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Introduction

L’approche protéomique en clinique est une approche post génomique qui intéresse a
I’étude du protéome, c’est-a-dire a I’ensemble des protéines constituant un organisme vivant
dans sa globalité, un tissu, une cellule ou un compartiment cellulaire (ex: les protéines
nucléaires, les protéines mitochondriales ,les protéines membranaires...) (Lehmann S.et
al.,2007; Miguet L., 2006), met 1’accent sur une description dynamique de la régulation
cellulaire en décelant des événements moléculaires associés au développement de maladies
(Deseny D.et al., 2009),elle vise aussi a établir ’identité, la quantité et la fonction de ces
protéines, et a en déterminer 1’expression en fonction des conditions environnementales
(Miguet L., 2006). Elle est focalisée sur la découverte de nouveaux biomarqueurs, pour
donner une information diagnostique, pronostique ou de suivi thérapeutique des pathologies
humaines (Lehmann S. et al., 2007).

L’approche protéomique est composée de plusieurs étapes dans une premiere étape
mettant en jeu la préparation d'échantillon (Fouillen L., 2009). L’électrophorése
bidimensionnelle permet de séparer avec une haute résolution I’ensemble des protéines
obtenues a partir d’extraits tissulaires ou cellulaires. L’identification des protéines séparées et
la mise en évidence de leurs modifications post-traductionnelles peuvent ensuite étre réalisees
grace a la spectrométrie de masse, applicable a des quantités infimes de protéines séparees.
Enfin, l'utilisation de la bioinformatique permet une étude quantitative du niveau des

protéines et la constitution de banques de données (Hondermarck H., 2001).

Le développement tres rapide des méthodes de I’analyse protéomique s’oriente vers la
mise au point de méthodes de séparation en HPLC ou en électrophorese capillaire (en
alternative a 1’électrophorése en 2D) couplées a la spectrométrie de masse, ou vers
I’utilisation de biopuces a protéines. Certaines approches proposent d’ailleurs une stratégie en
deux temps avec le fractionnement d’un mélange protéique a 1’aide de biopuces suivi d’une

analyse de chaque fraction en spectromeétrie de masse (Porquet D.et al., 2004).

De nombreuses applications de la protéomique en biologie clinique sont en cours de
développement, elles correspondent a des études a visée diagnostique ou a visée thérapeutique
sur des agents pathogénes ainsi qu’a 1’établissement d’outils diagnostiques (Porquet D.et al.,
2004), dans le domaine de la santé, la protéomique s’est rapidement imposée comme un outil
puissant & méme de répondre a de multiples problématiques de recherche et de questions
biologiques dans différents maladies, soit les maladies auto-immunes, pathologies

cancéreuses, pathologies rénales, pathologies du systéeme nerveux central (Solassol J.et al.,
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2005; Thervet E., 2005; Ernoult E., 2011), aussi, 1’utilisation de la protéomique dans le
domaine de la biologie de la reproduction (Pineau C.et al., 2006).

L’objectif de ce mémoire donne un apergu sur 1’approche protéomique en clinique,
décrire les principales techniques, outils de la proteomique et leur développement, et aussi

améliorer nos connaissances sur quelques applications de protéomique dans le domaine de
santé, biologie de la reproduction.



Chapitre 1

Proteomique



Chapitre I Protéomique

La protéomique qui constitue 1’analyse du protéome, regroupe plusicurs champs
d’investigation qui ont un méme objectif : obtenir une vision globale et intégrée des processus
biologiques par [’étude globale des protéines d’une cellule plutét que de chacune
individuellement. Ceci inclut non seulement une identification des protéines exprimées mais
aussi I’élucidation de leur fonction et de leur localisation, les interactions protéines-protéines
ainsi que 1’étude des modifications post-traductionnelles. La difficulté premiere de ’analyse
d’un protéome est la nature méme de 1’échantillon étudié, qui est un mélange complexe de
protéines. Ainsi, historiquement, I’analyse protéomique s’est appuyée sur la technique de
séparation protéique la plus discriminante disponible, qui a 1’époque était 1’électrophorése
bidimensionnelle (2D-PAGE) (Scheele G.A., 1975). Développée en 1970 cette technique
permet de séparer efficacement les différentes protéines d’un extrait biologique. Dés ses
premiéres applications, en 1975, elle mettait en évidence sa forte capacité résolutive
s’illustrant par une carte protéique ou s’individualisaient prés de 1100 protéines majeures
d’Escherichia coli (O'Farrell P.H., 1975) ou bien plusieurs centaines a partir de tissus de
souris (Klose J., 1975). Dans le but de pouvoir identifier ces protéines, la premiere technique
utilisée fut un séquencage protéique par dégradation d’Edman, technique fiable et
automatisable mais lente et assez peu sensible (KiHan K. et al., 1977). Elle est désormais
supplantée par une technologie plus rapide et beaucoup plus sensible, automatisable et
adaptable a D’analyse haut-débit, la spectrométrie de masse qui est issue de 1’analyse
chimique. Elle permet d’obtenir la masse d’ions moléculaires, avec une précision inférieure
au Dalton, et donc de discriminer des molécules de masses moléculaires méme trés proches
(Tanaka K.et al., 1988 ; Fenn J.B. et al., 1989; Brosson D., 2006).

1.1. Définitions

1.1.1. Protéines

Une protéine est une macromolécule, formée d'une ou plusieurs chaines d'acides
aminés, qui résulte de la traduction d'un ARN messager lui-méme issu de la transcription de
I'ADN, la synthése d'une protéine résulte donc directement de I'information génétique fournie
par I'organisme (Fouillen L., 2009 ; Wilkins M.R. et al., 2006), la structure d'une protéine
influe sur sa fonction, qui peut concerner des phénomenes biologiques tels que la catalyse, le
transport, la communication, la signalisation ou encore la reconnaissance. D'autre part I'état
physiologique des cellules et des tissus conditionne le type de protéines exprimées, leur

abondance, leur état de modification post-transcriptionnelle en particulier les protéines dites
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Chapitre I Protéomique

de ménage et souvent exprimées a haut niveau. Finalement, seulement 500 a 1 000 protéines
sont caractéristiques d’un type cellulaire, donc si on considere qu’il y a environ 250 cellules
hautement différenciées dans le corps humain, environ 100 000 protéines pourraient s’avérer

intéressantes (Perrot A., 2017; Baudin B., 2015; DeRoux N., 2003) (Fig.1).

Exon 1 Exon 2 Exon 3
ADN  —

Intron 1 Intron 2

v

ARN - ¢

ADN

Complexe de transcription

B Iy Reti .
eticulum endoplasmique
ARNM™_ &2 - =
N ,—}"i-' [ APPareil gle Golgi
TR é?’l 177 o ) s
- < e
- Y A g
=; 4. =
- Protéines
See—— sécrétées
- Transmembrane

x

Membrane associée

Figurel. Biosynthese des protéines (Deroux N., 2003).

1.1.2. Protéome

Le mot protéome est apparu dans la littérature scientifique en 1995. Elle est défini
comme étant I’ensemble des protéines présentes dans un échantillon biologique donné
(liquide physiologique, tissus, organes, etc.) dans une situation physiologique ou pathologique
donnée (Liuu S., 2014; Baillet A. et al., 2011 ; Pineau C., 2006). Par exemple, le protéome du
foie sera différent avant ou apres la prise d’un repas et il sera également dépendant de 1’état de
la fonction hépatique (fibrose, hépatite, etc.)(Gras D., 2005; Liotta L.A. et al., 2001). La
diversité du protéome résulte premierement de celle du génome a laquelle s’ajoute celle li¢e
aux modifications des ARN (ARNmM) et enfin, surtout aux modifications post-traductionnelles
des protéines (clivage, glycosylation, phosphorylation, etc.). Alors que I’homme possede
environ 30 000 genes différents, le protéome est, quant a lui, constitué de plusieurs millions
de protéines différentes. Son étude pourrait se réveler particulierement utile dans des buts de
diagnostic, de pronostic, de suivi, de détection des cibles thérapeutiques et dans la

compréhension des processus pathogéniques (Baudin B. et Bruneel A., 2004). Notons que la
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protéomique présente certains avantages par rapport aux approches génomiques, en
particulier, I’information sur les taux d’ARNm n’est pas suffisante pour étudier et analyser la

régulation de I’expression d’un gene dans la cellule (Baudin B., 2015; Gras D., 2005) (Fig.2).

ADN
‘{ § Protéines ~

% b . Protéome
1-. l ” |dentité ?

Quantité ?

Ensemble des protéines
exprimées par une cellule, un tissu
Ou Un organisme

Figure 2. L’ensemble des protéines
1.1.3. Protéomique

La protéomique a été définie en 1998 comme la caractérisation des processus
biologiques et le déchiffrage des mécanismes contrdlant 1’expression génique par la
détermination quantitative de I’expression des génes au niveau protéique, le mot protéomique
est un mot hybride associant protéine et le suffixe « ome » désignant un ensemble ou un
systéme, comme 1’ensemble des peptides et protéines codées par un génome a un instant
donné et dans un environnement spécifique (Baudina B., 2011), depuis le concept a été étendu
a I’ensemble des protéines d’une cellule, d’un organite, d’un tissu ou d’un organisme entier
(Liuu S., 2014; Lopez F. et al., 2005). La protéomique fait partie des approches dites post-
génomiques (Com E. et Hondermarck H., 2007; Paladini D. et al., 2006), comme I’analyse
des métabolites metabolomique, des interactions protéiques interactomique ou encore des
lipides lipidomique. Contrairement au génome, le protéome d’une cellule ou d’un tissu est
hautement dynamique puisqu’il évolue en fonction de son environnement (température,
potentiel redox, stimuli émis par d’autres cellules... au niveau cellulaire ; stress, médication...
au niveau d’un organisme) ou de la condition pathologique a un génome correspond une
infinité de protéomes en évolution constante. Ces parametres extérieurs influencent la
complexité du protéome par la régulation au niveau transcriptionnel de I’expression des genes

et en modulant les modifications post traductionnelles des protéines, de plus I’analyse de la
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totalité des protéines d’un milieu biologique est une gageure analytique en raison de la grande
diversité des protéines (masse moléculaire de quelques acides aminés a plus de 500 kD, point
isoélectrique, et surtout une vaste gamme de concentrations protéiques (Trocmé C. et al.,
2011; Pineau C., 2006; Edelman A., 2005).

TERMINOLOGIE MOLECULES = METHODES D’ETUDE

Génome ADN PCR, clonage, SB
Réplication

_ Transcription
Environnement

Interactions cellulaires
\ Y

Transcriptome ARNm RT-PCR, NB, puces ADNc

Fonctions intégrées Traduction

Y
"X Protéines 2-DE, MS, WB,

Protéome ) ,
(enzymes, récepteurs, FT)  puces anticorps

Métabolosome Métabolites Méthodes variées

Figure 3. Du géne a la protéine et leurs méthodes d’analyse. PCR (Polymerase Chain Reaction) ; RT-PCR
(Reversed Transcriptase - PCR) ; SB, NB et WB (Southern, Northern et Western-blot, respectivement) ; 2-

DE (Electrophorése bi-dimensionnelle) ; MS (Spectrométrie de Masse) ; FT (Facteur de Transcription)
(Baudin B., 2011).

1.2. Types de protéomique

1.2.1. Protéomique différentielle

Il s’agit d’étudier I’expression des protéines de tissus ou d’organismes entre deux
conditions différentes et de déterminer les variations d’expression protéique de maniére
qualitative et quantitative (Pineau C., 2006), il permettent d’établir une liste de protéines dont
I’expression est variable : absence, sous- ou surexpression entre les deux conditions. Par
exemple, ceci permet de définir des variations d’expression de protéines en fonction du stade
de développement (Florens L. et al., 2002), en réponse a la présence de drogue ou a un stress

environnemental, de facon générale cette approche permet d’éclairer sur les variations des
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mécanismes physiologiques de la cellule en réponse directe a une situation donnée (Yin Z. et
al., 2004; Hondermarck H., 2006; Brosson D., 2006).

1.2.2. Protéomique descriptive

La protéomique descriptive permettre de fournir une image de 1’ensemble des
protéines exprimées pour une cellule, un tissu ou un organisme donné (Solassol J. et al., 2011,
Florens L. et al., 2002), et d’obtenir une vision globale des protéines exprimées par un type
cellulaire pour des conditions données, mais elle peut aussi étre appliquée non pas a une
cellule entiére mais a un compartiment cellulaire, ce qui constitue un sous-protéome c'est-a-
dire ’ensemble des protéines contenues dans une fraction cellulaire (membrane, noyau,
organelles, cytosol) ,tout compartiment de la cellule pouvant étre purifié sans étre altéré, peut
étre I’objet de ce type d’étude. En plus de fournir une image des protéines présentes dans un
organite donné, ces études apportent une information sur la localisation des protéines
identifiées, ce qui constitue une approche intéressante pour permettre 1’attribution de fonction
a des protéines hypothétiques. A contraire, 1’identification de protéines a fonction connue,
associées a certains organites permet de mieux comprendre le réle de ceux-ci dans la biologie
de la cellule, la protéomique descriptive permettent d’avoir, dans un contexte de post-
génomique, un retour critique sur I’annotation des génomes séquencés. Ils permettent de
valider I’existence d’un gene prédit et d’identifier des séquences codantes non prédites par
I’annotation des génomes (Oshiro G. et al., 2002). Ils permettent aussi de résoudre certains
problémes de prédiction bioinformatique tels que le choix des limites des séquences codantes
(notamment le choix de la méthionine initiatrice), ainsi que la prédiction d’éventuels

séquences introniques (Brosson D., 2006).
1.2.3. Protéomique structurale

La protéomique structurale permettre de déterminer la relation entre la structure et la
fonction d’une protéine, en particulier par la résolution de sa structure tridimensionnelle.
Celle-ci est déterminée par des approches expérimentales, comme la radiocristallographie ou
la spectrométrie a résonance magnetique nucléaire. Des travaux proposent des outils
permettant de prédire une fonction protéique sur les bases de 1’analyse de la comparaison de
sa structure tridimensionnelle a celles connues (Jung J.W. et Lee W., 2004), cette structure
peut étre utilisée pour interroger les réseaux d’interactions protéiques permettant de valider

les interactions proposées. Cependant, cette analyse n’est pas compatible avec des études a
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grande échelle, malgré le développement de plateformes de cristallisation, des solutions sont
proposees pour lever ce probléme (Brosson D., 2006; Liu H.L. et Hsu J.P., 2005).

