéines plasmatiques majoritaires puis concentrés par chromatographie Vydac® C4,

ont été protéolysés avec 9,76 pmoles de trypsine permettant une protéolyse totale.

D. ETAPE 4 : marquage chimique isotopique

Les échantillons d’epoetin beta (pure ou plasmatique) a doser sont marqués par le
réactif DO aprés protéolyse réalisée a pH 8.

La réaction de marquage est provoquée par mise en présence de I'échantillon
peptidique a doser avec un volume équivalent de réactif DO en solution aqueuse de 0,8 M
(soit une concentration finale de 0,4 M).

La réaction a lieu pendant 3 heures a 55°C a pH 8, puis elle est arrétée par ajout
d’acide trifluoroacétique pur (TFA) a la quantité de 1 yL de TFA pour 10 uL de réactif DO a

0,8 M mis en réaction).

La solution étalon interne est préparée dans les mémes conditions expérimentales a
partir d’'une solution aqueuse d’epoetin beta protéolysée par la trypsine et traitée par un
volume équivalent d’une solution a 0,8 M du réactif lourd D4. Une quantité constante d’étalon
interne doit étre ajoutée a I'’échantillon de peptides trypsiques d’epoetin beta avant 'analyse

par spectrométrie de masse.

E. ETAPE 5 : analyse par spectrométrie de masse

1. Conditions d’analyse en protéine entiéere par MALDI-TOF
en mode linéaire

La calibration du MALDI-TOF en mode linéaire est réalisée avec une solution de BSA
a 25 pmoles/uL. La matrice est I'acide 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamique (acide
sinapinique), matrice convenant le mieux a l'analyse de composés de haute masse, a la
concentration de 5,6 mg/500 uL dans eau/ACN/TFA 50/50/0,1 v/v/v. La calibration porte sur
trois points : formes mono-, di- et tri- chargées de la BSA (masses moyennes de 66 431 Da,
33 216 Da et 22 144 Da respectivement).

Les échantillons protéiques sont préalablement dessalés par microchromatographie

ZipTip™ C4 et les protéines éluées (aprés plusieurs cycles de lavage avec une solution
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eau/TFA 0,1 %) dans un volume final de 1 pL d’une solution acétonitrile eau 70/30 avec
0,1 % de TFA.

0,5 uL de la solution de protéines (purifiées et concentrées sur ZipTip™) sont
déposés sur une cible MALDI-TOF avec une quantité égale de matrice acide 3,5-dimethoxy-
4-hydroxycinnamique (acide sinapinique), matrice a la concentration de 5,6 mg/500 yL dans
eau/ACN/TFA 50/50/0,1 viviv. Aprés séchage a température ambiante, I'analyse est réalisée

avec un spectrométre MALDI-TOF Reflex (Bruker).

2. Conditions d’analyse par MALDI-Q-TOF en mode MS ou
MS/MS

La calibration du MALDI-Q-TOF est effectuée une fois par semaine avec un mélange
de polyéthyléne glycol de masses moléculaires couvrant une gamme de masse allant
jusqu’a m/z 4000. Une correction est ensuite effectuée pour chaque spectre avec un point de
référence (Lockmass, Waters) correspondant a la mesure de masse d'un étalon (Glu-
fibrinopeptide a M+H* = 1570,6774 Da).

Les échantillons peptidiques a analyser (peptides marqués ou non marqués) sont
préalablement dessalés par microchromatographie ZipTip™ C18 (Millipore) et les peptides
sont élués (aprés plusieurs cycles de lavage avec une solution eau/TFA 0,1 %) dans un

volume final de 1 yL d’'une solution acétonitrile eau 70/30 avec 0,1 % de TFA.

0,9 pL de la solution de peptides trypsiques (purifiés et concentrés sur ZipTip™) sont
mélangés a un volume équivalent dune solution de matrice acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique (Sigma) a 3,6 mg/mL dans acétonitrile/eau 1/1 avec 0,1 % de TFA. Le
mélange est déposé sur une cible MALDI a 96 puits (Waters). Aprés séchage a température

ambiante, I'analyse est réalisée avec un spectrométre MALDI-Q-TOF Premier (Waters).

