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Caractérisation structurale de la glycosylation des protéines : de la glycomique
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RESUME

La composanteucrée des glycoprotéines joue un réle majeur dans de nombreux plosedeg&gpes e
pathologiques. Leur analy¢®V UXFW XUDOH QpFHVVLWH GHVY RXWLOV SHUI
ces glcanes. Des approches complémentairétéodéveloppées O - D Q D GglcaheS phW MALBIOF et
O - D S S WRéndde pay LESHFTMS.

La glycomique coiLVWH HQ O-DQDO\VH GHV VXFUHV LQGpSHQGDPPH
GH OD JO\FRV\ODWLR® p)XQ H L@ D¢ B bGadihéetde nouvelles condition
prépariRQ G-pFKDQWLOORQ HVR GIH LFDWMLIRFH AKQPQ X R ) VG KD\D V X F
détection et leur fragmentatjuar spectrométrie de masse.

La considétmn des glycanes comme partie des glycoprotéines et glycopeptidengetiaetivité accrue
une caractérisatioBH O-KpWpURJpQpLWp LQWUDPROpPFXODLUH GH Fdd’
et de fragmentation a énergie variable (SCE) nous a conduit & plus de diversité et de fiabilité damese
identifiées.

De par leur implicatondav OD JURVVHVVH HW OH GpYHORSSHPHQW GH
un fort intéét médical et vétérinaire. La combinaison des méthodes analytiques a été entreprise d¢
caractériserdenotifs de glycosylation spécifiques ardifites populations.

MOTS CLES

Glycosylation Spectrométrie de masBeotéomique

ABSTRACT

Polysaccharides from glycoproteins play an important part in numerous biological processes and peith
structural elucidation requires performadtsensitive tools capable of assessing the heterogeneity ofesi!
Different approachesane developed:-lycan analysis by MALIDOF and LEGESFFTMS proteomics.

Glycomics is the analysis of glycanpéndently of their linkedrotein and can hesing to obtain a glycosylati
fingerprint of a protein, fluietcDevelopments of innovatigample and matrix preparation conditions, inclt
glycan chemical modification, improved their mass spectrodeetipn and fragmentation.

Glycopeptide ahglycoprotein analysis permits selective assessmerglypéahepopulation across the prof
hence allowing the characterization of molecular microheterogeneity of the different gjoeidereopmen
ard integration of nospecific protease dijes and steppeenergy fragmentation produced more divaarde
reliable identifications.

Becausef their critical role in gestation and embryo developghetsylated gonadotropins are of major me
and véerinary interest. Combining analytical odlogies granted access to the characterization of popl
specific glycosylation motifs.

KEYWORDS

Glycosylation Mass spectrometrProteomics
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La glycosylation est un processusenzymatiqu e consistant a former une liaison

covalente entre un glycane, ou polysaccharide, et une protéine ou une autre
T—"e.E®72eZ11 eloe Se'ele 7—71eZ@1-"e' ESe T —01l™>"e."877¢
™7 872 "—1 Zoes'—=Z1 872 S7z1 —"'—oel S tirellamtes] soAtee 1 ™ > e .
ceCE G- ZedLZe1le 2—Z21Z®el ™Mozl 'icdibhrd@sde/ el +Z21 ™S>
nombreuses réactions biochimiques. Toutefois, il existe une trés grande

hétérogénéité au sein de ces modifications, en termes de composition, de

structure, ou de site de liaison a laprotéine. De plus, ce’ 1 1 ce ZLonterdrl

une informati on majoritairement immuable, les protéines pour lesquelles il

code sont en constantedynamique . Les interactions entre ces biomolécules ou

eZ®l-"e'e ESe " —®©l87 ZeeZel ™Z7Y Z-eorformationldezl —'YZSz1
«Z7>1E " -™"@’e’ " — 177171 «&ifatibn <Bntlen &ffétsfesponsables

e 2—1e>S—e1—"—>Z1eZ1e"—Ee'"—el<"e7e'87701S721 2 — 17!

Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes plus particulierement

'—e 7 1 ¥l e o171 EZ>+S'—Z1 ¢ Ehdimeie-Zel E~—-7
chorionique gonadotrope , qui est une glycoprotéine produite par un nombre

sZ0e>Z —ele ">eS—"-72@ILZ—1™S>e’ EZ2'Z>1E'ZELeZR1 ™ —.
ZeleZel-837'¢-il el Se’e1 té¢ adé TorfesConcrirationE dés

les premiers mois apres la fécondation et fortement impliquée dans le bon

déroulement de la grossesse chez les femelles de ces espéces. Son activité

biologique est liée a son interaction avec des récepteurs transmembranaies

présents dans la région gonadoutérine, déclenchant une cascade signalétique
Sc"7e’eeS—+1¥1eS1et—e' ®Z1ls ">—"—Z®les > EeZel— EZx
©Z1e Z—C¢"—1"70082 ¥1eS1-Se7>'¢-1e71™eSEZ—+Sil ¢seZ1Zce"]
dans les problématiques contemporaines de fécondation in vitro ou pour la