1.2.4. Protéomique fonctionnelle

Le but est de pouvoir élucider les interactions entre protéines, pour établir des réseaux
d’interaction, de fagon a mieux appréhender leurs fonctions et leurs régulations (Solassol J. et
al., 2011), des technologies comme le double hybride ou les biopuces a protéines permettent
de résoudre ces questions (Com E. et al., 2007; Service R.F., 2005), une technologie
alternative, applicable aux organismes repose sur une stratégie par spectrométrie de masse
permettant une analyse a posteriori de ces interactions. La protéine exprimée interagit dans la
cellule de maniére native avec ses partenaires et dans les bonnes conditions physicochimiques
(localisation cellulaire respectée). Les complexes protéiques associés a la protéine marquée
sont extraits et analysés par spectrométrie de masse (Hondermarck H., 2006; Brosson D.,
2006; Gavin A.C. et al., 2002).

1.2.5. Analyse des modifications post traductionnelles

Une protéine n’est mature et active qu’apres plusieurs étapes complexes de
modifications post traductionnelles. Pouvoir obtenir des informations sur ces modifications
est essentiel pour comprendre les régulations, la localisation et la fonction d’une protéine
(Delcourt N., 2007). Actuellement, le grand intérét porté a 1’étude de ces modifications a
conduit a envisager leur analyse pour 1’ensemble du protéome dans le but d’obtenir une vision
globale des régulations cellulaires. On parle donc, par exemple, de glycoprotéomique pour
désigner I’analyse de I’ensemble des glycoprotéines de la cellule, et de phosphoprotéomique
pour 1’étude des protéines phosphorylées. Plusieurs stratégies ont été proposées pour mener
ces ¢études. D’une part, des protocoles d’extractions permettent d’enrichir un extrait protéique
en protéines porteuses d’un type de modification (Tajiri M. et al., 2005). D’autre part, ces
modifications sont appréhendées directement par spectrométrie de masse dont la sensibilité
permet d’en déterminer avec précision la nature. Mais cela nécessite le développement de
protocoles préparatoires et d’identification spécifiques (Brosson D., 2006; Sagi D. et al.,
2005).
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1.3. Principe de I’analyse protéomique

| .3.1. Préparation d’échantillons biologiques

La protéomique, plus que toute autre approche nécessite de travailler sur des
¢chantillons biologiques de qualité. L’extraction de protéines a partir d’un mélange complexe
(biopsie cellulaire, cellules isolées, liquide physiologique...) est réalisée a 1’aide de tampons
appropriés et depend de la nature des protéines (protéines cytosoliques, membranaires,
nucléaires...) (Miguet L., 2006), I’objectif étant de maintenir les protéines extraites en solution
en préalable a leur séparation. Les tampons d’extraction sont ainsi constitués, sur une base
saline (Tris, Hepes), de mélanges d’agents réducteurs, chaotropes, de détergents, voire de
solvants organiques, et ceci dans des proportions variables. Ils sont généralement
supplémentés d’inhibiteurs de protéases et leur pH est ajust¢ de maniére appropriée. Il
n’existe pas de tampon générique pour 1’extraction de telle ou telle classe de protéines. Les
facteurs pouvant altérer la qualité de 1’échantillon sont nombreux. (Rabilloud T. et al., 1997;
Pineau C., 2006).

1.3.2. Fractionnement d’extrait protéique

Le fait de fractionner I’extrait protéique est une étape essentielle lorsque 1’échantillon
est trés complexe, comme c¢’est le cas avec un extrait cellulaire, le fractionnement a pour but
la réduction de la complexité des échantillons, ceci permet ainsi d’accéder a un plus grand
nombre de protéines pour I’analyse protéomique car il y a une concentration des protéines
moins abondante dans les fractions, le fractionnement peut se faire par centrifugation
différentielle, par élimination des protéines les plus abondantes, par électrophoréses
(Anastéacio A., 2014 ; Matondo M ., 2008).

1.3.3. Séparation

1.3.3.1. Electrophorese bidimensionnelle

Bien que de nouvelles technologies de spectrométrie de masse permettent de
s’affranchir de la séparation des protéines sur gel, vers une protéomique sans électrophorese,
celle-ci reste encore pour la majorité des études une étape cruciale, la séparation la plus
résolutive couramment utilisée est 1’électrophorése bidimensionnelle ou les protéines sont

séparées dans un premier temps selon leur point isoélectrique lors de 1’isoélectrofocalisation
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(ou IEF), puis selon leur masse (SDS-PAGE) (Aubry M A., 2000). Cependant, depuis sa mise
au point en 1975 par O’Farrell PH, cette technique a connu des apports non négligeables.
L’un d’entre eux a été [I'utilisation de gel d’isoélectrofocalisation a gradient de pH

immobilisé, permettant d’obtenir une bonne reproductibilité entre plusieurs gels (Bjellqvist B.

etal., 1982 ; Gorg A. et al., 2000) (Fig.4).
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Figure 4. Schéma de la 2D SDS-PAGE (Smine S., 2017).

a) Electrofocalisation

Il s’agit de la séparation basée sur la focalisation isoé€lectrique, soit le point iso€lectrique
de la protéine, qui se fait sur une bandelette composé d’un gel de polyacrylamide a gradient
de pH fixe strip IPG (Hirtz C., 2005). Dans cette approche les protéines migrent au long de la
strip, qui est sous courant, jusqu’a atteindre 1’endroit correspondant a leur point isoélectrique
ou elles restent immobilisées, cette électrolocalisation peut étre également realisee en phase
liquide. En phase liquide, des coupelles (en nombre voulu par rapport a la taille de la strip)
sont superposeé a la strip et la migration se fait par sortie et entrée dans les coupelles mais avec
le méme principe qu’in gel, cependant a la fin les protéines sont récupérées en phase
liquide (Anastécio A., 2014).

10
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b) SDS PAGE

L’¢électrophorése se base sur le principe de mobilité de molécules soumises a une charge
électrique. Selon les caractéristiques des molécules telles que la charge et leur masse (Fabien
B., 2008), la nature du support de migration et les conditions physicochimiques la vitesse de
migration varie, permettant ainsi la séparation des différentes molécules, dans cette approche,
I’extrait protéique est dans une solution en présence d’un agent dénaturant le SDS qui se lie
aux protéines et leur confére, en proportion avec le poids moléculaire, une charge négative.
L’extrait protéique est chargé sur un gel composé de polyacrylamide, sous I’influence d’un
courant électrique, les complexes SDS-protéines migrent dans le gel en fonction de leur poids
moléculaire et se séparent en formant des bandes le long de la piste de migration. Une bande
peut contenir une ou plusieurs protéines ayant des masses moléculaires proches (Anastacio
A., 2014) (Fig.5).
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Figure 5. Représentation du principe d’un gel 1D SDS-PAGE (Liebler D.C., 2002)
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1.3.3.2. Visualisation des spots protéiques

La derniere étape de I'électrophorese consiste a détecter les spots protéiques par
coloration des gels, plusieurs procédés de sensibilité différente existent et sont choisis en
fonction de l'utilisation ultérieure des gels 2D, le bleu de coomassie permet de détecter un
minimum de 100 ng de protéine par spot et présente I'avantage de donner une intensité de
coloration proportionnelle a la quantité de protéines, la coloration au nitrate d'argent est, quant
a elle, jusqu'a mille fois plus sensible et permet de détecter des spots contenant 0,1 ng de
protéines, elle présente néanmoins certains inconvenients : la stoechiométrie de la coloration
n'est pas totalement linéaire, la reproductibilité est difficile a obtenir et certaines protéines
sont peu ou pas colorées par cette méthode. Les protéines peuvent aussi étre visualisées par
des colorants fluorescents (CyDyes, SYPRO Ruby) (Fabien B., 2008; Rabilloud T. et al.,
2001) dont la sensibilité, moins de 1 ng de protéine par spot, est bien supérieure au bleu de
coomassie, et dont la linéarité est maintenue sur plus de trois puissances de dix (Brosson D.,
2006).

1.3.3.3. Traitement informatique des images 2D-PAGE

Le traitement informatique des images 2D-PAGE selon la technique de visualisation
employée et de numérisation des gels, I’image obtenue nécessite une étape plus ou moins
complexe de traitement graphique pour réduire le bruit de fond, éliminer les rayures et
accroitre le contraste, I’image obtenue est ensuite traitée par des logiciels d’analyse d’images
2D tels que Melanie (Amersham Biosciences) ou PD-Quest (BioRad) (Pineau C., 2006). lls
permettent un prétraitement automatisé des spots et de leur quantification, mais cette étape
doit étre complétée manuellement pour référence le gel coloré. Ensuite, chaque spot d’un gel
peut étre associé a son équivalent sur un autre gel pour constituer un gel virtuel de référence,
cette étape, assistée par le logiciel, nécessite le positionnement manuel de repaires invariants
d’un gel a l’autre, a partir desquels le logiciel associe les autres spots, la comparaison entre
gels de référence permet d’identifier des variations qualitatives et quantitatives entre les

profils proteiques (Brosson D., 2006).
1.3.3.4. Chromatographie liquide

Une alternative a la séparation des protéines par electrophorése sur gel est la
séparation par chromatographie liquide (Beeuf A., 2013), la chromatographie liquide a comme

principe la séparation des composés entrainés par un liquide (phase mobile) a travers un

12
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solide (phase stationnaire) qui lui, est normalement fixé a une colonne appelé colonne
chromatographique (Link A.J., 1999), la séparation se réalise selon les interactions chimiques
ou physiques des molécules avec la phase mobile ainsi qu'avec la phase stationnaire, cette
séparation peut se faire avec une colonne chromatographique c’est a dire 1D ou ayant recours
a deux colonnes chromatographiques sequentielles 2D (Anastacio A., 2014; Aubry M.A,,
2000).

1.3.4. Identification des protéines par spectrométrie de masse

1.3.4.1. Définition de la technique

La spectrométriec de masse permet de transformer des molécules en ions a 1’état
gazeux et d’obtenir leur masse moléculaire (m) en analysant le rapport de leur masse sur leur
charge (z), noté m/z, ce rapport m/z des ions formés a partir de 1’échantillon est mesuré par un
spectrométre de masse (Liuu S., 2014 ; Besson D., 2013). L’analyse de la masse se divise en
deux catégories suivant la technique utilisée conduisant soit a 1’obtention de la masse de
chaque peptide trypsique (spectrométrie de masse de type MS), soit de la masse de ces
peptides associée a une sequence partielle (spectrométrie de masse en tandem ou MS/MS)
(Anastacio A., 2014; Brosson D., 2006) (Fig.6; 7; 8).
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Figure 6. Structure de base d’un spectrométre de masse de type MS (Anastacio A., 2014).
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Figure7. Représentation schématique des différentes parties composant un spectrométre de masse en tandem ou
MS/MS (Benhaim M., 2017).
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Figure 8.Déroulement d’une analyse protéomique basée sur la spectrométrie de masse (Emadali A. et al., 2009).
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1.3.5 Analyse bioinformatique

Quelles que soient les méthodes utilisées, toute analyse protéomique par spectrométrie
de masse a besoin d’outils informatiques puissants pour analyser et valider les données, ainsi
les bases de données telles que SwissProt et trEMBL utilisées pour I’identification des
protéines sont consultées via des logiciels dédiés tels que MASCOT, Sequest, XTandem
(Matondo M., 2008), ces logiciels comparent les masses des peptides obtenues avec les
masses théoriques des peptides présents dans les bases de données, d’autres outils sont
également a posteriori nécessaires pour approfondir 1’é¢tude des informations obtenues,
comme la classification des protéines selon leur fonction biologique et/ou moléculaire, selon
leurs interactions entres elles ou avec d’autres molécules et leur rble dans les voies de
signalisation entre autres. Ceci est possible grace a des logiciels qui compilent toutes les
informations publiées sur chaque protéine et qui croisent ces informations de fagon a relier

certaines protéines entre elles (Anastacio A., 2014; Bouttes C., 2005).

I.4.Ameélioration de technique et haut débit

1.4.1. Amélioration de la protéomique basée sur la 2D PAGE

Les limitations de la protéomique basée sur 1’électrophorése bidimensionnelle se
situaient, jusqu’a la fin des années 90, au niveau du nombre de protéines résolues sur les gels
2D-PAGE, ainsi que sur la reproductibilité¢ d’un gel a I'autre. Des travaux ont été entrepris

pour optimiser chaque étape du processus.
1.4.1.1. Des évolutions concernant I’extraction protéique

Concernant ’extraction protéique, I'un des biais qui apparait dans des conditions
compatibles avec 1’électrophorése bidimensionnelle est la sous-représentation des protéines
membranaires, dans la mesure ou elles sont difficiles & solubiliser sans interférer avec leur
point isoélectrique, c’est pourquoi de nouveaux détergents, non ioniques, ont été développés,
des etudes comparatives ont été menées d’ou il ressort que les détergents de la famille des
sulfobétaines, en combinaison avec de 1’urée et de la thiourée, sont les plus efficaces pour
solubiliser des protéines trés hydrophobes comme les protéines transmembranaires (Molloy

M.P., 2000), cependant, il est important de noter que 1’efficacité d’un composé plutdt qu’un
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autre dépend a la fois de la nature des protéines et des constituants lipidiques de 1’échantillon,
il ne s’agit donc pas d’utiliser un détergent universel pouvant extraire toutes les protéines
membranaires, mais plutdt d’effectuer plusieurs extractions avec différents détergents, de
maniere a élargir le panel de protéines solubilisées, cette stratégie d’extraction protéique par
traitements successifs n’est pas applicable uniquement aux protéines membranaires mais peut
étre utilisée pour solubiliser n’importe quelle protéine difficile a extraire (Luche S. et al.,
2003).