3. Conditions d’analyse par nano LC-ESI-Piége ionique
linéaire (LTQ)

En nano LC-ESI-Piége ionique linéaire (LTQ), le mélange peptidique marqué (ou
non) et surchargé (ou non) en étalon interne marqué D4 ne nécessite pas de dessalage C18

préalable puisqu’il subit une nanochromatographie C18.
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Les échantillons peptidiques préparés sont donc analysés par HPLC capillaire (LC
Packings, Amsterdam, The Netherlands) couplée a un spectrométre de masse nanospray
LTQ XL™ lon trap (ThermoFinnigan, San Jose, CA). Dix microlitres de I'échantillon
peptidique sont injectés sur une colonne (« trap column ») C18 PepMap™ de 300 pm x 5
mm (LC Packings) avec un débit de 30 pyL/min. Les peptides sont ensuite élués vers une
seconde colonne C18 PepMap™ (LC Packings), analytique cette fois de taille 75 um x 15 cm
avec un gradient linéaire de 5 a 40 % de solvant B sur 35 min. Le solvant A est composé de
0,1 % d’acide formique dans 5 % d’ACN dans H,O et le solvant B de 0,1 % d’acide formique
dans 80 % d’ACN dans H,O. Le débit de séparation est de 200 nL/min.

Le spectrométre de masse opére en mode positif avec une tension de 1,8 kV au
niveau de l'aiguille et de 33 kV au niveau du capillaire.

Les données sont acquises selon un mode alternant une MS (dans la zone de
masses 300-1 700 m/z) donnant la carte peptidique des ions multichargés et trois analyses
MS/MS sur les trois ions maijoritaires selon un mode d’exclusion dynamique. L’acquisition
des spectres MS/MS est effectuée avec une fenétre de sélection de l'ion parent de 2 m/z
(units ion isolation window) une énergie relative de collision de 35 %, et une exclusion

dynamique de 20 sec.

4. Conditions d’analyse par nano LC-ESI-Piége ionique
linéaire (Q-TRAP)

En nano LC-ESI-Piége ionique linéaire (Q-TRAP), le mélange peptidique marqué (ou
non) et surchargé (ou non) en étalon interne marqué D4 ne nécessite pas de dessalage C18

préalable puisqu’il subit une chromatographie C18.

Les échantillons peptidiques préparés sont dilués dans un volume final de 60 pL de
tampon eau/ACN/acide formique 98/2/0,5 v/v/v et analysés sur un systeme HPLC capillaire
en ligne (TEMPO 1D™ Nano LC-System, Applied Biosystems) couplé & un spectrométre de
masse 4000 Q-TRAP™ LC/MS/MS System (Applied Biosystems). Un aliquot de 10 pL de
chaque échantillon peptidique est injecté en 5 min sur une précolonne C18 PepMap™ 3 um,
100 A, 300 um de diamétre interne x 5 mm de long (Dionex). Les peptides sont ensuite élués
vers une seconde colonne C18 PepMap™ 3 um, 100 A, 75 ym de diamétre interne x 15 cm
de long (Dionex). La chromatographie est effectuée selon un gradient linéaire de 5 a 95 %

de solvant B sur 61 min, un plateau a 95 % de B pendant 5 min, puis un retour a 5 % de B.

225



Le solvant A est composé de 0,1 % d’acide formique dans 2 % d’ACN et le solvant B de
0,1 % d’acide formique dans 98 % d’ACN. Le débit de séparation est de 0,3 uL/min.

Il. L’interféron pégylé alfa 2b: versant expérimental du
protocole d’isolement spécifique des peptides pégylés en vue
de leur analyse par MALDI-Q-TOF en mode MS

L’interféron a-2b pégylé utilisé dans toutes les expériences provient de la spécialité
VIRAFERONPEG® (Schering-Plough) 150 ug/0,5 mL conditionnée en stylos pré-remplis
(cartouche bi-compartimentée). L’interféron a-2b non pégylé provient de la spécialité
INTRONA® (Schering-Plough) 18 M Ul/1,2 mL conditionnée en stylos pré-remplis (Vidal
2008). Deux solutions de concentrations équivalentes (0,3 pg/uL) d’interféron pégylé et de

son homologue non pégylé sont préparées pour nos expérimentations.

A. ETAPE 1 : protéolyse du PEGinterféron et de I'interféron
1. Réduction

La réduction consiste a rompre les ponts disulfures au moyen d’une solution aqueuse
de 1,4-dithiothreitol 8 5 mM (DTT, Boehringer Mannheim) ; 15 minutes ; 55°C.

2. Alkylation

L’alkylation a pour but de bloquer les fonctions SH libres pour éviter la reformation
des ponts disulfures. Elle est réalisée au moyen d’une solution aqueuse d’'iodoacétamide

(IAA, Sigma Ultra) a la concentration finale de 10 mM, 10 minutes a 20°C.

3. Protéolyse

La protéolyse a été effectuée au moyen d'une solution aqueuse de trypsine de
pancréas de porc (Sigma Aldrich) : rapport trypsine/interféron 1/50 mole/mole ; tampon TRIS
50 mM pH 8 ; réaction de 4 heures a 37°C.