—eZE& —Z1Y-+>'—S'5721Z2®@1S—"-S7jle +ZYSeZ10-8372'—®ed1<"
De plus, la glycosylation de la hCG joue un réle dans la capacité de transduction

du signal de son récepteur et dans lesfonctions des cellules cibles. Cependant,

et bien que la concentration de ces protéines soit précisément mesurée durant

la grossesse ou les protocoles cités préecédemment, leur état de glycosylation

— Zeel ™MSe®el E"2>S--Z—1>Z2E'Z>E"'-81 B+s"§BLeN/722'w12¥1 S
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pour explorer la complexité de leurs différ entes glycoformes. Il est nécessaire

71 S'571 ™My~ es7@eZ>le 0S¢l eZel E"——S ' ®eS—EZxl E -

o o7 (E'e7>17751'—™ eSS _(EZ1eS—@1eS1e"—Ee'"—1<' "e"e'§271

Nombre de publications par année depuis 1969

2500

2000

1500

1000

500 II|

0 ___--..IIIIII
OEH(Y)LOI\O‘:HU)L{')I\O‘)HU)LOI\@HMLOI\@ C’)LDI\Q
O I~ I I I I 00 0 0O 0 W O O
D O [0)} OO O O OO O O O O G)O)OOOO OO
Y " H A A A A A HHHHHHNNNNNNNNNN

Figurel : Evolution du nombre de pubditions scientifiques référencées sur PubMed contenant les
termes « protein glycosylation » depuis 1969.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) Données consulté@etobr019.

Zel es>Se-o’Zels v72¢Z®l -—"Z@1Z—1872Y>21+S—el EZe+Z
spectrométrie de masse et dérivent des approches développées en
protéomique. La spectrométrie de masse est une des techniques permettant

¢« o7 —¢ ' ESe" —171 EZ0el -~ de@a’ mEtbwdd repbsB suraE’ ™ Z 1
séparation dans un champ électrigue ou magnétique de molécules ionisées en
phase gazeuse selon leur rapport massé charge. Elle permet de caractériser la
structure chimique de molécules en mélange sur la base de la mesure de lers
~SeeZ®lZeleZ1EZeeZeleZ1leZ7501e>Se—Z—uctardle -¢7¢71Z1-
des glycoformes de ces hormones est un défi technologique considérable et
—S——-""—®172—721 ™. "EEz™MSe'"—1 -S“727>71 +Z1 ®®S—e-1 ™,
glycoprotéines est un domaine *Z1 >ZE‘Z>E‘Z1 o -+S—el ¢.YZe" ™M™ .1 o
derniéres décennies du XX siécle, et qui aconnu Z—1>7Z¢S’'—1e¢ '—e.>lels. EZ—
E"—E"-"eS—+1 SYZEL ¢Zel SYS—E - Zel +ZE'—"«"+'82721 Z

commerciales en spectrométrie de masse a haut débit et haute résoition

Figure 1).

Ce projet a pour but de caractéiser les glycoformes des gonadotrophines

humaine et équine, ce qui a nécessie le développement de méthodologies
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performantes pour leur détection et leur identification . Les travaux présentés

dans ce manuscrit portent sur les développements analytiques englycomique

Zel eeCE"™>7e."—"8771 —el Z—1 ™eSEZ1 ™" 751 o o771 oZce
E ">’ —"872Z®i1l celeZ> —ZNPEIEZ4- 28 N2Z1sS1>2E'Z>E Z]
glycosylation des choriogonadotropines et les méthodes de spectrométrie de

masse pour la glycobiologie (Premiere Partie), et les résultats du projet seront

@ -™S>. el Z—e>Z1 « SMM,"E'Z]1 eeCE"-"52721 toch&’',—Z1 S>e
glycoprotéomique bottomup (Troisieme Partie). Des méthodes robustes et

sensibles de détection Ze1 ¢ '«Z —¢’+d€E&s’ espdces gt nécessaires

notamment pour leur transposition en milieu médical pour le diagnostic et le

développement de molécules biothérapeutiques.
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B. Premiere Partie :
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1. Glycosylation des protéines et glycohormones

1.1 Introduction

Les protéines subissent, en aval de leur synthese, des modifications chimiques

souvent régies par des réactions enzymatiques, appelées «nodifications post -
traductionnelles 1721 @ 10+Z 1+ BostFrefslatidnal Modifications).Ce

terme désigne également, par extenson, les modifications survenant lorsque la

chaine peptidigue est encore en cours de synthese, et qui sont donc a
proprement parler des modifications co-traductionnelles. 1l existe de
nombreuses PTMs différentes, de par la nature chimique des modifications ou

leur localisation sur la protéine. Pas moins de 1493 modifications covalentes

sont répertoriées dans la base de données de modifications publique Unimod

en 2019. Ces modifications incluent, entre autres, le clivage de liaisons
peptidiques (peptide signal, pe ™e’eZ1 1e¢71eS1e"5-721'——Se7571¢7Z1¢ '—7
¢S1-"¢' ' ESe " —1E"YSeZ—eZ1e SE ' *Z®1S—"— - ®©1™MSse'EZe" 7>
natures variées, tels des phosphates (phosphorylation), groupements acétyle
(acétylation) ou des polysaccharides (glycosylation et glycation). Elles peuvent