1.4.1.2. Des évolutions concernant la technologie 2D-PAGE

L’une des évolutions les plus significatives de la technologie 2D-PAGE fut le
développement de gel de premiere dimension a gradient de pH immobilisé (IPG), il s’agit
d’un gel ou sont co polymérisés des dérivés d’acrylamide comportant des groupements a effet
tampon avec une matrice de polyacrylamide, les groupements chargés participant a la mise en
place du gradient de pH, sont fixés au gel et permettent une focalisation précise des protéines
tout en évitant les problemes de dérive associés aux techniques plus anciennes, la
commercialisation de ce type de gel d’IEF a permis 1’essor de la technique 2D-PAGE
autorisant une haute reproductibilité d’un gel a 1’autre (Molloy M.P., 2000). De plus, ce type
de gel autorise le dép6t de quantité importante de protéines (jusqu'a 5 mg pour des gels de 18
cm) permettant ainsi de visualiser des protéines peu abondantes. Dans le but de séparer des
spots protéiques avec une trés haute résolution, des gels IPG ont été développés avec des
gammes de pH réduites, ces gels permettent de séparer les protéines sur quelques unités de pH
(régions acide, neutre ou basique), ou bien désormais sur une seule unité de pH disponible sur
I’ensemble de la gamme (de pH=3 & pH=11) (Brosson D., 2006; Gorg A. et al., 2000).

1.4.1.3. Des évolutions concernant les colorants

De nouveaux types de coloration ont également accru la resolution des spots
protéiques, il s’agit de fluorophore avec une sensibilit¢ de coloration presque €quivalente a
celle de l'argent et une linéarité d'intensité, une reproductibilité, une facilité et une rapidité
proche de la coloration au bleu de coomassie ,I’intégration de ces technologies a permis le
développement de plateformes entiérement automatisées qui prennent en charge un
¢échantillon protéique de ’extraction a 1’analyse et 1’identification des spots protéiques. Le

gain de temps qui en découle, la trés bonne reproductibilité de ces analyses permettent donc
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d’envisager une analyse protéomique a haut débit bien que basée sur des électrophoréses
bidimensionnelles (Brosson D., 2006; Rabilloud T. et al., 2001).

1.4.2.Vers une protéomique sans électrophorese

Bien que les techniques aient fortement été améliorées pour une meilleure
reproductibilité et un meilleur isolement des protéines, I’analyse protéomique par gel 2D-
PAGE se heurte encore aux limitations associées a la séparation des protéines sur gel, les
protéines faiblement ou moyennement exprimées sont en effet rarement détectées en raison de
leur concentration se situant aux limites de détection des colorations (Gygi S.P. et al., 2000),
elles sont souvent masquées par des protéines plus fortement exprimées, de plus, les
techniques d’extraction biaisent les analyses en provoquant une forte sous-représentation des
protéines les moins solubles et des protéines basiques, difficiles a séparer. Pour pallier ces
défauts, une stratégie d’identification s’affranchissant totalement de la séparation 2D-PAGE a
été développée, il s’agit d’une colonne de chromatographie liquide (LC) en phase inverse
directement couplée en ligne a un spectrometre de masse de type ESI-MS/MS, I’analyse porte
sur un échantillon protéique qui est digéré par la trypsine, séparé par chromatographie liquide
puis analysé par le spectrometre de masse. L’évolution de cette technologie repose sur
I’adjonction d’une chromatographie en phase liquide bidimensionnelle, qui permet une
séparation plus précise des peptides. Cette technologie, dite MudPIT ou Shotgun (Brosson D.,
2006; Link A.J. etal., 1999).

Récemment, il existe quelques nouvelles technologies:
A. Approche AMT

L’Approche AMT (Accurate Mass and Time) apparait comme une technique de choix
pour la decouverte des biomarqueurs puisqu’elle permet de caractériser le protéome en
profondeur et de quantifier une grande variété de protéines a partir d’échantillons complexes
tels que les fluides biologiques ou les tissus, sans aucun fractionnement préalable, cette
méthode ne se base pas sur le nombre de spectres obtenus mais sur 1‘intensité des signaux des
spectres MS et particuliecrement sur l‘intensité du courant ionique total d‘un peptide, un
peptide ionisé se caractérise par trois paramétres, son rapport masse sur charge, son intensité
et son temps de rétention. Avec ces données, il est possible de comparer 1‘intensité d‘un ion
présentant un temps de rétention et un rapport m/z donnes, il a été montré qu‘il existe une

corrélation entre l‘intensit¢é du signal et la concentration ionique, l‘aire du pic
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chromatographique d‘un peptide identifi¢ augmentant avec la concentration du peptide injecté

(Smine S., 2017; Court M., 2014) (Fig.9).

Nano-chromatographic
liquidecouplécala
spectrométrie de masse

o e
¥ |
fe ' 1 §
I o
Ensembledes Extractiondes A M}J LL.{ ' !
(' H ) !
patients peptides d )ll i ) L J"l : {
Alignementdes profils
[y
f«
4 A
P, "

a » a2 @ ' A
-

] '1‘| ||'1| ||“

I e N

Suivide I'évolutionde l'intensité du signal
d'un peptide (extraction des courants
d'ions)

Quantification relative

Figure9. Principe de 1‘approche AMT (Smine S., 2017).
B. SELDI-ToF

La plate-forme SELDI-TOF (surfaced-enhanced laser desorption/ionization time of-
flight) présente de nombreux avantages par rapport aux autres technigues, notamment en
raison de sa simplicité d’utilisation, de sa sensibilité et de sa capacité d’analyse a haut débit
des echantillons, cette technique permet la séparation, la détection et I’analyse de protéines,
directement a partir de 1’échantillon biologique avec une sensibilité. Elle est toutefois limitée
par la gamme de masse protéique analysable, avec une trés bonne détection pour les protéines
inférieures a 20-30 kDa et une sensibilité moindre pour les protéines de plus hautes masses.
En combinant les différentes surfaces chromatographiques disponibles, on obtient une vue
d’ensemble des peptides et des protéines présents dans un échantillon donné (Solassol J. et al.,

2005) (Fig.10).
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Figurel0. Principe de la technologie SELDI-TOF (Solassol J et al,. 2005).
C. Marquage isotopique ICAT

La technologie ICAT fut la premiére technologie de protéomique quantitative
développée sur la base d’une séparation chromatographique de peptides marqués et d’une
analyse par spectrométrie de masse en tandem. Consiste a utiliser des étiquettes (tags)
isotopiques distinctes pour marquer spécifiquement par liaison covalente les cystéines des
protéines issues de deux échantillons a comparer. L’avantage majeur de cette technique
résulte dans la possibilité de quantifier les protéines venant de deux échantillons distincts au
cours d’une méme analyse nanoLC-MS. Les peptides pour lesquels une expression
différentielle est mise en évidence sont ensuite fragmentés par MS/MS en vue de leur
identification (Burat B., 2017; Pineau C., 2006) (Fig. 11).
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Figurell. Principe de I'ICAT (Burat B., 2017).
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D. Technologie SILAC

La technologie SILAC ou « Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture »
fait évoluer le marquage isotopique vers un marquage métabolique, Celle-ci est uniqguement
utilisable sur des cellules en culture dans la mesure ou elle repose sur I’incorporation aux
protéines de 1’échantillon d’acides aminés essentiels non synthétisables par les cellules et
porteurs d’éléments radioactifs (deutérium 2H, 13C, 15N). Le marquage SILAC ne fait donc
pas intervenir de tags a proprement parler mais un approvisionnement différentiel des cellules
en croissance en acides aminés essentiels (non synthétisés par 1’organisme mod¢le) enrichis
en isotopes lourds selon les deux conditions expérimentales distinctes étudiées (Burat B.,
2017; Pineau C., 2006).
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Figurel2. Principe du SILAC (Burat B., 2017).
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Chapitre 11 Applications de la protéomique en clinique

Ce chapitre parle sur la protéomique clinique, qui a débuté par la publication en 1986
d’une étude en électrophorese bidimensionnelle (2D) visant a comparer des échantillons de
liquide céphalorachidien (LCR) de patients atteints de maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ)
avec ceux de témoins et de patients atteints d’autres affections neurologiques (Harrington
MG., 1986). Quatre ans plus tard la publication, sur deux cas clinique, de la détection de deux
de ces protéines. Ce n’est qu’en 1996 qu'une étude d’un autre groupe, confirme
statistiquement sur un grand nombre de patients ’intérét de la détection, en 2D, de ces
protéines pour le diagnostic des MCJ (Lehmann S. et al., 2007), aussi dans ce chapitre
présentons les biomarqueurs qui étant défini comme un parametre phénotypique mesurable
permettant de différencier 1’état malade et 1’état sain d'un individu, principales
caractéristiques et types des biomarqueur, les fluides biologiques tel que le sang, le liquide
céphalorachidien, 1’urine, la sueur. Enfin, présentont les applications de la protéomique

clinique dans plusieurs domaines.
11.1. Définition de protéomique clinique

La protéomique clinique est un domaine récent qui recouvre donc la découverte et la
quantification de biomarqueurs, présents dans les fluides biologiques tels que le sang et le
liquide céphalorachidien, s’intéresse a 1’étude du protéome pour la recherche des marqueurs
diagnostiques, pronostiques et de suivi thérapeutique des pathologies humaines (Bros P.,
2016). L’étude du protéome permet également d’éclairer les cliniciens sur de potentielles
cibles thérapeutiques. Ce type d’étude nécessite souvent I’analyse d’un grand nombre
d’échantillons et le suivi d’abondance de plusieurs centaines, voire de milliers, de protéines

par échantillon (Court M., 2014).

11.2. Biomarqueurs

11.2.1. Définition des biomarqueurs et leurs principales caractéristiques

La définition générale d’un biomarqueur est une caractéristique definie et mesurée en
tant qu'indicateur de processus biologiques normaux, de processus pathogénes ou d'une
réponse a une exposition ou une intervention, cependant ils ne sont pas un concept nouveau
méme s’ils n’étaient pas utilisés sous cette dénomination et de maniere aussi fréquente dans le

passé (Besson D., 2013; Li-Thiao-Té S., 2009). Ainsi, les biomarqueurs les plus accessibles et
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les plus connus sont sans doute les paramétres physiologiques, biochimiques ou moléculaires
qui peuvent étre détectés dans un tissu ou un fluide biologique (Romanetto J., 2011). Les
biomarqueurs représentent aujourd’hui un domaine vaste puisqu’ils se présentent sous
différentes formes physiques et biologiques et couvrent différents domaines d’application
aussi bien au cours du développement pharmaceutique que dans la médecine clinique
(Dehoux M. et al., 2013).

Les principales caractéristiques d’un biomarqueur idéal selon Clerico A. et al., 2009 sont:

» Spécificité optimale d’organe ou de tissu.

Bonnes performances diagnostique et pronostique.
Praticabilité (acceptable pour le patient).

Stabilité in vivo et in vitro.

Variation biologique minimale.

Valeurs de référence et seuils décisionnels pour des sous populations (age, sexe, etc.).

VvV V.V V V VY

Qualités analytiques : bonne sensibilité analytique (sensibilité fonctionnelle) précision
et justesse, automatisation, standardisation, cout peu élevé et rapport bénéfice /cout

favorable.

11.2.2. Techniques appliquées pour IP’étude différentes types des

biomarqueurs

En fonction de la nature du biomarqueur recherché, peuvent étre appliquées des
techniques de génomique, de transcriptomique, de protéomique ou de métabolomique, de ce
fait on parle de biomarqueurs génomiques fondés sur I’ADN, de biomarqueurs
transcriptomique fondés sur I’ARNm, de biomarqueurs protéomique fondés sur les protéines
ou de biomarqueurs métabolomique pour les métabolites (Romanetto J., 2011 ; Spyratos F.,
2004) (Tableau.01).
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Tableau 01. Techniques de découverte de différentes types de biomarqueurs usuelles (Romanetto J ., 2011).

Biomarqueur Biomarqueur Biomarqueur Biomarqueur
genomique transcriptomique protéomique métabolomique
Technique a Technique de PCR RMN
bas débit séquengage Nothern blot Chromatographie en
phase gazeuse
Technique a | Spectrométrie de SAGE Spectrométrie de Chromatographie
moyen débit masse masse liquide /Spectrométrie de
ELISA masse
Technique a PCR Puce a ADN Puce a protéines
haut débit Puce a anticorps

11.2.3. Biomarqueurs protéomique

Le protéome est I'ensemble des protéines exprimées dans une cellule, une partie d'une
cellule (membranes, organites) ou un groupe de cellules (organe, organisme) dans des
conditions données et a un moment donné. Contrairement au génome qui est identique dans la
plupart des cellules, le protéome est dynamique (Baudin B., 2015 ; Gras D., 2005), des
groupes de protéines différents sont produits en fonction de la lignée cellulaire et du stade de
développement de la cellule, le protéome est également influencé par I’environnement
externe. La protéomique étudie alors les variations des taux d’expressions des différentes
protéines en fonction du temps, de leur environnement, de leur état de développement, de leur
état physiologique et pathologique de I'espece d'origine. Elle étudie aussi les interactions des
protéines avec leur environnement. Les biomarqueurs protéomiques font partie des
biomarqueurs les plus courants et les plus anciens. Leur mise en évidence peut se révéler
complexe et utilise le plus fréquemment des techniques d’immunodosage, le développement
des antigénes et des anticorps spécifiques de la protéine détectée est une étape supplémentaire

dans le développement de ces biomarqueurs protéomiques (Romanetto J., 2011).
11.2.4.Validation clinique d’un biomarqueur

Ont décrit un processus complet et détaillé de la validation de biomarqueurs a travers
quatre étapes successives (Rifai N., Gillette M.A., et Carr S.A., 2006) : (i) I’étape de

découverte des candidats vise a identifier des biomarqueurs potentiels, par analyse
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différentielle semi quantitative (quantification comparative) entre différents états (sain et
malade), (ii) 1I’étape de qualification consiste en la vérification d’une abondance différentielle
des protéines entre les différentes populations (malades et contréles), (iii) 1’étape de
veérification consiste en la vérification de la spécificité du biomarqueur a la pathologie étudiée.
et enfin (iv) I’étape de validation des candidats biomarqueurs consiste a établir la spécificité et
la sensibilit¢ des candidats biomarqueurs, la taille des cohortes et donc le nombre
d’échantillons requis croit au fur et & mesure de 1’avancement des candidats biomarqueurs au
travers des différentes étapes de découverte, de qualification, de vérification et de validation..
En effet, un pouvoir statistique de plus en plus discriminant est nécessaire pour établir des
preuves de spécificités et de sensibilités, ce qui induit un nombre de patients a doser de plus
en plus important. Parallélement, le nombre de candidats biomarqueurs diminue a mesure que
I’on avance dans le processus puisque I’on élimine les biomarqueurs non spécifiques ou peu

sensibles (Court M., 2014 ; Thygesen K. et al., 2010) (Fig.13).