B. ETAPE 2 : chromatographie d’exclusion de taille

La chromatographie d’exclusion de taille (High-Performance Size Exclusion

Chromatography HPSEC) a été réalisée sur une paire de colonnes HiTrap™ (Amersham
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Biosciences) montées en série sur une chaine de chromatographie liquide Smart System™
(Amersham).

Ces colonnes contiennent une phase stationnaire Sephadex G-25 Superfine, un
assemblage de billes de dextran permettant une séparation des espéces en fonction de leur
taille. La limite d’exclusion théorique de ces colonnes est de 5 000 Da. Par conséquent,

seuls les composés de masse moléculaire inférieure a cette limite sont retenus.

La phase mobile utilisée pour la séparation des peptides non pégylés et pégylés était
un tampon TRIS 50 mM/NaCl 150 mM pH 8 circulant au débit de 400 uL/min. Les peptides
€élués ont été détectés en UV a 214 et 280 nm puis collectés chaque minute par fractions de
400 pL.

C. ETAPE 3 : concentration par concentrateurs

La concentration par concentrateurs a été appliquée aux fractions de téte (soit de
hautes masses) de la chromatographie d’exclusion, contenant en théorie les peptides
pégylés et quelques peptides libres résiduels de grande taille.

Les fractions a concentrer et a débarrasser des composés de masse inférieure a
10 000 Da ont été introduites dans un concentrateur Vivaspin® 500 uL (soit une capacité
réelle de 100 a 600 pL) dont la membrane en polyéthersulfone permet un seuil de coupure
(cut-off) de 10 000 Da (Vivascience Sartorius).

La fraction de chromatographie collectée est soumise a 5 étapes successives de
centrifugations de 5 minutes a 10 000 g. Entre chaque étape de centrifugation, le concentrat
est dilué dans un volume d’eau maximal. Le dernier concentrat est soumis a la réaction de

clivage PEG/peptide.

D. ETAPE 4 : rupture des liaisons PEG/Peptide

Cette réaction de cassure de la liaison polymére-peptide a été effectuée par 500 mM
hydroxylamine (Sigma Aldrich), 1 heure a 20°C en milieu aqueux tamponné a pH 7 par de

'acétate d’ammonium 50 mM) (Lemaire, 1994).
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E. ETAPE 5 : analyse par spectrométrie de masse

1. Conditions d’analyse en protéine entiere par MALDI-TOF
en mode linéaire

Cf paragraphe I.E.1 de ce chapitre

2. Conditions d’analyse par MALDI-Q-TOF en mode MS ou
MS/MS

Cf paragraphe I.E.2 de ce chapitre
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CHAPITRE 8

ANNEXE
INFORMATIONS COMPLEMENTAIRES
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CHAPITRE 8 :

ANNEXE
INFORMATIONS COMPLEMENTAIRES

. La composition du sang et du plasma humains

Le sang humain est le liquide biologique le plus exploré. C’est un milieu trés
hétérogéne composé de deux phases : une phase cellulaire ou globulaire comportant trois
types d’éléments figurés (globules rouges ou hématies ou érythrocytes, globules blancs ou
leucocytes et plaquettes ou thrombocytes) et une phase liquide, le plasma, ou circulent les
éléments figurés. Le volume relatif d’éléments cellulaires/sang total donne I’hématocrite qui
est normalement de 45 %. Le sang est un milieu trés riche en protéines (22 %) réparties

dans les éléments cellulaires (2/3) et dans le plasma (1/3).

Lorsque le sang total est prélevé sans anticoagulant (héparine, citrate, EDTA...), il se
produit une coagulation sanguine rapide physiologique par une cascade enzymatique qui
aboutit a la transformation du fibrinogéne en fibrine. Les éléments cellulaires se trouvent
alors emprisonnés dans la fibrine et constituent le caillot sanguin. Par centrifugation le caillot
sédimente et permet de récupérer le sérum. Par contre, lorsque le sang est prélevé avec
anticoagulant, aprés centrifugation la phase liquidienne ressemble au sérum, mais elle

comporte encore le fibrinogéne soluble : il s’agit du plasma.