étre réversibles, alors souvent associées a des processus biologiques de
régulation ou de signalisation, ou bien étre irréversibles et dans ce cas
potentiellement associées a des phénomenes de vieillissement cellulaire ou de
dégradation (1). La glycosylation est un processusenzymatique (contrairement

a la glycation qui est un processus passif) aboutisant a la liaison covalente

¢« 2—Z71™>%e.' 717194 P 21ESTEE 'S> *Zile fdmie 8e '+ 1+ 7 —
PTMs extrémement courante retrouvée chez les organismes eucaryotes, pour

lesquels on estime que la majorité des protéines sécrétées sont glycosylédg),

mais aussi sur les protéines synthétiseées par les organismes du domaine

bactérien (3), contrairement a ce qui fut longtemps admis. Ces modifications

ont un impact sur la stabilité, la conformation, la fonction et les capacités

¢ '—eZ>SE+ " —ofreigioed. e+ ¢ E
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Figure2 : Formes linéaire et cyclique (hémiacétal) du glucose.
L'orientation du C1 au moment de la cyclisation peut aboutir & deux formes anomérimuegselon
la position du groupement hydroxyle 1 (en rouge)rppport au cycle.

Figure3: Formes.:pyranosiqueshétérocycl@émiacétal a 6 atomes) des monosaccharides usuellement
rencontrés dans les glycanes des mammiféres.

Les monosaccharidesexistent sous deux formes, linéaire ou cyclique (Figure 2).
">e87 'e@1Se"™e7Z o177 Isont de&s h@dcdies’ BEIéraryoliE ues
0eZ7>1ECE"®@Se""—1 ™57V~ §Hbthro Sa"— 7515+ " 4= eyt §7 1

carboné), poly-hydroxylé es et chirales. L ">'Z—eSe'"—1 eZ@l > 2™M7_7—
hydroxyles sur chaque carbone stéréogene(a environnement asymeétrique) a

un tel impact sur les propriétés du monosaccharide que chaque

diastéréoisomere possédeune identité et un nom qui lui est propre (Figure 3).

Chague monosaccharide sous forme linéaire posséde un unique groupement

aldéhydique dont la réactivité est conservée lors de la cyclisation (Carbone-1

hémiacétal). Ce carbone étant impliqué dans la liaison de formation des
oligosaccharides, *S1 —S“">'e.1 ¢Z@1 ™M"e¢— >Z0el e "®Z®1 — ~—e157
réductrice, généralement impliguée dans la liaison a la protéine glycosylée. Un
polysaccharide, aussi appelé glycane, est le nom donné au polymére linéaire a

ramifié composé de monosaccharides (ou oses) reliés entre eux par des liaisons

covalentes, dites «osidiques ».

Différents types de glycosylation sont décrits en fonction du groupement

chimigue modifié ou de la molécule intermédiaire entre le polysacchar ide a la

....34.....



protéine glycosylée. Chaque famille de glycosylation utilise des voies de
synthése différentes, aboutissant a des structures osidiques variéesmais
également a des fonctions biologiques propres. La N -glycosylation et la O-
glycosylation sont les formes les plus étudiées et sont les deux formes de
glycosylation identifiées sur les hormones gonadotropes 8 1 ¢S —s+' 152721« Sze>Z e
types de glycosylation moins courants existent, comme la C-mannosylation, la

glypiation et la glycosylation des phosphosérines.

Noyau («core») | Complexe Hybride Oligomannose

Figure4 : N-glycosylation, représentations SNFG du noyau «core») commun aux Nglycanes et
des trois familles de-ylycanes
La représentation SNFG est explicitée alagesiphe 1.2 Nomenclature.

La N-glycosylation chez les organismes eucaryotes est la plus étudiée de toutes
les glycosylations. Elle implique la modifica *'~—1e¢ 7—1>-0'¢21Se™S>Se’'—71
™y.eZ—e1S71Z'—1 7?—710e - IerTlE gar h S>gly@ade (X>Z1 e —
étant un acide aminé quelconque sauf une proline). Les N-glycanes ort en
commun un noyau pentasaccharidique composé de deux N-
aceétylglucosamines et trois mannoses (appelé «core»), lesquels peuvent étre
differemment modifiés et étendus. La famille des oligomannoses (ou «high
mannose) regroupe les N-glycanes constitués ducoreZele 7—1—"—-<«>7Z1YS>'S«<e71
de mannoses supplémentaires (au nombre total généralement supérieur a
cinq), les formes dites «complexes» sont modifiées par un nombre variable

o S—eZ——7®1+>’eSEE'S>''8§2Z@1IE -™"®-Z1 e« 2—21 &

77 EUB1Ze1eZele>—Z®el'Cr'eZele —el ' —eZ>—-¢'S'>7Z@1Z".
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moinsune S—eZ ——717+1+ 7—1 — SorefFijuscZ4). @ ndmbtdusgs

protéines sont N-glycosylées, les plus étudiées étant les immunoglobulines de
par leur utilisation bioth érapeutique sous forme — e¢S——7—e¢1l ¢ S—e'E">™M@E:
monoclonaux ou 1 0 Antibody-Drug Conjugate» ou médicament couplé a

un anticorps).