Dans le processus complet de la découverte a la validation de biomarqueurs protéiques, trois
obstacles majeurs sont a surmonter: (i) la complexité et la gamme dynamique étendue des
protéines dans le type d’échantillon étudié (tissus, cellules, plasma, urine, etc.), (ii) la
concentration présumeée tres faible de nombreux biomarqueurs spécifiques de maladies et (iii)
la variabilité des individus et des pathologies. Aujourd’hui, aucune technique analytique
utilisée seule n’a la capacité de surmonter ces trois obstacles simultanément. Ainsi, les
approches expérimentales combinées a des outils analytiques adaptés sont propres a chaque
phase du processus de développement des biomarqueurs (Court M., 2014 ; Thygesen K. et al.,
2010).
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Figurel3. De la découverte a la validation d’un candidat biomarqueur (Court M., 2014).
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11.3. Fluides biologiques

11.3.1. Définition

Les fluides biologiques ou fluides corporels désignent d’une manic¢re générale des

liquides produits par un organisme vivant (Bourderioux M., 2015 ; Court M., 2014).
11.3.2. Caractérisations des fluides

Les deux fluides les plus couramment utilisés en protéomique clinique sont le sang et
I’urine car il est facile de les collecter de manicre peu invasive et en quantité suffisante pour
réaliser différentes études a partir d’un seul préléevement, les fluides présentent un défi
analytique considérable pour la protéomique en raison de leur gamme dynamique des
concentrations protéiques, leur complexité (Adkins J.N. et al., 2002) ou la présence de
composés interférents (tels que les sels ou les débris cellulaires,...). L extréme complexité des
fluides biologiques, tels que le plasma ou I’urine, représente un enjeu majeur pour la

protéomique (Court M., 2014 ; Anderson NL et Anderson N G., 2002).
11.3.3. Types de fluides

11.3.3.1. Sang

Le sang total correspond au sang frais obtenu directement apres prélévement biologique,
il est composé d’un liquide biologique, le plasma, ainsi que des cellules sanguines que
sont les globules blancs, les globules rouges et les plaquettes. Exo vivo le sang n’étant
pas stable, il coagule pour donner apres centrifugation un surnageant appelé sérum et un
culot compact composé de fibrine et de cellules sanguines. Le plasma est quant a lui isolé
apres ajout du sang dans un tube de préléevement contenant un anticoagulant et aprés
centrifugation (Gabelle A. et al., 2009), bien que la composition du sérum et du plasma
soit proche, ils présentent quelques différences, durant la coagulation certains composés
tels que le glucose et le fibrinogéne sont consommés et leur concentration est abaissée
dans le sérum par rapport au plasma. Au contraire, d’autres composés tels que le
potassium, le lactate et les phosphates sont produits et libérés dans le serum durant la
coagulation, leur concentration est donc plus élevée dans le sérum que dans le plasma.
Enfin, le plasma contient 1’anticoagulant du tube, ces milieux biologiques complexes,
notamment le sérum, présentent une large gamme dynamique des concentrations

protéiques (Bros P., 2016) (Fig.14; 15).
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Anticoagulant
+

Coagulation
Sang total -

centrifugation '
centrifugation '

Plasma

Sérum

Figure 14. Différences entre le sang total, le sérum et le plasma, Le sang total est le sang frais recueilli aprés

prélévement (Bros P., 2016).

Gamma trace (Cystatin C) <1
Beta trace y
(02 Protostaglandine synthase) <1%

transferdin/Tau 3%
Preatbumine <1% 196 13%

Others 10%

Figure 15. Diagramme circulaire représentant la distribution différentielle des protéines majoritaires dans le

sérum, Chaque secteur est proportionnel a la part représentative de la protéine indiquée dans la Iégende en

fonction de la quantité de protéine totale dans le sérum (Bros P., 2016).

Dans le cas du plasma, le rapport de concentration entre les protéines les plus

abondantes (albumine) et les moins abondantes (cytokines) peut ainsi atteindre une valeur

estimée & 10 (Court M., 2014) (Fig.16).
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There is no method to solve this analytical problem!

Figure 16. Intervalle de concentration de 70 protéines du plasma (Anderson N. L. et Anderson N.G., 2002)

L’albumine, a elle seule représente 55 % des protéines du plasma et les 9 protéines
majoritaires constituent 90 % des protéines plasmatiques, alors qu’une vingtaine de protéines
représentent, a elles seules les 99% du contenu protéique total du plasma (Court M., 2014)

(Fig.17).

Figure 17. Distribution des protéines représentant (A) 90% et (B) de 91-99% de la quantité totale de

protéines du plasma d’apres (Court M., 2014).
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11.3.3.2. Liquide céphalorachidien

Le liquide céphalorachidien (LCR) entoure le cerveau, le cervelet et la moelle osseuse
et les protege ainsi des chocs mais aussi des maladies infectieuses, il est secrété par les plexus
choroides du cerveau, structures particuliéres des parois des ventricules, a raison de 150 ml
renouvelés 5 fois par jour, il est ensuite drainé par les villosités arachnoidiennes au niveau de
I’espace subarachnoide (Spector R.. et al ., 2015 ; Lehtine M.K., 2013), entre 10 a 15 ml par
adulte, et 5 & 10 ml par enfant de LCR peuvent étre prélevés de facon invasive par ponction
lombaire entre les vertebres, ce liquide clair incolore de pH 7,3 est composé d’ions et de
protéines. Le LCR est un milieu biologique complexe présentant une large gamme dynamique
des concentrations protéiques. De par sa proximité avec le cerveau, le LCR est le fluide
biologique de choix pour étudier son fonctionnement et les maladies qui lui sont associées
(Blennow K., 2010). Afin de quantifier les biomarqueurs protéiques et peptidiques présents
dans les fluides biologiques, il est important de connaitre quelles sont les stratégies de
quantification et les techniques de préparation d’échantillons couramment utilisées en

protéomique clinique (Bros P., 2016 ; Lehmann S. et al., 2009) (Fig.18;Fig.19).

-\7‘\

V)

7

Figure 18. Circulation du liquide céphalorachidien, Apres avoir été sécrété par les plexus

choroides du cerveau, le LCR est drainé par les villosités arachnoidiennes (Bros P., 2016).

28



Chapitre 11

Applications de la protéomique en clinique

A Beta trace
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IgM <1%

Haptoglobin 1%

Orosomucoid 1
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Figure 19. Diagramme circulaire représentant la distribution différentielle des protéines

majoritaires dans le LCR (Bros P., 2016).

1. 3.3.3. Urine

C’est un déchet organique d’élimination rénale de consistance liquide, de couleur

jaune ambre, de saveur amere légérement salée, sécrétée par les reins et comprenant certains

produits toxiques pour l’organisme, elle est conduite dans la vessie par les uretéres,

emmagasinée dans celle-ci avant d’étre rejetée a I’extérieur lors d’une miction, I’urine

normale est une solution d’eau contenant certaines substances dissoutes, cette composition

peut étre influencée par 1’alimentation, I’activité métabolique et 1’état de la fonction rénale.

L’urine se compose de sels

minéraux: sodium, potassium, phosphore, magnésium, calcium et

chlore. déchets azotés: urée, créatinine et acide urique, acide citrique, lactique, pyruvique et

oxalique, hormones, vitamines et enzymes en trés faible quantité (Bensouna S., 2019 ;
Lehmann S. et al., 2009) (Fig. 20).

Acide urique osyf o‘

Bicathonate l
27

Polassium 329

Figure 20. Composition de I’urine (Bensouna S., 2019).
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1. 3.3.1. Sueur

C’est un liquide incolore, de saveur plus ou moins salée, de pH est compris entre 4 et
6,5, son odeur est tres variable, généralement faible, la sueur est une des sécrétions les plus
aqueuses de ’organisme, on Yy retrouve la plupart des constituants du plasma, mais dilués.
Elle se compose de 99 % d’eau, 0,5% de substances minérales (chlorure de sodium, chlorure
de potassium et des traces de calcium, magnésium, cuivre, phosphore, fer) et de 0,5 % de
substances organiques (urée, ammoniaque, acides aminés, acide lactique, acide pyruvique,
acide urocanique qui lui conferent un pH acide), les concentrations des constituants

majoritaires sont indiquées dans le tableau (Brisard A., 2005).

Tableau .02 . Concentration des principaux constituants de la sueur (Brisard A., 2005).

Constituants Concentration
CI- 5-70 mM
Na™ 7-80 mM
K’ 4-24 mM
Urée 0,15-0.25 mg/mL
NH;" 0,5-8 mM
Acide lactique 10-40 mM
Protéines 20-77 mg/ 100 mL

11.4. Applications de la protéomique en clinique

11.4.1. Applications médicales

Les avancées dans le domaine de la protéomique génerent actuellement un grand
nombre de cibles thérapeutiques potentielles et permettent la découverte de marqueurs de
maladies, un des principaux défis du secteur pharmaceutique est d’augmenter 1’efficacité de la
détection de la toxicité des médicaments par comparaison des profils protéiques entre des

individus soumis a un traitement et des individus non traités (Aubry M.A. et al., 2000).
11.4.1.1. Etude de P’efficacité et de la toxicité des agents thérapeutiques

De nombreuses études utilisant la protéomique ont déja été utilisées pour étudier les
effets d’un médicament sur des échantillons biologiques, ainsi, la protéomique a joué un role
prépondérant dans la découverte des mécanismes de la néphrotoxicité induite par un

traitement a la cyclosporine A (CsA) (Aicher L. et al., 1998), I’étude des modifications de
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profils protéiques sur gels 2DE entre des rats traités a la CsA ou non traités a permis de mettre
en évidence la régulation négative, en cas de traitement a la CsA, d’une protéine de liaison au
calcium, ce qui induit une accumulation de calcium dans les tubules du rein et donc une
toxicité tubulaire. Cette étude a ensuite été géneralisée a d’autres especes, mettant en evidence
I’existence d’un mécanisme similaire de néphrotoxicité chez I’homme (Steiner S. et al., 1996 ;
Aicher L. et al., 1998), une autre application de la protéomique aux effets d’agents
thérapeutiques est 1’établissement de profils protéiques typiques d’une catégoriec d’agents.
L’indométhacine a ainsi servi a établir un profil d’expression protéique typique des agents
anti-inflammatoires non stéroidiens (NSAID). En établissant le méme type de profil pour
d’autres NSAID potentiels, il devient alors possible de prédire leur efficacité par comparaison
avec le profil type correspondant au traitement a 1’indométacine. La protéomique permet de
plus une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires et la détection de modifications
post-traductionnelles induites par un traitement ou une pathologie. Mais I’intérét de la
protéomique consiste aussi en la détermination de protéines pouvant étre utilisées comme
marqueurs des maladies, détectables de fagon précoce et pouvant ensuite étre utilisées comme
cibles thérapeutiques (Lescuyer P. et al., 2004 ; Aubry M.A. et al., 2000 ).

11.4.1.2. Application aux différents types de pathologies humaines
A. Détection des pathologies du systeme nerveux central (SNC)

L’étude du liquide céphalorachidien (LCR) et du sérum permet de voir les
changements du profil d’expression protéique tout au long d’une maladie et de découvrir
quelles sont les protéines impliquées dans le développement de la pathologie. Ainsi, dans le
cas de la maladie d’Alzheimer (AD), ou de la schizophrénie, des études ont démontré que
I’expression de diverses protéines synaptiques était altérée. Les protéines SNAP 25 et GFAP
(glial fibrillary acidic protein) par exemple, se révélent étre des protéines associées a la
maladie d’Alzheimer et leur présence a été décelée a 1’aide d’études protéomiques dans le
cerebellum et dans les lobes frontaux, pariétaux, temporaux et occipitaux du cortex de
patients atteints d’AD (Greber S. et al., 1999). D’autres études du protéome ont montré, chez
des patients atteints d’AD, une diminution globale de 1’expression d’une protéine inhibitrice
de la liaison au diazépam (DBI) qui permet de réguler négativement la transmission
GABAEergique, alors que cette protéine est régulée positivement dans le liquide cérebrospinal
des mémes patients (Edgar P.F. et al., 1999), ces études sont désormais facilitées par

I’établissement de cartes 2DE des protéines du cerveau humain (180 protéines ont été

31



Chapitre 11 Applications de la protéomique en clinique

caractérisées), de plus, puisqu’il est désormais connu que durant 1’apoptose, la mitochondrie
délivre diverses protéines pro-apoptotiques comme le cytochrome c et des facteurs
d’induction de I’apoptose, son dysfonctionnement pourrait avoir un rdle critique dans le
développement de maladies neurodégénératives comme AD, Parkinson, ou la chorée de
Huntington. Une carte du protéome de la mitochondrie est donc en cours d’élaboration
(Hanson B.J. et al., 2001; Langen H. P. et al., 1999).

B. Détection précoce des cancers

En dépit d’avancées significatives, nos connaissances sur la physiopathologie des
cancers sont encore parcellaires et les retombées pratiques de ces recherches dans le domaine
du dépistage, du diagnostic, du pronostic ou des traitements sont encore trop limités. La
compréhension des différentes étapes permettant le passage d’une Iésion localisée vers une
tumeur invasive est particulierement importante car elle conditionne la prévention et la prise
en charge des cancers invasifs dont la mortalité reste élevée. C’est pourquoi, il est nécessaire
d’élaborer de nouvelles stratégies pour identifier les protéines impliquées dans des
mécanismes physiologiques ou pathologiques en ligne directe avec I’initiation et/ou la
progression tumorale (Hamrita B. et al., 2011 ; Solassol J. et al., 2005; Chong B.E. et al.,
1998) (Fig.21).
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Symptomatologie dinique

Phase
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Figure 21. Diagramme de la progression tumorale (Solassol J. et al., 2005).