Le plasma (ou le sérum) comporte plus de 300 protéines de structures différentes qui
représentent chez I'adulte sain entre 60 et 80 g/L. L’hétérogénéité des protéines
plasmatiques est également fonctionnelle (homéostasie, transport, anti-protéasiques,
hémostatiques, immunitaires...) et quantitative. En effet, il existe de trés grandes différences
entre les protéines plasmatiques qui peuvent étre classées en fonction de leur concentration
plasmatique :

— Protéines prédominantes (albumine, IgG) : 10 a 40 g/L

— Protéines majeures (fibrinogéne, transferrine, IgA, IgM) : 1 a 10 g/L

— Protéines mineures (plasminogéne, céruléoplasmaine) : 0,1 a 1 g/L

— Protéines traces (Protéine C Reactive, IgE, Rétinol Binding Protein) : < 0,1 g/L
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Sur la base de leur charge électrique et de leur solubilité dans I'eau pure, on
distingue essentiellement deux groupes de protéines plasmatiques : le groupe des
albumines et le groupe des globulines. Seules les protéines les plus abondantes sont citées
(nom, poids moléculaire, concentration dans le plasma en g/L et en mole/L) :

— ALBUMINES

Préalbumine : 55 000 Da : 0,1 a 0,4 g/L soit 18 pmoles/uL
Rétinol Binding Protein : 21 000 Da ; 0,035 a 0,090 g/L soit 2,9 pmoles/uL
Albumine : 66 000 Da ; 42 g/L soit 636 pmoles/uL
— GLOBULINES
alpha1 globulines
- a1 antitrypsine : 55 000 Da ; 1,9 a 3,5 g/L soit 49 pmoles/uL
- Orosomucoide : 41 000 Da ; 0,55 a 1,4 g/L soit 23,6 pmoles/uL

alpha 2 globulines
- Haptoglobine : 86 000 a 160 000 Da ; 0,5 a 1,5 g/L soit 8,3 pmoles/uL
- a2 macroglobuline : 850 000 Da ; 1,5 a 3,5 g/L soit 2,9 pmoles/uL

gamma globulines
- 1lgG:150000Da; 6 a8 g/L soit 46,6 pmoles/uL
- IgA:160 000 Da; 2 a4 g/L soit 18,7 pmoles/uL
- lgM:950 000 Da; 0,5a2g/L soit 1,3 pmoles/uL
- 1gD:185000 Da; 0,05 a 0,4 g/L soit 1,21 pmoles/pL
- IgE:0,17a1mg/L
— AUTRES
Transferrine : 76 000 Da ; 1 a 3 g/L soit 26,3 pmoles/uL
Fibrinogéne : 3 g/L soit 50 pmoles/uL

Aprés addition des concentrations respectives de chacune des protéines
plasmatiques présentées ci-dessus, la concentration totale approximative (les protéines
traces n’ayant pas été prises en compte) s’éléve a 884 pmoles de protéines/uL de plasma
humain soit 884 000 fmole/uL (Le Treut, 2001). Rappelons que la concentration attendue pour
I'epoetin beta que I'on veut quantifier dans le plasma est de I'ordre de 0,5 a 1 fmole/uL de
plasma. La concentration plasmatique de I'érythropoiétine endogéne est comprise entre

0,00244 et 0,029 fmole/pL.
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ll. Informations complémentaires concernant les différentes
spécialités pharmaceutiques d’érythropoiétine

Toutes les spécialités pharmaceutiques d’érythropoiétine commercialisées en 2008

sont utilisées dans le traitement de 'anémie.

A. Les spécialités d’epoetin alfa, beta, delta ou omega:
érythropoiétine de premiéere génération

Les spécialités d’epoetin alfa, beta, delta ou oméga, qui sont des érythropoiétines
humaines recombinantes (rHUEPQO), sont connues sous les noms commerciaux Epogen®
(Amgen), Epogin® (Chugai), Epomax® (Elanex), Eprex® (Janssen-Cilag), Neorecormon®
ou Recormon® (Roche), Dynepo® (Shire Pharmaceuticals) et Procrit® (Ortho-Biotech). Pour
toutes ces spécialités, la séquence de I'epoetin est identique a celle de I'érythropoiétine
endogeéne. Ce sont des variations de leurs motifs de glycosylation qui distinguent ces
produits (expasy). La différence de motifs de glycosylation est liée aux conditions de synthése
de la protéine ainsi qu’au type de cellules utilisées : cellules d’ovaires de hamsters chinois

(epoetin alfa, beta et darbepoetin alfa), cellules humaines HT-1080 (epoetin delta).

B. Formes pharmaceutiques biosimilaires a I’epoetin alfa
érythropoiétine de premiére génération

Des formes pharmaceutiques biosimilaires a I'epoetin alfa sont apparues récemment
sur le marché. Ces médicaments biosimilaires appelés également « epoetin zéta » ont une
structure théoriquement identique au médicament « copié » mais n’étant pas produits par le
méme procédé de fabrication, ils ne sont pas strictement bioéquivalents et ne peuvent pas
porter le nom de « génériques ». En effet, chaque procédé de biotechnologie utilisé pour la
fabrication de ces médicaments est, a cause de sa complexité, difficlement reproductible a

l'identique, et de plus appartient au laboratoire qui a initialement développé le principe actif.