Le terme «O-glycosylation » désigne ¢S1 —"e’e'ESe’'~—1e 7—1>-0'e21 ¢'>."—
0 H>017Z2Z1ce->'—Z710 7> far inoHly&Fanéau hiveAu du groupement

hydroxyle libre de leur chaine latérale. Contrairement aux sites de N-

glycosylation, les sites de O-glycosylationne — - EZcece’'+Z +e tiplyGese 1+ Lo

dans une séquence consensus particuliere. Les mucines sont des protéines

ubiquitaires fortement O -glycosylées situées a la surface des épithéliums de

nombreux organismes ayant un réle important dans leur fonction de barriere.

Leurs O-glycanes sont amorcés par une liaison commune O-GalNAc qui

constitue la structure commune a tous les noyaux de type mucine, et sont
See"—e.@1Z7¢1>S—"¢". 21 ™S51e S““7ele 7—1—"—->Z2Z1YS>’SceZ1e;
noyau O-GIcNAc est une forme moins courante de O-glycosylation surtout

détectée sur les protéines nucléaires, mitochondriales et cytoplasmiques Cette

modification , trés dynamique, — Z ce+1 E~— ce » 'ecareGlANAL Zet peret

de prévenir la phosphorylation de ces protéines et réguler leur activité. Ainsi,

les protéines O-S E -eCeee 7 E" @S- —-Z®@1 " —ele"2YZ—e17—1>871-S.
stress cellulaire, la régulation de phénomenes épigénétiques et de la

transcription, ainsi que dans la production, la stabilité et la dégradation des

protéines.

Les autres familles moins documentées de glycosylation incluent la C-
—S——"©¢eSe " —817—Z1¢CE ¢S "—10'*2-21S5S21—"Y2S71
o 7—1 -0’21 > ¢ ™~ ™ S__ 7175 3auf) 1. &e pibiiee 7@8 du
complément est un exemple de protéine C-mannosylée), la glypiation, q ui
'—TMe 8771 S—E>SeZ1le Z—Z1™>7e  —71¥17—1"™'eZ1-7->S—
e 7—1 ¢ E"@Ce™ "™ S e ¢ etId anbeifichtian dé drésidus

phosphosérines. Laglycation quant a elle est un processus norrenzymatique
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impliquant la réaction entre le groupement carbonyle de molécules osidiques
SYZE®172—Z1e"—Ee'"—1S—"—Z1¢ 2—21™>%e."—7i1 Z{iZ-™eZ1leZ
eeC¢87-Z1Zc el ‘-—"ee" ' — 781 UessuEdiciGr-eundel didbatd afFSice

Du fait de la grande hétérogénéité au sein méme dese*« ¢ ES —Z e d1'«1— Ze+s1l™S
e 'eZ—e'e'751™e7@1eZ1WV1ee>Z2EeZ25Z@1e'ee-3Z—Z@1lEZ2>17—]
« 7—71 ™>%e.’ 771 leZrordbié 1de Sbntbinaisons possble pour une
protéine multi -glycosylée (comme la hCG qui possede 8 sites de glycosylaon,
ou la eCG qui en possede 15) peut théoriguementétre supérieur a certaines
estimations du nombre total de protéoformes dans un type cellulaire (4). Ces
E"—@ >SS’ —@le ' VYZ—elez’eZ51eZ1e-NZe"™M™MZ_ 7 _01e71 o
sZ>"—el — EZoe®S'>7Z-7—¢1 ES™MSceZ@le ZiM™Me 3751 ¢ '——7— ¢
—Te e ESe T —ele el Z—1™>7—S—e17—1ETC™eZ1le ZeoZelE"—<

1.2 Nomenclature

Figure5 : Nomenclature graphique pour les glycanes, SNFG.
Figure originalZ 1+’ ae ™ ~ — < « Ahitps1/wwdwncbbelae. dil.gov/glycans/snfg.html
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Les glycanes pouvant étre ramifiés et de structure complexe, une nomenclature

graphique appelée SNFG pour « Symbol Nomenclature for Glycams ce Zoee1

imposée au fil des années avec sa gmiere édition publiee en 1999 dans la

revue « Essentials of Glycobiologyrévisée en 2004 et en 2015 pour sa troisieme

édition (5)71 *eZ1E~—oe’'®eZ17Z—1e 'eZ—¢' o’ ESe’"—171E'SE72721-"
formes géométriques colorées, la forme géométrique indiquant généralement

la structure du monomere, tandis que la couleur est une indication de sa

stéréochimie (Figure 5). Aussi, les couleurs et les formes sont cohérentes entre

les oses les plus communs un cercle jaune représente un galactose (Gal), un
carré jaune une N-acétylgalactosamine (GalNAc) et un camé bleu une N-

acétylglucosamine (GIcNAC).

La nomenclature textuelle est aussi définie par le SNFG pour la représentation
des structures polysaccharidiques dont les liaisons glycosidiques sont connues.
el Se'ele 72—721Y2500""—1 E " —+Z—@B1VME>Es"72>21 >2ZE’
représentant de facon linaire ou ramifiée la composition des glycanes et les
liaisons glycosidiques entre ses constituants monosaccharidiques, en écrivant
dans le sens«extrémité(s) non réductrice(s) » A« extrémité réductrice ». Un
tisa EE'S>'+Z1 ¢ —S'>21 ™~ 7> NBUASE—-Y0% Sle {RIBAIGEAC > ilses
liaisons ou sa stéréochimie ne sont pas intégralement caractérisées, le sucre sera
représenté graphiquement en utilisant les symboles SNFG non colorés ou en
détaillant uniquement la comp osition du sucre, NeuAc:GalhGalNAc: ou

HexN Ac(1)Hex(1)NeuAc(1) dans le cas du sucre précédent.