Ces approches se focalisent non plus sur I’identification d’'un marqueur unique, mais

sur plusieurs marqueurs co-exprimeés, débouchant ainsi sur 1’établissement d’un profil
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d’expression ou d’une carte d’identité pour chaque tumeur, une telle signature moléculaire
associée aux données cliniques et anatomopathologiques devrait permettre le dépistage des
stades précoces de cancer avant ’apparition des signes cliniques. Récemment, les progres en
nanotechnologies fondés sur des méthodes de chromatographie liquide ou de surface ont
permis 1’émergence de nouvelles techniques d’analyse protéomique appliquées aux
pathologies humaines (Zhu K.et al., 2003). Les marqueurs tumoraux ne sont pas statiques et
leur expression varie au cours du temps en fonction de I’état général du patient, du processus
tumoral ou des traitements. En pratique, bien qu’un grand nombre de marqueurs présomptifs
ait été identifié, peu d’entre eux ont été promus et recommandés pour une utilisation
diagnostique dans la population générale (Issaq H.J. et al., 2002), leur utilisation est
actuellement limitée le plus souvent a I’établissement du bilan initial du cancer, a 1’évaluation
de D’efficacité thérapeutique et a la surveillance d’une récidive. La performance d’un test
diagnostic est fondée sur sa capacité a classer correctement les individus dans les différents
sous-groupes cliniques (sujets sains versus sujets malades). Le test idéal devrait étre
totalement négatif chez les sujets en bonne santé (100 % de spécificité) et totalement positif
pour un type de tumeur donnée (100 % de sensibilité). Par ailleurs, ces marqueurs devraient
montrer une corrélation nette entre leur concentration sérique et la taille de la tumeur
(Solassol J. et al., 2005) (Fig. 22).
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Figure 22. Quelques exemples d’approches proteomiques utilisées lors de 1’identification de marqueurs

tumoraux (C : SERPA, A, B, D : gel 2D/MALDI-TOF, E : SELDI-TOF) (Hamrita B. et al., 2011).
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B.1. Détection de cancer de sein

La plupart des études sur le sein avaient pour but d’identifier les protéines qui sont
différentiellement exprimées dans le tissu normal et le tissu cancéreux, afin de parvenir a ce
résultat, la microdissection par capture laser a été utilisée, elle permet d’isoler les cellules
tumorales du stroma environnant et du tissu normal et de permettre la caractérisation du tissu
cancéreux sans contamination par le tissu voisin a 1’aide des diverses techniques de
protéomique (Gilabert M. et al., 2010 ; Spyratos F., 2004). A I’heure actuelle, 1’analyse
protéomique permet une description dynamique de la régulation de I’expression des genes,
grace a 1’étude des protéines et de leurs modifications post-traductionnelles, la recherche d’un
marqueur idéal doit répondre a plusieurs criteres, a savoir, la spécificité, la sensibilité et la
valeur prédictive positive. Par ailleurs, la concentration de cette molécule devrait montrer une
corrélation entre le taux du marqueur, 1’agressivité de la tumeur et ’efficacité thérapeutique.
Il n’existe pas de marqueurs protéiques tumoraux possédant une spécificité et une sensibilité
suffisantes pour avoir une utilité en clinique et notamment dans le diagnostic précoce des
cancers mammaires (Hamrita B. et al., 2012), a titre d’exemple, bien que le marqueur CA 15-
3 s’exprime chez 97 % des patientes présentant un cancer du sein, il n’est cependant pas
spécifique de cette maladie, puisque des concentrations en CA 15-3 supérieures aux valeurs
usuelles ont été observées chez environ 6 % des sujets sains (Mathelin C. et al., 2006)
(Tableau.3).
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Tableau.03. Protéines différentiellement exprimées dans le cadre des cancers mammaires et caractérisées par

Applications de la protéomique en clinique

différentes approches protéomiques (Hamrita B. et al., 2012).

Marqueurs identifiés Fonction Régulation dans le cancer | Méthode d'identification
du sein

Protéines cellulaires

Cathepsine D Protéase Surexpression 2-DE

Kératine K5, Kb, K7, K17 Cytosquelette Inhibition 2-DE

K2RATINES k8, K18, K19 Cytosquelette Surexpression 2-DE

Tropomyosine-1

Cytosquelette,
suppresseur de tumeurs

Inhibition

Hybridation in
situ/immunofluorescence

Vimentine

Cytosquelette

Surexpression

Testd'invasion sur
Matrigel

Protéines disulfide

Oxydation cellulaires

Surexpression

2-DE/micro séquencage

isomérase

14-3-3 Surexpresseur de I nhibition 2DE/Maldi-Tof
tumeures

Calréticuline Chaperonne Surexpression

MNGF (nerve growth

Facteur de croissance

Surexpression

Western blot/Elisa/

signalisation

factor) immunohistochimie
HSP27 Chaperonné Surexpression 2-DE/Maldi-Tof/Tof-
MS/MS
Annexine-2 cytosquelette Surexpression FD-LC-MS/MS
Galectine-1 Apoptose prolifération Surexpression FD-LC-MS/
Protéines plasmatiques
Tétranectine Protéolyse, coagulation, Surexpression Elisa
angiogenése
uPA-PAI- protéolyse Surexpression Elise
CD105 (endogling) Organisation du cytosquelette, | Surexpression Elisa

o 1 - antitrypsine

Inhibiteur de protéases

Surexpression

2-DE/Maldi-Tof- MS

Apolipoprotgine Al

Meétabolisme lipidique

Inhibition

2-DE/Maldi-Tof- MS

BC1,BC2, BC3 - Surexpression Puces a protéines
(Ciphergen)

Kallicréine 4,5, 10,15 Sérines proteases Surexpression -

Ubiquitine Recyclages des Surexpression Seldi-Tof/MS

protéinées/dégradation

Ferritine Transport du fer Surexpression Seldi-Tof/MS

Autoanticorpe

P53 Suppresseur de tumeurs Surexpression Elisa

Rs/DIJ-1 Surexpression

Cardiolipine Métabolisme énergétique Surexpression Elisa

B- 2glycoprotéine Coagulation Surexpression Elisa

MnSOD (superoxyde
dismutase

Oxydations cellulaires

Surexpression

Elisa compétitive

HSP&0

Chaperonne, transport des
protéines

Surexpression

immunohistochimie

tumeurs

o--Cristalline Chaperonne Surexpression immunohistochimie
B-tubuline Cytosquelette Surexpression serpa
Prohibitine Prolifération, suppresseur de | Surexpression serpa
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B.2. Détection de biomarqueurs urinaires du cancer de la vessie

La technique la plus utilisée pour mesurer la proteinurie est la bandelette urinaire, cette
technique permet de détecter la présence d’albumine lorsque celle-ci dépasse 50 a 100
mg/mL, cependant, elle ne permet pas de détecter les protéines de bas poids moléculaires
présentes dans les urines, d’autres méthodes sont utilisées comme 1’¢électrophorése des
protéines urinaires sur SDS-PAGE permettant une étude qualitative de la protéinurie.
L’analyse du protéome urinaire souléve plusieurs difficultés liées a la faible concentration des
protéines urinaires comparées aux protéines plasmatiques, a ’activité de protéases, a la
présence de sels et a la variation de la concentration des protéines en fonction de 1’état
d’hydratation, les tissus relarguent constamment des protéines ou des fragments protéiques
susceptibles d’étre détectés dans les fluides biologiques. Ainsi une tumeur peut relarguer des
protéines spécifiques ou modifier I’abondance des protéines normalement sécrétées dans les
fluides biologiques. Dans le cas du cancer de la vessie, ’urine représente donc 1’analyte idéal
puisque elle est directement en contact avec les cellules épithéliales de la vessie, certains tests
urinaires a visée diagnostique sont aujourd'hui disponibles, les plus utilisés sont le BTA Trak
ou le NMP 22 (Court M., 2014). Deux études ont été menées pour la sélection de
biomarqueurs urinaires, L’étude pilote était orientée vers la sélection de marqueurs pour le
diagnostic du cancer de la vessie et a abouti a la définition d’un premier panel (Panel 1) tandis
que la seconde étude avait pour objectif de sélectionner des marqueurs pour la détection des
récidives du cancer de la vessie (Panel 2) (De Paoli M., 2016) (Fig. 23).
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Figure 23. Représentation schématique des étapes de la sélection des marqueurs (De Paoli M., 2016).
B.3. Recherche des marqueurs pronostiques circulants du mélanome

Le mélanome est une tumeur maligne cutanée développée aux dépens de
mélanocytes, il s’agit de la plus sévere des tumeurs cutanées malignes fréquentes (Belot A. et
al., 2008), la prise en charge thérapeutique du mélanome a un stade précoce (stade | et I1) est
essentiellement chirurgical, avec un taux de guérison a dix ans qui approche les 90 %, le taux
de guérison chute dramatiquement dans les formes plus avancées avec un taux de survie
moyen a cing ans de 30%pour les stades I11. Dans la maladie meétastatique (stade V), le taux
de guérison devient inférieur a 5 % (Balch C.M. et al., 2001). Plusieurs facteurs cliniques
(age, localisation, nombre de ganglions lymphatiques envahis et/ou présence de métastases a
distance) et histopathologiques (profondeur de tumeurs et présences d’ulcérations) sont
utilisés comme facteurs pronostiques (Aitchison T.C. et al., 1995) .Toutefois, 1’épaisseur de la
tumeur primaire, mesurée en millimétre, encore appelée indice micrographique de Breslow,
reste le facteur pronostique indépendant le plus puissant dans le mélanome localisé. La
conduite thérapeutique a ce stade est d’ailleurs en grande partie dictée par cet index.

Malheureusement, dans certains cas, il ne représente pas un indicateur suffisamment précis du

37



Chapitre 11 Applications de la protéomique en clinique

comportement biologique de mélanome. En effet, une minorité de patients atteints de
mélanomes de taille inférieure a 1mm développeront une maladie métastatique (Becker D.et
al., 2006). Ainsi I’identification des mélanomes de faible taille (<1 mm) et de taille
intermédiaires (2-4 mm), a fort risque de métastases locales ou a distance, demeure un des
défis majeurs pour une prise en charge optimale et adaptée de chaque patient (Solassoll J.et
al., 2011).

B.4. Détection de cancer du colon

Détection de nouveaux marqueurs peuvent étre essentiels pour établir des
diagnostiques plus précoces et plus précis, mais peuvent également devenir de nouvelles
cibles thérapeutiques et permettre ainsi d’entrevoir de nouvelles drogues anticancérigenes
(Aubry M.A. et al., 2000) (Fig.24).

~ Protein spot
(nrrowed)
removed from gel
wnd digested with
trypsin

Muss spectrum of poptide fragments
obtained by MALDI-TOF
mass spectrometry

Coomassie blue stained 2D-gel of a total
cellular protein extract of colon carcinomn

Databuse matching of peptide mass
information identifies spot as

ide diphosphate Kinase A
(NM23)

Figure 24. Exemple représentatif de I’approche protéomique pour 1’étude du cancer du cdlon (Chambers G. et
al., 2000).

C. Détection des pathologies cardiaques

Les maladies cardiaques sont souvent multifactorielles, ainsi la capacité d’obtenir une
vue globale des changements d’expression dans les cellules du myocarde pour les cas
d’hypertension, d’ischémie, d’arrét cardiaque ou de la cardiomyopathie dilatée (DCM) permet
une meilleure compréhension des mécanismes causant ces maladies. La réalisation de banque
de données de gel 2D des protéines cardiaques de ’homme et d’especes modeles comme le

chien et le rat permet aujourd’hui des recherches in vivo sur ces especes modeles et de les
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transposer a I’homme par la connaissance des protéines homologues. En analysant les gels 2D
de chiens chez lesquels une DCM a été provoquée, trente et une protéines voient leurs taux
d’expression modifi¢ parmi lesquelles de nombreuses sont impliquées soit dans la production
d’énergie par les mitochondries, soit dans le systéme de contraction ou dans 1’apport
d’oxygéne dans les cellules du myocarde (Heinke M. Y. et al., 1999). La comparaison des
gels 2D de cellules du myocarde saines et hypertrophiées (état des cellules dans le cas
d’hypertension, d’infarctus ou de DCM) in vitro, a permis d’identifier onze protéines
changeant de taux d’expression dont cinqg isoformes de la chaine Iégére de 1’actine démontrant
I’implication du systéme de contraction dans ces maladies(Pinet F. et al., 2007 ; Aubry M.A
et al., 2000 ; Arnott D. K. et al., 1998).

D. Recherche des marqueurs diagnostiques des maladies infectieuses

La protéomique clinique consiste avant tout en I'étude de profils protéiques
specifiques d'une pathologie, de I'état d'avancement de celle-ci, de sa séverité ou bien de
I'efficacité d'un traitement, une deuxieme application consiste en l'identification directe de
micro-organismes. Actuellement de nouveaux agents infectieux tels que le HIV, Ebola,
Borrelia burgdorferi apparaissent et s’ajoutent a d’anciens pathogénes que 1’on croyait
contrbler comme Mycobacterium tuberculosis (Marinach-Patrice C et al., 2007).
L’établissement du profil protéique de ces agents infectieux est donc essentiel au
développement de vaccins, de traitements et de méthodes de diagnostic (Aubry M.A. et al.,
2000). Si l'approche utilisant les gels d'électrophorése bidimensionnelle reste un outil de
choix pour la découverte de biomarqueurs protéiques, ses limitations en terme de débit
d'analyses (faible) et de gamme de détection (protéines majoritaires principalement), n'ont pas
permis son utilisation en diagnostic. Dans ce contexte, la spectrométrie de masse, outil
d'analyse puissant adapté aux protéines, extrémement sensible, reproductible et automatisable,
est apparue comme une alternative potentielle aux méthodes traditionnelles de diagnostic,
gu'il soit direct ou indirect (microscopie, PCR...). La technologie automatisable a haut débit,
basée sur la capture spécifique de sous-groupes de protéines selon leurs propriétés
biochimiques et/ou physiques couplée a lI'analyse par spectrométrie de masse, a démontré son
potentiel pour les gammes de poids moléculaires non accessibles par gels d'électrophoreése (<
20 kDa) et I'analyse de fluides biologiques complexes pollués par des protéines abondantes
telle I'albumine (Marinach-Patrice C.et al., 2007).
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Chapitre 111 Exemple d’une étude du protéomique en clinique

[11.1. Etude du profil protéomique de follicules ovariens

Cette etude a été concue pour identifier les protéines exprimées dans l'unité folliculaire au
cours de sa croissance et de son développement, dans ce but, un modele expérimental pour le
développement in vitro de follicules de souris a été utilisé, ce qui permet la croissance et la
maturation des ovocytes a partir de follicules du stade secondaire jusqu’aux ovocytes fertilisables.
Ce systeme a eté préféré a plusieurs cultures nouvellement développées car il permet une
observation continue du follicule ce qui le rend possible de détecter méme de légers changements
morphologiques du follicule.