C.La darbépoétin alfa : érythropoiétine de deuxiéme

génération

La darbépoétin alfa ou Aranesp® (Amgen) contrairement aux spécialités présentées
précédemment présente une structure en acides aminés différente de I'érythropoiétine

naturelle par substitution de 5 acides aminés (Asn-57, Thr-59, Val-114, Asn-115 et Thr-117).

Ces substitutions engendrent la présence sur la darbépoétine alfa de 2 sites de N-
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glycosylation supplémentaires. En raison de sa teneur importante en glucides, sa demi-vie

terminale in vivo est plus longue que celle des epoetin alfa, beta, delta et oméga (rHUEPO).

D.La méthoxy polyéthyléene glycol-époétine béta
érythropoiétine de troisieme génération

La méthoxy polyéthylene glycol-époétine béta ou Mircera® (Roche) est la
conjugaison d’une protéine produite par la technique de ’'ADN recombinant dans les cellules
d’ovaires de hamsters chinois et d’'un méthoxy polyéthyléne glycol (PEG) linéaire. Cette
molécule est un activateur continu du récepteur de 'lEPO qui montre une activité au niveau
du récepteur différente de celle de 'EPO, caractérisée par une association plus lente et une
dissociation plus rapide du récepteur et une activité spécifique plus élevée in vivo ainsi
gu’une demi-vie plus longue (Vidal, 2008).

Le tableau VIII.1 présente la liste des agents stimulant [Iérythropoiése
commercialisés dans le monde ainsi qu’un comparatif des principales caractéristiques de

chacun des agents lorsque les données sont disponibles.
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Tableau VIII.1 : Tableau comparatif des structures et des demi-vies des différents
agents stimulant I’érythropoiése commercialisés dans le monde (certaines
informations ne sont pas disponibles)(Vidal, 2008)

Dénominations | Noms de spécialités . Poids L
o s Fraction . - . . Demi-vie
Communes (**commercialisées < Fraction glucidique | moléculaire .
. protéique plasmatique
Internationales en France) global
58 % 42 %
**EPREX® : .
EPOGEN® 125m?r(1:§ses 31'\(13-? l?/c(?oss}, I?atlt?onns 32000 IV:4-5h
Epoetin alfa EPOGIN® glycosy a SC - oam
PROCRIT® - EPO ~EPO 40 000 Da
endogéne endogéne
60 % 40 %
ZNEORECORMON® 125m?r?§ses ¥ '\(l)-?glj?/;:osgyll?atlt?onns IV :4-12 h
Epoetin beta RECORMON® 34000 Da SC:13-28 h
= EPO = EPO
endogéne endogéne
Epoetin delta *DYNEPO® = EPO =~ EPO ) IV:47-13 h
P endogéene endogéne SC:27-33 h
. EPOMAX®
Epoetin omega - - - -
SILAPO®
Epoetin zeta RETACRIT® - - - -
165 acides 5N-glycosylations
Darbepoetin **ARANESP® amines 1 O-glycosylation ] IV:21h
alfa 4 EPO # EPO SC:73h
endogéne Endogéne
Méthoxy o dEgP; . - dEgP; . 30000Da | IV:134h
polyéthyléne *MIRCERA®
glycol-époétine E— + méth Ivéthvie Ivcol SC : 139-
beta methoxy polyethylene glyco 30 000 Da 142 h
linéaire (PEG)

lll.Informations complémentaires concernant les différentes

spécialités pharmaceutiques d’interféron

A. Pharmacologie de I'interféron

Les interférons exercent leurs activités en se fixant a des récepteurs spécifiques de la
membrane cellulaire et déclenchent une séquence complexe de réactions intracellulaires. La
liaison de linterféron alfa-2 aux récepteurs hétérodimériques IFNAR1/IFNAR2 situés sur la
membrane des hépatocytes (figure VIII.1) entraine l'activation de Jak1 (Janus kinase) et de
Tyk2 (Tyrosine kinase). Jak1 et Tyk2 activent a leur tour leurs substrats Stat1 et Stat2 qui
forment un complexe multimérique. Ce complexe Stat1/Stat2 aprés translocation dans le
noyau de la cellule se lie aux « interferon alfa-2-stimulated reponse elements (ISRE) » des

promoteurs des « interferon alfa-2-stimulated genes (ISG) » (Grace et al., 2005).
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Figure VIIl.1. Signaux intracellulaires déclenchés par la liaison de ’interféron alfa a
son récepteur (d’aprés Grace et al, 2004)