Les structures des N-glycanes étant trés conservées, la notation Oxford peut

étre utilisée car plus compacte: Pour les formes high-mannose on indique le

nombre total de mannoses «K » sous la forme MK (par exemple, M9

correspond a un N-glycane a neuf mannoses), tandis que les formes complexes

suivent la forme générale « FAXBGYSZ », avec «X 1721 —"—<«>Z1e S—eZ ——7ce
«Y » le nombre de galactoses et « » le nombre «+ SE’«Z010’S«’'3772@10SE 7
acétylneuramini §272061 7272 E1"21 UleZ>—"—SZ7ijil Ze'e’@Se’"—17

«Foet«B 1'—e'87721>2@@™ZEe'YZ—-7Z—¢1¢S1™>.eZ—(EZLles 7—17
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glycane, ou la bissection du corepar une N-acétylglucosamine (située sur le
mannose lié en 11-4. Les formes hybrides adoptent une notation similaire,

indiquant a la fois le nombre total de mannoses et la composition des antennes

Figure 6).

Figure6 : Nomenclatures graphiques et textuelles, exemples représentatifede-hlycanes

Figure7 : Nomenclature des fragments des polysaccharides.
Figure issue de A Systematic Nomenclature for Carbalngte Fragmentations in FABIS/MS
Spectra of Glycoconjugategpar Bruno Domon et Catherine E CostéBlycoconjugate Journal, 1988)

La nomenclature proposée par B.Domon et C. Costello (6) pour désigner les
ions produits lors de la fragmentation en spectrométrie de masse en tandem est

universellement acceptée par la communauté et sera utilisée dans ce manuscrit

Figure 7). Elle suit des régles analogues a celles de la nomenclature des

fragments peptidi ques (7) : Les fragments B, C, Y et Z sont des fragments issus

de la rupture de la liaison osidique, tandis que les fragments A et X sont issus
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de la fragmentation auseind Z—1‘-¢->"E¢E+Z 10> Srossting »pel ks’ e e 1
fragments Ai, B et C e -@’'e—7—e1 ¢Z0el *>Se—7Z—e1l E"—eZ—S—e1
réductrice du glycane, et les fragments X, Yiet Zid1le Zje>-—'o-1>elgEe>'EZ
nombre en indice indique la position relative de la liaison rompue par rapport

¥1e Zje>-—"e.1 7 [ mahie £n exposait indique, le cas échéant, les

liaisons intrasaccharidiques rompues.

1.3 Fonctions biologiques

Du fait de leur omniprésence sur la majorité des protéines et de leur grande

hétérogénéité, les glycanes sont susceptibles de remplir des fonctions

extrémement diverses. Les glycanes peuvent étre impliqués dans le repliement

des protéines dans le réticulum endoplasmique, le caracterehydrophile et la

solubilité des protéines, leur stabilité, | Se‘-ce’"—1 EZ+e72+S'>72081 21 Z—E"
caractére pro- ou anti- inflammatoire ou immunogene de certaines protéines ou

cellules. Ces propriétés biologiques sont généralement liées au caractere

hydrophile , a la densité de charge ou a la reconnaissance des glycoojugués

par des récepteurs membranaires.

Les glycoprotéines les plus étudiées pour leur fonction biologique sont

probablement les immunoglobulines (de classe 1gG) du fait de leur fort intérét
pharmaco-médical. En effet la glycosylation des immunoglobulines a un role
e>7E+72>SelZel—"07eSeZ751¢7Z@1le"—E+"SteshitticoPEE*>' EZ 12
ont un site de N-glycosylation conservé en position N297 de leur Fc (fragment

cristallisable) et parfois un site de glycosylation dans leur région variable, les

deux modifications étant retrouvées sur la chaine lourde de

e '——7—"ee"AB).—ZGur ces glycoprotéines, les Nglycanes sort

majoritairement des formes complexes biantennaires, sialylées et fucosylées. La

simple absence de Nee¢ES—Z0e1l Zeel Scee™"E’'-Z1 ¥1 72—1 «S7jl « S
important et une sensibilité aux traitements thermiques, chaotropiques

(Guanidine-HCI), ou protéasiques (papaine) augmentée, et donc une plus

courte période de stabilité (9). La conformation du domaine CH2 des anticorps

est particulierement affectée par leur glycosylation, ainsi que leur affinité pour
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les récepteurs antiFc et les protéines du complément. Au-dela de la simple

présence de Nglycanes, la composition de ceuxci impacte également les

fonctions effectrices des anticorps. En particulier, la présence de GIcNAcen

position bissectrice a un effet pro-inflammatoire (activation de la voie ADCC),

tandis que la fucosylation du core SZe—7 —eZ1e¢ SE'YSe'"—171E " —™e._7.
Gal et NeuAc terminaux sont quant a eux anti -inflammatoires (10). Dans le
ESe>Z1e71eZ@ e—1e S—e’ E " >™Eele' - >S™Z7e'377017 71 ®10¢
molécule active), la maitrise de leur glycosylation permet donc « ~™e’ " Z>1

leurs propriétés. (11,12)