Pour la reéalisation de cette partie nous avons consulté pas mal de base de données pour télécharger

les articles qui contiennent des informations récentes sur ce sujet (Annexe 01).

Cet article vise a dévoiler I’étendue des applications de la protéomique, une approche analytique qui
révolutionne actuellement le champ de la biologie et plus particulierement la biologie de la
reproduction. Une vue d’ensemble de la technique est apportée ici afin d’appréhender sa puissance

et de comprendre les perspectives de ses applications cliniques.
111.2. Etapes d’étude du profil protéomique de follicules ovariens

111.2.1. Isolement, culture et sélection de follicules

Dans ce contexte, la séparation des différents types cellulaires se fait par 1’utilisation d’enzymes
ou par une séparation mécanique, veillant a ce que la structure folliculaire reste intacte, la culture en
microgouttes recouvertes d’huile minérale a été utilisée, ce type de culture est le plus couramment
utilis€¢ pour 1’étude de la croissance folliculaire in vitro, chez la souris, avec I’induction de
I’ovulation des follicules, selon des caractéristiqgues morphologiques spécifiques des follicules, peut
choisir des groupes a différents stades de la culture, de I’ovocyte, puis la sélection des follicules

pour I’analyse protéomique.
111.2.2. Analyse protéomique
111.2.2.1. Extraction des protéines

L'extraction des protéines a été réalisée par le tampon de lyse, sonication, et centrifugation,
les surnageant ont été recueillis et identifiés comme étant un extrait de protéine totale (TPE), le
dosage de chaque extrait protéique par la méthode de Bradford (Bradford 1976) puis le stockage

des échantillons a — 80°C jusqu’a utilisation.
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111.2.2.2. Préfractionnement des extraits protéiques

Pour les extraits protéiques tres complexes, des protéines peu abondantes peuvent se
retrouver noyées au sein des protéines les plus abondantes. Pour pallier ce probléme, il est conseillé
de décomplexifier I’échantillon en réalisant un fractionnement des extraits proteéiques. En
fractionnant les extraits, il est possible de réduire le nombre de protéines différentes contenues dans
un échantillon et ainsi de mettre en évidence des protéines moins abondantes qui ne peuvent pas
étre détectées lors de I’analyse de 1’extrait total. Dans ce contexte, le chercheur Anastacio été
réalisé deux méthodes de fractionnement basées sur la focalisation isoélectrique (IEF) qui sépare les
protéines en fonction de leur charge native. L’un de si méthode se fait directement dans une
bandelette composé d’un gel de polyacrylamide a 4% contenant un gradient de pH immobilisé -

strip IPG (immobilized pH gradient).

=/ IPG strip
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Figure 25. Schéma du principe de la migration IEF (Anastacio A., 2014).
111.2.2.3. Digestion trypsique

Le chercheur Anastacio fait une extraction d’une bande unique pour chaque fraction apres
une rapide migration en gel SDS PAGE, puis découpage en petits cubes et de la préparation pour
décoloration des bouts de gels avant la digestion (Anastacio A. et al., 2017 ; Anastacio A., 2014).
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Figure 26. Schéma représente le principe de la digestion trypsique (Anastacio A ., 2014)
111.2.2.4. Analyse LC-MS / MS

Premiére étape de I’analyse LC —MS /MS, dessalage des échantillons peptidiques issus de la
digestion par I’embout de pipette, pour les analyses LC-MS/MS, dans ce contexte deux
configurations de nano LC ont été utilisées : 1D LC-MS/MS et 2D LC-MS/MS, la configuration 1D
LC-MS/MS, pour faire 1’identification des peptides utilise I’THPLC connecté avec un spectrométre

de masse (MS) de type trappe ionique.

a)
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Figure 27. Spectre MS avec la sélection automatique des 8 précurseurs les plus abondants (Anastacio A., 2014).
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111.2.2.5. Identification des protéines

Pour I’identification des protéines, les données MS/MS ont été soumises au logiciel X-
tandem V. Pour comparer les trois stades du développement in vitro et mieux comprendre les profils
protéiques obtenus, une analyse complémentaire a été realisee a l'aide de logiciels d’analyse et de

description de listes de protéines.

111.3. Résultats et discussion

L’études de le chercheure Anastacio , qui avait comme objet d’étude le follicule entier, a
permis de mettre en évidence 1403 protéines impliquées dans le développement folliculaire
représentant jusque-la le premier profil protéique du follicule en croissance (Anastacio A., 2014).
L’analyses des profils protéiques identifiées 22 classes de protéines, la classe des protéines
impliquées dans les liaisons aux acides nucléiques a été celle avec le plus de protéines attribuées.
Les 4 classes suivantes avec plus de protéines attribuées étaient des classes d’enzymes : hydrolases,
oxydoréductases, transférases et modulateurs enzymatiques. Les protéines du cytosquelette, les
chaperonnes et les protéases ont été les autres classes avec un minimum de 5 % de protéines
attribuées (Anastacio A.et al., 2017). De plus, les analyses qualitatives et quantitatives réalisées ont
pu mettre en évidence des différences non seulement d’expression mais aussi d’abondance des
protéines au cours du développement folliculaire suggérant qu’a certains moments leur role dans le
développement est plus important, comme les protéines associées au réseau CDK, a la glycolyse, a
la liaison et a la régulation du calcium (Anastacio A. et al., 2017).
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Figure 28.Analyse des protéines identifiées aux trois étapes. (a) Répartition des protéines identifiées pour chaque
groupe en fonction de la classe de protéines PANTHER. (b) Classification fonctionnelle basée sur les processus

biologiques (Anastacio A. et al., 2017).

Ben Khalifa M et al. 2012 ont été analysé le protéome des follicules ovariennes par
chromatographie liquide en tandem et spectrométrie de masse. lls ont révélé 11 protéines candidates
(essentiellement apolipoprotéine H, la dihydrolipoyle, déhydrogénase, lysosyme C et la chaine
fibrinogéne) avec un niveau d’expression ¢€levé en parallele d’un niveau d’expression bas de

protéines différentes (I’antithrombine, la vitamine D, binding protein) (Ben Khalifa M.et al., 2012).

Une analyse protéomique comparative de 1’ovocyte de souris a différents stades de
développement a rapporté qu’au stade VG, il y a une surexpression de genes impliqués dans la
production de protéines responsables de la maturation ovocytaire, principalement la famille de
protéines SLC responsables dans le transport de différentes molécules a travers la membrane
ovocytaire et les cellules du cumulus (Shufang W., 2010). Aussi ils ont été observés que d’autres
protéines impliquées dans la formation et I’adhésion des gaps jonctions sont plus abondantes dans

les ovocytes au stade VG qu’au stade de la métaphase II.
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L’étude de follicules ovariens ouvre de nombreuses perspectives pouvant servir de point de
départ pour d’autres études plus ciblées sur le role spécifique de certaines familles de protéines dans
le développement folliculaire, concernant les protéines qui n’ont pas été identifiées, il serait aussi
important de verifier si elles sont en plus faible abondance ou totalement absentes dans les stades
de développement et d’en étudier I’impact sur développement folliculaire (Anastacio A. et al.,
2017).

Cette étude contribue a 1’identification de plusieurs mécanismes impliqués dans le développement
des follicules ovariens in vitro, les données résultantes peuvent potentiellement servir les
améliorations futures de I’actuel et toujours sous-optimal systeme de culture de follicules de
mammifeéres, ce qui est particulierement intéressant, des alternatives pour les patientes traitées pour

un cancer sont nécessaires de toute urgence.
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Conclusion

Notre recherche portée sur 1’approche protéomique en clinique permet de concler que la
protéomique clinique est une approche multidisciplinaire faisant appel a des compétences dans des
domaines aussi vastes que la médecine, la biologie, la bioanalyse ou la bioinformatique. Ces
approches protéomique représente actuellement un exploit extraordinaire et occupe une position clé

dans la biologie moderne, elle fondée sur le couplage de trois technologies de pointe :

1) I’¢lectrophorese bidimensionnelle qui permet de séparer plusieurs milliers de protéines

d’un méme échantillon.

2) la spectrométrie de masse qui permet d’identifier ces protéines et de mettre en évidence

leurs modifications post-traductionnelles.

3) la bioinformatique permettant la quantification du niveau des protéines et la constitution

de bases de données.

On conclu que I’analyse protéomique est un domaine d’étude a part enticre, il définit comme
I’utilisation de la quantification au niveau de la protéine comme mesure objective de 1’expression
génique caractérisant un processus biologique donné (processus physiologique ou pathologique,
effets des médicaments, de 1’environnement...) et comme moyen de décodage des mécanismes
contrdlant cette expression, et aussi met I’accent sur une description dynamique de la régulation des
genes. L’utilisation de I’analyse protéomique est appelée a se généraliser, en complémentarité avec
la génomique, tant en recherche fondamentale qu’en biomédecine ou en pharmacologie, ou elle
constitue desormais un outil puissant pour 1’identification de marqueurs associés a une pathologie et
de cibles thérapeutiques. Mais dans le champ des applications cliniques, les limitations

technologiques sont importantes et le défi analytique reste immense.

Les approches protéomiques actuelles présentent certaines limites. En effet, les altérations
affectant des cibles primaires faiblement abondantes sont souvent difficiles a mettre en évidence
par les approches actuelles. Une autre limite serait liée aux problémes de validation, de
standardisation des variables, d’hétérogénéité des résultats ainsi qu’a la gestion globale de
I’ensemble des données communes a toutes les analyses. En dépit de ces handicaps majeurs et bien
que des validations dans des études cliniques futures soient nécessaires, les explorations
protéomiques ont abouti ces derniéres années a 1I’émergence de nouveaux acteurs moléculaires

susceptibles de mieux prédire le potentiel évolutif de la maladie.

Enfin on peut dire que la protéomique est encore a I’aube de son développement, mais

I’avenir devrait nous donner raison quant a son utilisation.
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proes: andl repsated thres tme for sach prowsin. Prown ssncion aed
quaificasion swrs parkormed m dewcsbed ssove. From de TR, Spp of
protsin wan. aded per wall n POPRGERCITN Ba-Tran Gl QUi
Tcomolopian™ , Casisad, C8, USR], Afwr running o pel sceording 1o
tha sl Surslock™ MiniCall prosnenl, peotsin sars traadeesd w3
FVOF mamtrsa. The menbons = Ben Hocesd for & lean $0min
with Scaninghloce Blocking Bufter [Rerce™, Cartbad, £8, LSA). The blon
wemr then progad with mosccional mice FiA, (abFE, 11006 ditmson],
mizascirmd rmice LEOHE (b#% 109 1210000 Skriend snd moncdonal ms-
b pF (2281540, 005 Skrica) ol irom um'g:-ru-l,. Ly
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Peztnin zrofh of mous ovaron folicks grosn e wiro

varmight 3z 4°C. Thas blots wers than washesd arel peobasd with tha -
amdary papksy (3mn-rshe o sen-moiss HAP cospwed, | 10000 dik-
dore, Gf Hmbsom®, Upgob, Sesderd Wen Femeo Mudmom
h—vhhuﬂ'hu‘lm-dmhh“imhm
Band imamiy wan cakulusd on 3 recuming b sung mogs Lot
Saiteara from ok,

Results

Proteome of ovarian follicles grown in witro

Frasionmion of the TPE from tha AF stape dllcwss the demsfcaiios
ef 1.3 wmes more preteine than wten cnly the TPE waa analyed
{Fig. la). Tha susisy of tha Faconmen mashod sa dSemoeeraied by
ha llow oewrlsp of promm damfed n el ncoong, e 396 o
tha protmn beng only idesified is ore fracson (Fig, &), The fur e
tal injpecticrn. parformesl n e 10 LOPEAHE confiperation allows:d
tha clenoframos of G085 protsing m SF, 737 n iR and 710 in AF. Tea
o el injciion in e 10 LCPEAHE confiperation allosmd an
IncrmmEnt i S sumber of protwim foend in folliden of ol wape. Téa
ircreasm wers thoa ssbatasiisl andl 252, 400 ared €7 5% more pre-
e coeld ba idenifiedin 5F, SR and AF, respecvly,

Tha combration of thas two confipurason made & pomble o
furttar noune te uster of procere iderdied aed tersfoe =
ehiain o mer compliis protein grofile in axch e, wih 775 pre-
wrm ioreried in 5F, 1057 n SR and 1150 n AF Supclemaniany
Tabin 51,

¥ tha derdisd promice, 60F [13.4%5] were common = te tre
devnkcpmantl tapas, whersa 388 (24.8%) s common oo e
tapm of developmant and 4 protsisy wers identfied in o ungl
atape: 71 (5.0%) n SF, 180 {105%] in SR and 192 [13.7%] i &AF
(. 1z}. From x toiel of 1850 diferent procem. identfed in S iol-
licis, 19) prowsra fad ot been previooly dmecited i protsoes
niudinn of matazhuas | cocyie (M), perminal vesicls cocyin GV or
COC (Fig. 31 Tha intof tha prossire berein obteresd can be comukesd
ims Surpplem ey Tabla 83

GO analysis
Froteim idereriad in aach nape wers awgracd to proteis cha and bie-
lgpieal process sung PAHTHER GO anabain

Far tha thres stages, &0 aralysn diiritaced tha hit peres 11 pre-
i clames Fig. S Foat proteine dentfied in tha thees sagm wers
clmatisd m ruclsi brding protsim. [1B-11%). Tharesbar, ta four
Proinin CREML WSS MCTE SRoLBINL Sombuied were snoymes: Sparc-
lama, pecicradertuma, trowferasey and enryme moduben. Thess
clmsay toputher cormmzonsed o —45% of tha proteina idestified ot
5F arel TR, and o 40 of S proveics idereified ai AF. Cytodaletal
protim recrmered 5K of the proteim dercied n dw thees
ninpen, and chapsrores, raserpiion ficior and proteses repre-
neriaed aboet U sack, Thae, resaring 13 chawma sach bad <5X pre-
care anuigrend b= ol greuen (Fg. 4al.