L’'induction de certaines enzymes qui résulte de cette cascade de réactions
intracellulaires serait en partie responsable des diverses réponses cellulaires a I'interféron :
l'inhibition de la réplication virale dans les cellules infectées par le virus, la suppression de la
prolifération cellulaire ainsi que des activités immunomodulatrices (amélioration de I'activité
phagocytaire des macrophages, augmentation de la cytotoxicité spécifique des lymphocytes

pour les cellules cibles) (Vidal, 2008).

Bien que le mode d’action antiviral exact de l'interféron alfa-2b recombinant ne soit

pas connu, il semble modifier le métabolisme de la cellule héte.

B. Production

Le médicament est une forme stérile, stable, hautement purifié de l'interféron alfa-2b,
obtenu par les techniques d’ADN recombinant. Il s’agit donc d’une protéine recombinante,
hydrosoluble et ayant un poids moléculaire d’environ 19 300 daltons. La protéine
recombinante est obtenue a partir d’'un clone d’Escherichia coli qui abrite un plasmide

hybridé par génie génétique renfermant un géne d’interféron alfa-2b humain leucocytaire.
Le peginterféron alfa-2b, conjugué covalent d’interféron alfa-2b recombinant avec le

monométhoxy-polyéthyléneglycol posséde un poids moléculaire moyen approximatif de
31 300 Daltons.
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C. Indications thérapeutiques

Le peginterféron alfa-2b est indiqué dans le traitement des patients adultes atteints
d’hépatite C chronique possédant des transaminases élevées en [I'absence de
décompensation hépatique et ayant un ARN-VHC sérique positif ou des anticorps anti-VHC

positifs.

Le traitement de référence de I'hépatite C est I'association interféron pégylé (PEG
IFN)/ribavirine (RBV). En effet, cette association permet d’obtenir une disparition durable de
I’ARN-VHC chez 60 % des sujets, soit 88 % pour les sujets génotype 2 et 3 et 48 % pour les
sujets génotype 1 (Girard et al., 2007).

L’interféron en monothérapie est indiqué principalement en cas d’intolérance ou de

contre indication a la ribavirine.

La prise en charge des patients co-infectés VIH-VHC doit prendre en compte en plus
des critéres classiques de l'infection VHC le statut immunitaire du patient et les médicaments
antirétroviraux éventuellement associés (effets secondaires imputables aux traitements et
interactions possibles entre les différentes molécules). La démarche thérapeutique est
différente selon que le patient co-infecté est sous traitement antirétroviral ou non. Une
priorité doit étre établie pour le traitement anti-VIH ou pour le traitement anti-VHC (Girard et
al., 2007).

D. Profil pharmacocinétique des interférons alfa-2b

1. L’interféron alfa-2b

Les concentrations sériques moyennes d’interféron aprés une injection sous-cutanée
et intramusculaire sont comparables. Les demi-vies d’élimination de l'interféron administré
par voie SC ou IM sont respectivement de 2-3 heures et 6-7 heures. Les taux sériques
maximaux sont observés entre 3 et 12 heures apres l'injection puis se situent en dessous de

la limite de détection respectivement 16 et 24 heures aprés l'injection SC ou IM.

Aprés administration intraveineuse, la demi-vie d’élimination de linterféron est de 2

heures, et son taux sérique n’est plus détectable 4 heures aprés la perfusion. .
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2. L’interféron alfa-2b pégylé

Le peginterféron alfa-2b est un dérivé « pégylé » de linterféron alfa-2b et

principalement composé d’éléments monopégylés.

Les propriétés susceptibles d’étre améliorées par la pégylation sont :

une solubilité augmentée autorisant des modalités d’administration plus
favorables

une résorption facilitée

une clairance rénale de la substance active diminuée associée a un
allongement du temps de demi-vie d’élimination plasmatique

un maintien et une stabilisation des concentrations plasmatiques dans le
temps permettant de reproduire le schéma pharmacocinétique d’une
administration continue

une moindre immunogeénicité et une faible antigénicité

une toxicité réduite

une résistance renforcée a la protéolyse

Ainsi, le temps de demi-vie d’élimination plasmatique du peginterféron alfa-2b est

prolongé comparativement avec linterféron alfa-2b non pégylé. Le peginterféron alfa-2b est

susceptible de se dépégyler en interféron alfa-2b libre. Aprés administration sous-cutanée,

les concentrations sériques maximales apparaissent entre 14-44 heures et sont maintenues

jusqu’a 48-72 heures apreés l'injection. La demi-vie d’élimination moyenne est de 40 heures.