~

0S5e1S—"5-SeleZlesCE"REeSe " —1eZ1EZ>S' —Z®e1™> e."—7¢
™ ~e>Z e oe’” — Yoliidne del cellules cancéreuses, et donc un excellent
biomarqueur de cety ™MZ1e S—"—-Se’Zil Zoel-"¢'«'ESe' " —el157721mic
glycanes et les Oglycanes sont les plus décrites, probablement du fait de la
meilleure connaissance de ces familles. Du fait de ¢ See->Se'"—1eZ@1 —'YZS7;
« Zi™sZe®'"—1eZ®lZ—E£¢-ZceldanZ ced el lordh@Eive ¢« Se' ™ —
alors des modifications structurales des cors O-se ¢ E" e’ *'§72Z01Z+1 721+« -¢Ss1
ramification et de complexité des chaines polysaccharidiques. Plusieurs motifs
semblent conservés et associés a différentes formes de cancer. Natament, la
présence de structures Oglycosidiques particuliéres (antigenes T, Tn, STn) a
été décrite dans des cas de cancers colorectau§d3,14) pour lesquels une
S7e—7—eSe’"—1¢71S1E~"—EZ—+>S+'~"—@) afgalbmerdeté— 7o, 1loe’Se¢
observée et assdE’'-Z1 ¥1 ¢S1 ¢ >—-Se'"—1 71 —.eS®eSeZel Z-1
traitements (15,16)i1 ZjeZ—oe’'~—1 «Z e 1 Sylycares cofipiedes Hae 1
des répétitions Gal-GIcNAc (poly -N-acétyllactosamine, ou polylacNAc) est
€galement un marqueur de cancer pulmonaire et cdorectal (17). Les
polylacNAc ont en effet une haute affinité pour la galectine -3 qui est connue
pour promouvoir la formati on de métastases pulmonaires(18)il - e&ee
ceCE"@ ¢S "-hChseible li¢tau développement de cellules tumorales,
les formes hyperglycosylées de la hCG étant plus prépondérantes chez les

patients touchés par ces cancerg19). (20)
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1.4 Les hormones glycoprotéigues gonadotropes

Quatre hormones hétérodiméri ques partagent une sous 7 —'¢-1 ... 1 E" —-72—Z781Z e
hormones pituitaires lutéinisante (LH), folliculostimulante (FSH), Ila

thyréostimuline (TSH) et unig uement chez les primates et les équidés la

gonadotrophine chorionique (CG) sécrétée directement ™M S>1e Z—<>fle—1 ™72

placenta (Figure 8). La nature et la fonction de la forme dimérique de ces

hormones sontdéterminéesparleursous-7z —'s -1t d1e"—e1eS10e-327Z—EZ1Z+1-

de sitesde glycosylation sont spécifiques a chaque sousunité.

Figure8: Les glycoprotéines TSH, FSH, LH et CG. )

Elles partagevnt une méme sama'Eé alpt]a. La séqu?nce de§ amiges beta définie S CE: Yool -VZ 1 .

¢« " —7i1 81 @IZeNZ{™> —-Z@leS—cels ‘¢C™M "™ ' ComAtAl’ 1Z0eelZ{™>’ -
La grossesse chez les mammiferes implique les hormones gonadotropes LH,
FSH, et CG (uniguement chez les especes concernégsoit les primates et les
équidés), aux fonctions conservées ausein des différentes espéces. La FSH agit
au début du cycle menstruel (aprés la dégénérescence des cellules utérines en
cas de non fécondation) pour stimuler la croissance des cellules folliculaires et
™. MS5751eS1™5%e7Ee'"—1eZ1e "V zodlitk & Ui niveau Bakal 1 Zce e 1™ >
™~7s10ee’ —2¢7>1S1 ™" @ Uébt duéoyehe> Beristruel puis est
sécrétée en trés grande quantité environ 14 jours apres le début du cycle
—Z—@e>2Ze1™ 7510 - EeZ—E'Z>1e "Y2eSe’"—il ZI1EH>™M®1“SZ—_
eZ1le "YZ2eZU1™Z>-Ze1eS1e+Sc’ e’ @S "-ehidsbcié@dA ez ZR17 > -
™s~eZRe > —Z81 ™ 2517 —Z71e725-21¢ Z—Y'>"—177i1®Z-S"—Zce
e S<@Z—EZL1leZle - E —+Se’"—81leZ1EH>™ME®1“S2—72172—>7217—.

progestérone décroit, déclenchant la menstruation. Dés les premiers jours aprés
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la e & —eSe' " —1E'ZEL1eS1eZ—-781e¢Z1e> " ™' "ceS@eZ10U™S>e’Z1¢
placenta au cours du développement embryonnaire) sécréte la hCG qui

empéche la dégénérescence du corps jaune et maimnt la production de

progestérone par ce dernier. Une fois leplacenta formé, ce dernier assurera la

production de progestérone et le maintien de la paroi utérine.