Coresrsing biclegicd procmmmy, 387 protsing from SF, 701 frem
SR and £M0 frem AF wars muigned to the massbolc procma chater.
Tha rezrmeresd more thas G0 of S protsies ot avery 1o of
devabcpmant. Collchr procen, trssport sed apeafically prooeis
rassport, ool cpcle and coll commnicdon wes ale duery with
nemarcin prossrs anugreed g, 450

I of i P

i darriRrEn T BTSN N L
mml‘mmhm-:p‘nwﬂnm
o e whola pare Mo macska diatam (upslesentary Tase 53),

Az tha SF stapm, 2 cotal of 77 ieretfied predeing could e muched o
hw cheaser collebar componest erganiasos, wharin 37 and 7 proteim.
wars umigred io celoar rare: morphogesay ma tecmdrl
in o 5F ataps, slong with sratoscal srucus sophopnnn nd
Ard& localioson.

Wirfer, ~asolc crecemes, Tmedoan ans muuazoic
procmsEL were ser-eprmsted o SR, w13 and & srosem
smugnas, rmpacivaly, whin e wiasn metshoke prossa, wies 10
protim idercfied, was mow preminest n AF. Mesbole procmsn
savccaind bo ghyeoges, fity acidy and DHA—in partcuber, DHA rep-
lcasior—wern cver-epresasisd ot S ard AF dape, but not ot SF
g,

Ovar 10 cther bickged procomes wers spnifcastdy owr-
raprunied it thres folich group of the atudy, which nchuded:
wion of precuncr matabclize and srargy; proven metsbokis pre-
e, incheling proteie-fokding crtobpdrats metbolc procamar
tramalasins; mnd neclear and proeen coeaport (Gupplemaniary
Tabin 53).

Proteinsnetwork analysis

During fclkoular sevelopmant, praradcas-call prokderaos srel difores-
TEEE —1'-]'u.|d'-'l:mq|u manty ared comEEtEnca
wion, an wall au ol wrem and spopionm il (Epeig of of, 2000
Pton si 2L, 3004]. in the mmpla, protem. with spopioes o DA
repair W ret oer-represanied noany of e ogrouge. Howeer,
matatol procmsn rebees oo maces coypen o [ROS) wers
exerraprovnied s all throe ntapee Pathway Seodic arobam sawe-
cimed 112 protwm: idersfed in tin eudy wieh AOS aniicon
{Fig. Sb). From thas, 59 werw idenified oz SF (517, 9 = SMR
(EFEX) and 36w AF [BETK) For the 95 promre snnbeisd by thin
bamrformatcy arolyer o DPA repar [Fig Sa), te dwirbetion
Ebatwnen tha shre atapes was mmilar to chat foord for proteina sae-
cimedl o ROS panenition. For spopioas and DA reparr bickopeal
proces, fewer proters wers idereifed ai 5F stape comparsd o te
thar two stagm, and Mo proten wers idereried n SR .
Theough IPA aralyss, predsing volved in collcydls precoman, with
» jparticuler foan on o cpdin-depnden: oo (0L network,
wars higtiighess, inciosd, |1 provsime, inchuding T and related jpre-
emrn, chibited 3 particular axpramos in the thess e (g, &) Ar
b 5F ntape, Four of theae protsing, nch o Sphae kinsas-amocised
prown | (BKFi), FieefD mpastcomuining  protsin 11
(FEXWIIY, brea caresr type 1 wncepabdity proeis homoloy
(BRACATY and Usigetic-anccived protein IHike (UBAPILL wers
i, e of cyciim. wars noe (Fig. Sa). A2 tha SMA wege, three of
tha four cpchen from thin netwerk were idassies), numaly, COF 0, 4
and & Foor other proteim that are directly or indinectdy amocised
with thene COKy ware sho detecied 2t cha SHE nape, mich 2 CONCE
ragelsinry sshun-amndsied promin 3 (COKSAAFRT), Forkhamsd box
protein O FOR00 j, UDR- _ copuc Mmayige
coasmanpirarairas | 10D ssbust [OGT) and fizrosscan (FNIL
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1 Partion # 2 frpvioms & 3 frmctioms & ddrpcsons - § dscsone

Figure 2 Fracacrason was performed to increass the lelihood of cbtaining 3 Sgher number of dereifed protsrs in the tarplee. The dgure -
trates this by thowing: (2) the sumber of proters Kensfied is AF wags aralying ether coly THE or only e Fracsone, 382 the combinason of bosy;
(B) the percentage of proveias dercfied In one ungle raction, or n 1, 5, 4 or § factions 302 ) 3 Venn dagram of proneiss identfied In ovartas foll-
clen. The biue circle containg proneins idensfiad at the S wage: the green crcle concaina protens idencified 3t the SMN sags; and the pursle crcle con-

ire protens derttied x e AF sage.

Figure 3 Vern dugran comparing e moas idilcle proteoms
found In th 1y and Oe protecme of metghass 1 cocyner (MI)
(0 e o, 2008 Zoang et of, 200% Wang e ol, J010; Metfer o ol
201 1), purriral vescle cocytes (GV) (Wang et o, 2010; Demant o
al, 2912 and camudar-oocyte comphas (COC) (Meng ot o, 2000).

in adchzon (o the four proteing abeady devected 3t SF wage (Fig, f0)
Az the AF stags, 3 cyche-dezendent nase inhitecr 18 (COKN 18}

. imhistor nd iderefied n the prevous stagss wers no longer
© chaerved, nach 2 the thres CDKa, SKP1/SKP), FBXWI2, BACAL,
- FOXON, OGT and UBAPIL. This flured 3 comples revernal of
: the CDK network protein profile a this stage (Fig, &¢).

- Analysis of proteinsabundance in the three

: developmental stages

- Labekiree guarscwion was performed cn 1D LCMS/MS dan
- (ecompastle weh 2D LCMU/MS dwm) in order to emphmie
- prownaberdince warstiors durng it wio olide development.
- Deferentd lovels of sxpremon wers found to be agréicare for 57
- five dutines sbundarce profika (Fig, 7).

Ffteen proseirs had shetr muamal stundance = the 5 suge (Fig, 7

© P1) Of thams, || had ugnficane varations between this sage and the
* other vages, ndeding 7 procses ssccuted weh the cocyts, uxch u
© 10m pelbicda sperm-binding proners 1 and 3 (281 and 2P3), ooepe-
© wxpressed proten homaiag (OCEP), KH domate-coneaining proses 3
- (Fila), ramcucin ks entancer proces & (TLES), procss-argnee da-
© minase type-4 (PADK) 3d pheasholpme AL group IVC (Plalpée). b
- tha mme profis gpe, & was 1ho powble o chasrve two protim
© wth 3 sgricant varation between SF and SMR stages, but nct i AF
- atags. The two remaring procers had 3 wgeficantly lower stuncance

was Mertfied. Commquerdy, other protem comected weh th 3 the AF iage compared to e & and SR sages (Taske ).
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Fipars 4 Gana Omclopy (G0) analmm of S prossre enefied 3z che S eagel |a) Dwergaticn of the procsim idemifid dor sach group

ancoredreg oo PR THER prosin chun. (i) Fencional chanearicn bused on Bickogical Frecsman, "Sgnifes bickopesl |

Pl whEn cormgare 10t sl Mo gEnoe.

From cha fva provsine wath the bighant sbordanon o e $HE rtaps,
which characartm prefils 2 (fg. 7 FI), thees caloumn ion-barding pre-
rarm, calrwsiculin (CALAY, clusanin (CALLY mnd sypoas iight ol
paprcn & (FTYLE), ware sgrificanly ks abuscn in the other dapie.
Tha cter e proteies warid betwses the SH and AF dapee.

A pracunl rcress n provsis-abuschres theougheoet: e e
tapm wm the mont freguent profils shwrad, with 1 freong prosim.
{Fig. 7 P Comesrmally, the profils wth 1 lower s2undancs = SMAL
atapn comparsd oz 5F ard AF wapma, with twe proteics, wan the n
fraquen: profie fig. 7 Pl

Az AF wypn, wrens projere b their sl shondsres, with 20
nificant varivion betwean thi niygs snd tha coher teen (Fig. 7 PS ). Twe

of thaw proisim s srepmae mplessd o pecck: slpta-anoine -
- aon. Tha cocym thes obtared are fuly prown ard ofen present e
. MEuTy g of meicm remempon [Metsphaw 1l cocpim)

{EMOA) and phospboghensete-| (PEMIL e o third, ey add-
barching jproten [FAEFS), n o pecoss tranaportar, & repebiory aubumt:
of the cAHPdepanders protein kirasss ineobed in cAHP sigealing in
E*'_’m 3 |

ST

TR BT

Miormower, by smabeng tha e of 57 dfferersially sspremes pro-
with nire prosiea irechsd i tha pachvey, Gight ahowesd o regular
increas during Glide deslopmass, with masmal sxproaos o 4F
niapn. Comvenely, the remaining proten, L-bciis Sshydrogenas
chuin B {L0H), had a0 murcrmal scpromsicon ai 5F vy and decrmses
of walscined provere, mamaly FIGAATE snd LOHE . 9).

Discussion

Preicin mudma of svanm orooswecs hre umd wohisd ooopmo

, DTy m fartikration and smbrpc
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Figure § Folick prossrs idessfies relaed to (3] DNA repar and (8) ROS gereration. The images wers gereraned by Fathway Srado. Proses
Hemfec are thown uang white badkgroun and nor-iderrried Laing color badkgrounc.

devslopmen: & towly acqured duning oocyte developmers, asd e
hugtly dependent on the mtaractions between the cocyme ind fa wr-
rounding calls, thetr specakoation and funcaoning (Piccn ee ok, 1998
Gdchrmt o o, 2004k herce, there n cerest 0 Pvengasng the -
grow of the complee folicls it = sarly wages and fdloweg I3
- sebect morphalopically spproprate folicks for the wudy fom the $

devslopmmen.

The choce of the three folick wapes andymd in i stady wa
bawd on morpholopeal charsctsrana previcusly descrited when 1
microdrop cultere tywes it wed The cdturs satem choses i tha
atudy haa Seen previcudy vidwed, s e ofiprng have been
chruned, :nd ¢ alowa contneous cheervasion of folicle proweh o
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Protain profe of moute ovartan folickes grown b o

Figure 6 COF 302 relwed procels reeracsons underined by
Ingenutty Puchway Asshyss (AL Froteins in gray wers detscted in
the samphe, and thow In white wers ace. This setwort thowed 11
Proteina whoes esprentions were diferens: betwaen the three wtages:
(a) 5 atage, {b) SMR suage 302 fc) AF stage. Proteina sarmossdes in
preen inchcate they were Kerrited 2t ha wage proceint samosnced
In red were soe dercied.

¢ up 10 the stage of pre-owiniory foliche (Cortvringt e o, 199¢; Prton
i wal, 2008

Follicle proteome analyses and biological

: processes identified

© We amempted 10 seek potereal biclopieal developmencal marken of
* the entre funcional folicls wincturs, rather than to wudy déferent
* coll typen indwechially. By azpleeg 3 comtined 1D and 2D LCMU/MS
: andywn, precaded by in-gal IEF fracsonason in the study, £ was poa-
: ubde to increae the rumber of proten derafed i folicks. Hance,
1401 dfferent protens wers sccemisly densfied, representing, ©
¢ the bext of cur keowledpe, the firt proces profle of the whoke ovar
: tan iolbde cre. ieressngly, the quibtasve nd quancessve snalym of
© the dats porved cut nor ondy biclopeal procemes b do protem
which seem 10 have 3 pariouer sehavicr throughout follide growss,

GO aralyws showed 3 unilar dutribuscn i ol thres wage for pro-

© e clases 2nd bickopesl procemes. As i previoes waches concerming
© the cocywm proneceme, mow: procers Kertfied wers auigned to meta-
* bolc procene, fclowsd by cebubir procenses, traupor: and cell
: communicaion (Meng e ol, J007; Ma et al, J006; Zhang o o, 200%
¢ Wangetal, 2000; Plafer ot o, 201 1; Demant e 3, 2012). Howewer,
© it wa obesrved that, compared to the whole Max muscshs genome,
¢ 44 bologeal proceses wers over-representad in the current wecy's
. ampler. More than X0 bickopeal procemes were cver-rspresemed
¢ wmutareoudy n all thres staper, wih spectl emphas on the cell
* wion of twelive procens ivolved in the cell cpde trocghost the thres
° ataper. Wo chaerved tha: 3t the SF stape only € of the |2 prosems,
° with expresion vanzson in the COK network segpentad by IPA, were
© iderchud I particubr, COKs charmashves were not detected. Tha i
© comasent weh the fact that, at tha wage, the iollide har coly 2 fow
¢ grchouecel bipery, and conuquently, the micec oty i lower
¢ than in other stages of developmens.

Carversly, the highest mectc scovey happened a2 the SMR stape,

. wih an weremely hgh level of probieration of grnclos and thec
© calle Thin was underbined by Kerrticsscn of sheven of the |2 protem
© amccated with the cell cyck. The idensficasion of the CDKa ody 2t
© tha stage watarm the interae mitodc acihey of somasc el 1 e
are reaponuble for call-cyde progressicn and comsequendy granuio-
: coll proeration (Sheer, 199 Coqueree, 2000; Shemeny ot o, 2043)
* FOXON, sho oy idemsfed at SMR wage, was previoutly descried 11
© being wecticlly expresed in the prandous cells of grownyg iolicla
¢ (Tarrawas ot o, 2013), weh lower bevels of expressicn n antral nd
¢ Graafon folichen (Sh and LaPdlt, 2003). k was sho dewrited 2 reps-
* homecetmn of granuion cells i cobure (Park o o, 2005; Lo e ol
¢ 203, 2013). Ferhermars, COKx 4/6 and FOXOI Save not been
* previcusly reported in the proteoms of sclved cocytes or COC, g-
© peuting that they are ooly expresed in grasuloas cells, or 2 lant they

A reduction in grarcloas-cell prolfersson at Day ¥ of ovaran iolch

culture war previoudly deacbed (Peaty ot al, X07), ndeating sat
¢ wven f the olkdle in el rcressng in ste, mectc actty decreases
¢ from that day orward. In the present study, the same behavor wa
© herigres ty e demifrano of cycin-fepencen: lamaw chbtior |2
© (COKNIB), shio known = 5271, orly 2t the AF wage. Tha proses
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Aramsoo et ol

proveri th formation of cpcin ESCDKD and cpclin DuCDEEACDEE
complases, rasuking n inhibisos of col-cycl progracsos snd call pre-
iferatice, (Eayrak and Obewy, 2000; Rajaruckdy ot al, 2007). In addeicn,
tha S |LASPKT complere, wiich i known 4o ba involess] in CDERIB
dagrazistion, wan not idensfed a th nigs, skhough it wa Seoected
i jpravican. vapes snshed. Sce COEMIE o bean descriad @
baing Sermows in prosulces collu i ol dapes of folieshr dralopmare,
tha carment vaudy's rowslts showed that this proteis: i mors aturdan:
a2 AF riape comparsd oo the other v (Fig 51 Moreover, previcn
muien thosses the importnt rela of thin prooen i folich leesinin-

tion sred owslstion (Fere etol, 159d; Kpolos o o, |996; Makorama

o ol, 19, no it coukd be ssppesisd m 3 marker for cokurs aed fol-

threm riapm. Thans reaska sre cormament with e magor ol of e
sction batwsas, tha pranulons cells and e pocyie, 3 wall o tha hagh
brenln of tranmeraprion, inducing expresicon of provem seedad o fol-
ol ard cocps proweh and ssgeition of molecuber caxzactia for
fuiure semnie.