L’ensemble de ces facteurs est en faveur d'une efficacité clinique au minimum

équivalente voire supérieure a celle de la substance active non pégylée ainsi que d'un

meilleur confort et d’'une qualité de vie améliorée pour le patient.

E. Effets indésirables de I'interféron

Les effets indésirables dus a l'interféron, les plus couramment rapportés, sont la

fievre, la fatigue, les céphalées et les myalgies.
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F. Echappement thérapeutique aux interférons alfa-2b

Le taux de réponse aux traitements actuels de I'hépatite C est de I'ordre de 100 %
chez les patients porteurs des génotypes 2 et 3 du VHC aprés 24 semaines de traitement
alors qu’il n'est que de 63 % chez les patients porteurs du génotype 1 aprés 48 semaines de
traitement (Baker, 2003). Certaines études de cinétique virale suggérent que cette mauvaise
réponse au traitement serait liée a une sensibilité diminuée du virus au médicament et/ou a

des concentrations plasmatiques en interféron alfa-2 non adaptées.

Par conséquent, des études pharmacocinétiques, pharmacodynamiques et des
études dose d’interféron-cinétique virale s’averent nécessaires pour les patients porteurs du
VHC génotype 1. |l faut pour cela étre capable de doser spécifiquement et précisément dans
le plasma humain linterféron alfa-2 et ses nouvelles formes pégylées. Cependant, cette
cytokine est trés difficile a doser dans un échantillon humain a cause de la présence
d’interféron endogéne et des trés faibles concentrations de I'interféron médicament (Vrolijk et
al., 2003).

G. Les différentes spécialités d’interféron actuellement sur le
marché

Il existe deux types d’interférons : les interférons alfa-2a ou 2b « classiques » devant
étre injectés trois fois par semaine et les interférons pégylés alfa-2a ou 2b « retards »
permettant une seule injection par semaine. Ces derniers sont indiqués chez les patients
naifs et en rechute associés a la ribavirine, ou en monothérapie en cas d’intolérance ou de
contre-indication a la ribavirine. Le tableau VIII.2 présente les 5 spécialités d’interféron avec
leurs posologies et leurs caractéristiques propres.

Les posologies des interférons (et de ribavirine) varient en fonction du poids et la
durée du traitement en fonction du génotype. La durée du traitement est de 24 semaines (6
mois) pour les génotypes 2 et 3 (réputés bons répondeurs) et de 48 semaines (12 mois) pour
le génotype 1 si le patient est répondeur aprés 12 semaines (M3) de traitement. Le
traitement sera de 48 semaines (12 mois) pour les génotypes 4, 5 et 6.

Les interférons retard pégylés ont autant d’effets secondaires que les interférons non
pégylés mais sont plus efficaces sur l'infection a VHC tous génotypes confondus (Girard et al.,
2007).
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Tableau VIII.2. Médicaments de I’hépatite C : les interférons et leurs posologies dans
le traitement de I’hépatite C (Vidal, 2008)

DCI SPECIALITES VOIES / POSOLOGIES Poids T1/2
moléculaire | d’élimination
Interféron alfa-2b INTRON A® Voie SC/ IV 19 300 Da SC:2-3h
Adultes : 3 MUI x 3/semaine
(Schering-Plough) IV :6-7h
Enfants >= 3 ans : 3 MUI/m?
X 3/semaine
Interféron alfa-2b | VIRAFERON® Voie SC 19 300 Da SC:2-3h
Adultes : 3 MUI x 3/semaine
(Schering-Plough) IV :6-7h
Enfants >= 3 ans : 3 MUI/m?
X 3/semaine
Interféron alfa-2a | ROFERON®-A Voie SC et IM Non IV:3,7-8,5h
Combiné a la ribavirine : communiqué
(Roche) 3 a4.5 MUI x 3/semaine Non
communiqué
En monothérapie : pour voies SC
3 a 6 MUI x 3/semaine et IM
Interféron alfa-2b | VIRAFERON Voie SC 31 300 Da SC:40h
péqylé PEG® Combiné 3 la ribavirine :
1.5 pg/kg/semaine (dont PEG
(Schering-Plough) linéaire de
En monothérapie : 12 000 Da)
0,5 ou 1,0 pg/kg/semaine
Interféron alfa-2a PEGASYS® Voie SC Non IV :60-80 h
péqgylé 180 pg/semaine communiqué
(Roche) SC:50-130 h
(dont PEG
branché de
40 000 Da)

Le peginterféron alfa-2a (PEGASYS®) différe du peginterféron alfa-2b (VIRAFERON
PEG®) surtout par son groupement PEG branché de 40 000 Daltons environ, lié de fagon

covalente a linterféron (figure VIII.2). Il existe sur cet interféron quatre sites majeurs de

pégylation (les lysines 31, 121, 131 et 134) et sept sites mineurs (les lysines 70, 83, 49, 112,

164, 23 et 133). L’activité spécifique du peginterféron a-2a est de 1,1x10° Ul/mg alors que

I'activité spécifique du peginterféron alfa-2b est de 2,4x10® Ul/mg.