1.4.1 La gonadotrophine chorioniqgue humaine (hCG)

La choriogonadotropine (CG) Zoes1+ ‘> —" —nddbie/che Maintien du corps

jaune, apparue uniquementchezles -§7’¢-@1Z+1¢Z@1™5’ -SeZoe10e —ele ~—
E~z>@leZ1le Yoz’ "—il1l Zoeelz—2721'">-"—721SEs'YZ17—"8%27
' —>'827210...T01l® -E>-¢-Z1™Ss1e7Z01EZes2eZ@1e> "™ "ceSEe’]
f - —eSe'"—1eZ1e "Y7eZ1Z¢1™Z—eS—e1e7] failVdeeSad™m ™7 -7 —e1
similarité structurale avec la LH, hCG interagit avec le méme récepteur

(LHCGR) au niveau des cellules du corps jaune pour le maintenir et induire la

production de progestérone (21), hormone nécessaire au maintien et au

développement du ¢ &« Z bm hCG est ainsi impliqguée au cours de la grossesse

eS—cel «S1 YSeE7+S> o Ste(22)1et del cardctere” Hinvasif du

trophoblaste extravilleux (23), a’— 0’18771 '——7—"¢ e >SS a@& 1 " ESeZ1-.
™~751e 7Z—q24) —

Figure9 : Gonadotrophine chorionique humaine.
Schéma montrant les-jlycanes et @jlycanes. Les polysaccharide§S@NAc sont situés sur les
résidus S121, S127, S132, S138).
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Cette hormone est une glycoprotéine polymorphe hétérodimérique (Figure 9},
E -™"@-Z1+ z22ZTeadFeBIcammune a la LH, la FSH et la TSH) et
delasousz—'+-111&@P1ELIES SS7 71 ~hCG)PAubigurs mutations

des régions codantes existent naturellement, aboutissant a différentes

isoformes (formes tronquées, modification du peptide signal). La portion

conservée de ces isoformes aprés maturation conserve néanmoinsin fort taux

o« T_Tee'71e710-37272—GEZi1-B1LEZB0eeZ> ZALHA - HUMANL »

de la banque de données annotée SwissProt) est une protéine de 92 acicks

aminés qui possede deux asparagines potentiellement N-glycosylées (Asn-52

et Asn-78). La fraction ™ 7>7Z—-7Z—e1 ™57 e.’§7AAGe A lunéS Masse

moléculaire de 10,2” S81eS—e' @157 Z—1e"—Es'"—1eZ1@ " —1-2Sele7

masse de la sousunité mature peu «1Y S>’ 7> 1+ 7 —kD¥a apluslde/ ¥5kDa,

®™'e17—Z1™S>el1 " ®'e’872Z21e Z—Y' 5" —3 YW 111 S 13 lAZ1+5>» K

«CGB2_HUMAN » ou «CGB3 HUMAN » de Swiss >~ 81 « '™+ >-71 Y1

correspondant a une mutation ponctuelle A117 AD) quant a elle, est corstituée

de 145 acides aminés pour une masse non glycosylée de 15KDa. Elle posséde

2 sites de N-glycosylation (Asn-13 et Asn30) ainsi que 4 sites de Q

glycosylation caractériséssur son CTP (Serl2l, Serl27, Serl32 et Serl38).
'—@’'d1+S1-S desmhnirelesSdéhéralement comprise entre 21kDa et

25kDa, mais des formes hyperglycosylées peuvert augmenter sensiblement la

masse de cette sousinité.

0SeleZleeCE " ®CeSe' " —1071S17—THEZ 717 RafideSEZ7 87501
a | association correcte des différentes sousunités des protéines multimériques
dans le réticulum endoplasmique (25). La demi-vie des glycohormones dans la
E'>EZ2eSe’"—1®S—e2'—Z1Z@el-2SeZ-7—+1'-aMdesFD>-Z1™S>1+ §
glycanes présents sir la protéine. Il apparait que la demi -vie de ces hormones
est fortement augmentée entre les formes pituitaires (5 a 30 minutes) et les
formes placentaires possédant un peptide C-terminal glycosylé (2 jours) (26).
En effet, la production de formes recombinantes de ces protéines ave®u sans
1E"—e'>—Z1EZ1>8°Z1S—0ele o= —Se’"—175'—S"'>7Z1Z01'">

la reconnaissance hormonerécepteur ne dépende pas de & glycosylation de la
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‘ 8le SE’YSe " —1¢Z1"—1SE'Y'*- 1S —C¢SZ1ECE-S®EZ1Z
§7’1 cesuit—hécessitent la forme glycosylée de la hCG(27). Les formes
hyperglycosylées de la hCG (hCG-H) sont cependant associées a une plusaible

activation des récepteurs (28) et sont majoritairement sécrétées par les cellules

invasives du trophoblaste extravilleux (29).