Crharsms, soma baolopcsl procmsn semed to be mom relesan:
w3 el e of deesiopmen: wnce tay wers ooly over-
raprumnies n ons of the devalopsen: wsge. chown for th sy, is
particular, tha biskepral precomms rabited 1o fermedoors ware odly
cvur-rezrmmnied in SHE dape, snd & wan sho only a2 the mage s
sdrorecean (FOHE), calle ! (] wm tad

Farredors: | i decrised m being ineohsd in xisncidogeranin [Hillr, -
© (&P, glecoss-f-phoaphute {GSFDH ) and phoaphogiposrats mucas
lwenl of cAPF Jrramichi ot al, 2013). This could ba = indicssor of -

° LOrH raaches o maximum ai tha SF s, whie the oarsight axhib-

20013) and it newrn et ramecription of thin protein N wich e

niercidogeramin sty g in cerlopinyg ol Theme revcia
sry conaittant with sxtradiol seorticon e i csarisn follidien in ol
turs, which sndsted secrstion with callubr prolferation, Smerbng
= mabilewion or decrame of mindicl wereton amorisesd with o
rachuction in grancicas-call prolferasos (Bolred o af, 1993; Lwaial,
B00%; Dorphin ot al, A ).

Tha sver-epresantation of messbole procmss relsed oo pheopen
ard darmy aciy ai both SMA and AF wepee wpporied tha informasos
frem 3 jprevioan 1oy wpering that taas matabolic procem fave
s rcrmry roh trougtos jolcur Seslopmaent (Collase
Ferrandes et ol, DL

Analysis of proteinsabundance in the three
developmental stages

Cffaran: brvahy of @ezrauion batwsas the thres tapes sers obwras
for 57 prowsinu Tha majoriy of the protein that s mons ssurdan:

(FalNE) (Wright o o, 2000) anl thres prossis mamban of te wb-
cortical maserrod comple: (SCMCE OOER, Fila (KHDCT) and TLEE
(i ol, JNN0E. Aleteaph tham proseize hove bsen shown oo ncrease
during oncpa developman: (Epbno o ol, 1595; 'Ynghe et o, D005
Liwt of, 1008 Zrang ard Cwean, J00% Turtta er oL, 2H0) their
axzrmsion decreses when kool a1t e folick deneg nvee
devslogmers. Tha & comient with tha higher regreencson of

eagyta prosna in 5 wxpe folicls when comgarsd oo e later vapm.
whars prnchow-csl gresss o predoswar: asd their protwim
bacoma much more sberdant.

& tha A ey, quainitiosion srakae pointed ont cilous-
smccmind proteim, which ooose of e mee ubiqeiou dgnshng
mebeculns and wiach controls 3 wide wreey of colishr procmses.
hm-h*ﬁhﬁﬁ"Mmq—.
{Zhangeal, 310} Sccomulssrng svicdencs ba fourd that inracalbdar
fra Ca"" playa = imzortast roks i repulation of tha meictic mnur
sdon of pocytm and sardy embnmek devslopmene [Homs o al,
I593; Sana et al, 1597; Whitaker, 004} In the curren sy, qusrs-
e arakyam of the protscme revealed that Shh provsin, 1 wall m

° othar caloium- binging promsine, much 1 cxlumann [CALL snd mpcsns
Muchar ;e proisin assport, prrerson of precunor settolm
° nugpma that cakius mechasge in the follicl may baes s relevan: roa

gt provien & PTLE), wer more abundani = da SR e, Tha

a thin point in develoomant.
Cuamstative analysy alsc hiptbgtees crtotysrate matshobum, par-
ty ghreslyn, wtich n itesd 33 30 importank pathwy for g
coua weiratice by banper follich, auan mperant bolopod proon s
fnlich developman: (Ham o o, D00 ¥y o af, 100%; Collade
Ferranda: & al, 3013} Gl iv required for ol growth and
mirahiol ecrwsns, and i b the main wecs of ATP in mowe preas-
wral iclicion = vere (Bolsnd ot al, 1994k a. it wea powble to danify
amaral proteim imackved in thiv pehway, weh s ey eas M1
(EFTH), POMI, Lscste debpdmpesams chaima A and B [LDHA,
LOwH}, froziome- bphonzhois sldobes & (SL00R), doha ard pas-
mu erciue (EMOA, EMOS), ADF pucckinue (ADPGK), SAPDH,
mowptmphes scmerme {TPE), ptowphdncicbross e ©

| (PGAMI ) Tha sberdancs for nre of s provers wm fond o

itnd = nerese i abundases throoghos ioliica devslopma e, schay-
ing 2 o a2 AF wxpe. Thoss rosck, doraie o werong need for
wrargy sepply o thiv dape of n wio Semlcpmant. Frevoes sudia
nhowsd that LOHE andl amcctases mEMA neraawmsd i e oocyie
dering folicular developmant, musurasos ane tha beganing of smbny-
enic dessiopmens (Srinkworth ang Maaters, |978; Roller et zl, 1965
Winger ot ol, J000; Lo ei 2L, 2004). Yoz, oor resulty ahowesd 1 kowar
m ujpreisin speciically ocloed in #a oocpa,

Ancther protein of releast rcerees, andl abundast in &F siage, wm.
FREARIE, weach i o repubsscry wubunit of the o8P F-depandant pre-
i kross [FEA) imechesd i cAFF agraling, ircdesd, bigh leveh of

: chHF within tha oocyie are amantil b keep the meices oycl os

haold. Meverttslm, e sourm of c&HP ool coeroveninl wree oma

: theory st thai the cogyie sall pererway ta nhistory o4 HP
im 5F wiapm are e in the cocpan, such m che gheocoroisies ZF1
and ZF [Epiana oi o, 1955, cogye- and smbrpo-abendant BAD

Fleblmann st all, 2000 Homer st al, 3005; Mebimenn, 305) wherem
ancther thecry wypsy that siotc srmns i depandent o cumula or
granuicna coly sepphang this nhitsior Sela-Sbramonch o al, 3]
iHigher levals of o proten imphcsssd s cAMP sgnalng a1 AF daps aup-
goxt thus thin protsn m lesly o be prodiced in the prasuless ool srce
a2 thin miapm, i tha current gk Share i o hghar rember of prasule-
na cully compared to the othar e, b wosid ba of pread: incere o
furthar v S repubvion of P& Sunng folide Sevelopmean: in
wrder o mumna it potsral rok n il
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Fal s Fgr-mchdey groap pracsan 81 g LT Pl i ] 13 = by 8 M
gaEl Libicysin ez sl hdocions imayma L1 Lbchil el LMD 1% T TR M
JMRCT Tiskadin 2o dradn Tzl IHLE |- 13 Ar TR F%
FHIM cAMPdazradend. provsdn kiraes Typs I-bas Frir 11231 |.7E-04 17 AT i
otz e
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calls and conssguant: spoprcam. In the oary, sheen: #5095 of folckn
. — " I that bape develcpmast will dix thersfors popiom i sepeced o

Figura T Sascardied Momalosd Szuncncs profisn of sromsis
difmrwndly peprened Sarwaen Sralcpmanl mgee (P 1S sromin
wih agham sbunssres in 5 roge (P 4 prosre s musimal
sburetwrea ar SHR ega. 1) 18 4 i,
sburchircs Groughour developmancal eapes (P4) 1 prosn wich 3
ngnicane Secruama o SHE nge comzared 1o e Sohar e gL
(P4) T proemirn s 3 asgrificans varistion bersssn B nas i moge
(EF amcl SHE) and e AF mpe, whith it B s with S highan
aburehirca.

Apoptosis, ROS and DM A& repair

During in wvo follcubopenani, 5 brps nember of inlicles will not grow
anzl will Sepenanis, maisly e bo proffersion st of pranuima

b2 e bickogical procens in the cxany protsomse (Ha e al, 2004
in tha corrant: ntedy, only 55 of the probeic densfied wers werb-
md o fat bolopol proome Siece spopime wme no over
repromsnied 1t ay soype of cevelopean, it can ba concloded g
i vir colurs condione difer from thess I vie, @ cthare i et
incressed sepreen of protsice rebisd to spoptoss, taking sceous
ef 1pproprm b oulure condeicra.

v e, the folidm comonty compate for devellcpmantal
rmcurcay, lmsding to tha death of e wekmt. Hewrthsln, s
tha typa of coliure that wa descrize bore, the folides grew ind-
mzually wrtoor compamon for raccurc. Tha lack of compan-
o beween folichos lnad to o brper sumter of icliices. reaching
esulainry ntspe and 2 reduced azopeoin mim compansd to i Ve
o rom.

Heromsor, Pattwsy Stasis snabyun. dessonuiraced thas a3 SMA, and
&F niapuy, owica o many i in ACE pr and
D& rupuir wers consfed compared oo 5F . Thin coold ba -
il (b et scustur condranns wres a5 aiape waa eponed o thoe
cordimon for 3 thorer ama, Mrartheloo, o te ans of de culrone,
tha AF wiaps had fewer proseing amccivoes with thoe bolopod pre-
oo compared o 50 ey Thm rowlin ool ba paifies by e
chanpa of folicuber arectar in thin fype of cokus, paaing from o e
mamioral to 3 brkesreonal ereciure, e folice grows smched
o S cukiure warizon {Corternch et al, 15%94; Paatp et o, 3007, Picion
w al, 1008L Howewer, if icramed tarsopson of proteisy isvobed
i A producson and DMA repic v induced by thh wnuchural
chanpa, i e thet it dom not b 3 speficans negEre Impact in
folicular developmen wrce thme G of proten waa reduced agan
ini tha Lk oulturs plam.
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Fipars 8 Abusdnc zrols of prossin mplicessd in geocima, with 3 dgriican: vasason throughos olide developmen: invis Inres, s pr-

i ath increaing

CRENTR

Fipore  Wenss blor demorarwing varinbls apeemion of
PREARIE, LOHE and COWT 1B o tha thres nosgee. |k v posibls 1o
ciumre 3 ncreanng sepresicn of FREAAIE and LOERIE during
e Caliure, with i hiher EpreLicn U TaT e oage of deevel

coman. Tha Secraming scprawion of LOHE during folich Srvalop-
mene ic she thon, by wenem Sor, weh wmbr sbundsnes i the
SFH aad AF g,

Conclusion

Felizsbr intwgrity v crudal for ooy Sevelopmant from follids s
wation unil materation. b thin sy, & wos possbls o danify 12H
proteim sxprames it folicl durng £ proweh n eim, reprosneng
tha firnt catalop of a follice prowoma. Akhoegs i protein e ot
astame, it thown the mom sbundant prodeizs aszremes i te
o=y folkds, ard & can (e osed s o beeling for furtter sudim

abor the rols of s protain i folide dessinpmane.

difrory: rolm 2 st ampa. The combinasion of qualerr and geas-
v nabma St yacic spmmmon pabeme G promes -
. wenll s 3 rmpeibniory wetwne of PA Furter complemantary s
atould ba carmed out o undenreand e et activason of develoz-
el putheay tha: alows ook developrsent sred masrason.

Toa siudy conrtum i 4w desicaon of swverel sechanies
imvoibved i e craman foliden. delopmant i sern. Thae recliong daia

may potertisly wrn fuure mprovesent of curment and wlkabcctmal

i s, ones provmin, LOHE, s 3

' bodicls cewaliopmean n AT,

- rummals folick-cubue puieme, wech 8 partcobely e @

. Supplementary data

Supplemercary i are svalsble ar Molsculor Humen Feproducion
enlnm.
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Theme

Approche protéomique en clinique

Résumeé :

L’approche protéomique occupe une position clé dans la Biologie, elle englobe une large gamme de technologies
visant a déterminer 1’identité et la quantité de protéome exprimé dans une cellule, un organisme, un organe, un
compartiment cellulaire ou un fluide biologique a un moment donné, dans un contexte biologique donné. permettent
¢galement d’étudier leur structure tridimensionnelle, leurs interactions entre elles ou avec d’autres molécules et la
recherche des marqueurs diagnostiques, pronostiques et de suivi thérapeutique des pathologies humaines. L approche
protéomique est composée de plusieurs étapes, mettant en jeu la préparation d'échantillon, des techniques séparatives
par 1’électrophorese bidimensionnelle, des techniques d'identification reposant sur la spectrométrie de masse et des
outils bioinformatiques incluant bases de données et logiciels de traitement. De nombreuses applications de la
protéomique en biologie clinique, santé, en biologie de la reproduction sont en cours de développement.

Mots clés : approche protéomique, protéome, électrophorése bidimensionnelle, spectrométrie de masse.

Abstract :

The proteomics approach occupies a key position in Biology, encompassing a wide range of technologies aimed at
determining the identity and amount of proteome expressed in a cell, organism, organ, cell compartment or biological
fluid at a specific level. given time, in a given biological context. also allow to study their three-dimensional structure,
their interactions with each other or with other molecules and the search for diagnostic markers, prognostic and
therapeutic monitoring of human pathologies. The proteomic approach is composed of several steps, involving
sample preparation, separation techniques by two-dimensional electrophoresis, identification techniques based on
mass spectrometry and bioinformatics tools including databases and computer software. treatment. Many applications
of proteomics in clinical biology, health, reproductive biology are under development.

Key words: Proteomic approaches , proteome, two-dimensional electrophoresis, mass spectrometry.
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