La taille importante du PEG fixé a I'interféron alfa-2a réduit sa filtration glomérulaire :

sa demi-vie passe grace au PEG de 6-9 heures a 50-130 heures.
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Figure VIIl.2. Représentation schématique du peginterferon alfa-2a (figure modifiée
d’aprés Dhalluin, 2005)

La seule différence entre les peginterféron alfa-2a et 2b réside dans la structure du

PEG et dans les sites de greffage du PEG sur la protéine.

IV. Publication
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La spectrométrie de masse appliquée a la quantification des protéines
médicaments dans le plasma

Le nombre croissant de médicaments protéiques utilisés en thérapeutique a créé des
besoins dans le domaine de leur quantification, principalement dans le plasma, un milieu de
composition protéique complexe.

Le dosage, essentiel aux études pharmacocinétique/pharmacodynamique, ainsi qu’a
I'optimisation de ces traitements, est compliqué par la nature protéique de ces médicaments
et par les faibles concentrations auxquelles ils sont attendus dans ces milieux complexes.

La méthodologie proposée se démarque des méthodes de dosage usuelles par son
caractéere universel. Elle fait appel a la spectrométrie de masse adaptée a la quantification
des protéines grace a l'utilisation d’'un marquage isotopique différentiel des peptides : aprés
enrichissement et protéolyse, I'échantillon a doser est marqué sur les lysines par la version
Iégere d’un réactif de dérivation. En paralléle, les peptides de la protéine médicament pure
marqués par la version lourde du réactif, servent d’étalon interne. La possibilité de quantifier
la protéine a partir de plusieurs de ses peptides améliore la fiabilité du dosage.

Appliquée a I'epoetin beta aux concentrations attendues en thérapeutique (autour de
0,5 femtomole/yL de plasma), la stratégie proposée permet de situer la limite de
quantification a environ 50 attomoles d’epoetin beta/uL de plasma avec une méthodologie de
spectrométrie de masse nano-LC-ESI-Q-TRAP fonctionnant en mode MRM.

Pour étendre l'universalité de cette approche au champ des protéines médicaments
pégylées, une seconde molécule a été étudiée. Il s’agit de l'interféron alfa-2b pégylé qui a
permis de mettre en place une stratégie d’extraction spécifique du médicament utilisant sa
pégylation.

Mots-clés : Protéines médicaments, spectrométrie de masse, MRM, marquage chimique
isotopique, quantification, protéines pégylées.

Quantitative analysis of therapeutic proteins in plasma by mass spectrometry

The growing number of therapeutic proteins has created needs in the field of their
quantification, mainly in plasma, which is a complex protein environment.

Quantitative analysis of these proteins is essential for pharmacokinetics
/pharmacodynamics studies, and for the optimization of treatments. However, the nature
itself of the analyte and the low concentrations that are expected in plasma complicate the
quantitative analysis.

The proposed methodology differs from usual methods on its universal applicability. It
relies on mass spectrometry adapted to the quantification of proteins by using peptides
differential isotope labelling : after enrichment and proteolysis, the therapeutic protein and
the plasmatic proteins are labelled on lysine residues by the light reagent. In parallel,
peptides of the pure therapeutic protein, labelled by heavy version of reagent, are used as
internal standard. The ability to quantify the protein with several of its peptides improves the
reliability of the analysis.

When applied to epoetin beta at expected therapeutic concentrations (about 0.5
femtomole/pL of plasma), the proposed strategy leads to a quantification limit close to 50
attomoles of epoetin beta/uL plasma, with a nano-LC-ESI-Q-TRAP mass spectrometry
methodology operating in MRM.

To extend the universal character of this approach to the field of pegylated protein
drugs, a second therapeutic protein model has been studied. This model is a pegylated
interferon alfa-2b which allowed developing a strategy for specific extraction of the drug
relying on its pegylation.

Key words : protein drugs, mass spectrometry, MRM, chemical isotope Ilabelling,
quantification, pegylated proteins.
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