‘Ty—"—Z1' 1Zceel —“Z®E+-21S7ileZ--7Z0we1S—0e1+Z1ES>Z1-".
contre o '—eZ>e"§k M 751 o ®eZ—E'Z>1 ¢ "YZ2eSe'"—1 ™5.SeSceZ-
™>Ye"E"eZel +Z1 ™M>"E>-Se’"—1 -’ ESeZ-Z—+1 Scee'®e--281 ":
stimuler la spermatogé — , e Zil —1 >S—EZ1Z1S—leZ1-"—e78177
sont utilisés AleS1e™>—Z217>'—S'>Z1™72>" " . &iePAm&s Enceintk(uz>' —Zcele
hCG), et la forme recombinante (r-hCG), de séquence protéique identique,
exprimée dans des systemes mammiferes comme les @lules ovariennes de
hamster C. griseus(cellules CHO). Ces deux formes thérapeutiques sont
équivalentes en termes ¢ Zeo  ESE e -1 oZ1 oo’ —72Se’"—81 Ze1 @~ —e1 7
discrétion du clinicien en charge des protocoles entrepris (30,31) bien que le
produit recombinant permette u ne diminution des effets indésirables au niveau
e71ce’+Z 1+ ’{32)/QEtw prepriété peut étre due a la meilleure pureté de la
r-nCG, mais également aux différentes glycoprotéoformes produites par
e "——71-BGG)etle hamster (r* 1818771« "—10S’el1le571¢'-Z1S7j1T

pro- et anti-inflammatoires des IgG notamment.

Bien que cette protéing Ze'e'me-Z1 ™7 751 ™, Y 87751 o "Y7eSe’"—1 oS
traitements de fertilité ou préliminairem ent a un protocole de fécondation in

vitro, soit dosée au cours de la grossesse, seule sa concentration est
habituellement suivie. En effet, cette derniére est un indicateur du bon

déroulement de la gestation puisque la concentration élevée en hCG peut éte

un biomarqueur de grossesses multiples, ectopiques, ou de syndrome de

Down (33).Cependant, *S1ee¢ E " ¢eSe’'"—1¢71¢S1° 1— Zeel™Sklez’
M~ eS _(EZ1eS—oele SE+'Y'e-1'">—Ciée Su déVAappen @it — — 77171 ¢

de cellules cancéreuses et a des grossesses aberrantd®,34) Certaines

études (35,36)suggerent aussi que la glycosylation de certaines glycoprotéines
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™Z'eZlle>Z1E ™ >>-0-Z1¥1e "5’ e’ —717' —8771e7Z 1" ——77>
disposer dZcel “7+'eel — EZeeS'>Zel ¥1 +S1 ES>SE+->’S«""—1
glycosylation, a la fois dans un contexte de diagnostic et de design de

biothérapeutique.

1.4.2 La gonadotrophine chorionigue équine (eCG)

Lasousz—'e-111eZ1eS1e”—Se"e>” ™ @quikletde Ta hGG 561 des

séguences homologues et different en particulier au niveau de la séquence de

leur extrémité C-terminale. Il en découle que la forme non-e+¢ E~ce¢e-Z1eZ1+S1 7
eCG est légerement plus massive que la version humaine, avec une masse

moléculaire de 15,7kDa environ. Mais la difféerence majeure entre ces deux

hormones réside dans la densité des sites de gt E~ @ ¢+Se'~"— 351 MGG $771+S1 7
posséde un unique site de N-glycosylation (Asn-WYU1lZe«1“7@87 ¥ILWX1loe'+Zc]
glycosylation potentiels. Ces derniers sont situés sur la partie C-terminale de la
SOUS-Z—'¢-1T1Ze1S™™ 307 o017 —71e">¢71«7 immortanttdZ 1 E S>+217
la protéine, cohérente avec sa longue demivie dans la circulation (environ 2 a

5 jours) (37).

71 E"2>01eZ1 e« Y eze'"—81 « ‘7> gonadolrofie’ est “appaiueZ 1
Ne-™MZ7 _eS_—7 w1 E'ZE1eZ®]1 ™' —-SeZe10' 1E'ZEle Z&2™ EZ
équidés (eCG)(38). Contrairement a la hCG qui est produite dans le placenta

™Ssle Zj™>Z e lZlles?1 E'ZE 1 CG-altdge avec la LH
éguine un gene commun dont la transcription produit une hormone ayant les
deux activit il 'e'@-Z1E‘Z£1le Szes7Z®17Z™ EZ®1eZ1-S——"¢ >7
0SeZ7-7—217—71SE+’'Y’'+-1 il "7>heed epldvedt ublisée@d 1 ‘"> —"
SZ™> e 7@ e’ " —1Y o>’ —S'5Z1™%751e721¢- ¢S e10"2-2—+81YSE'ZH]
impligue des méthodes de récupération in vivo récemment dénoncéespour leur
éthique contestable.Une meilleure E~— —S’'ceeS— EZ1Z 1 tirade> e —-"¢.1 e
des glycanes de laeCG active et de la fonction précise des diverses formes de
glycosylation pourrait ainsi ™ Zs>—Zee>Z1 +Z 1 iteds -cesS mélEddes

controverséesde production.
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1.5 Synthése in vivo

Les familles de glycoconjugués sont multiples et la synthese de chacune de
cellesci passe par des voies de synthéses variées et complexes. En effet, la
banque de séquences protéines SwissPro recense 13 entrées nzymes
annotées) impliquées dans la voie biologique de la glycosylation des protéines

E * Z £ bmme (banque de données casultée le 8 novembre XVW _1¥1e SesZeeZ1

www.uniprot.org/uniprot/?query=organism:9606+pathway:460.378 ).

Les protéines étudiées dans le cadre de ce mjet sont N-glycosylées & O-
ceCE G- Zedle SEEZ—+1®Z>S1e"—ELl-"l®?>1+S1:ZE>’

—eZ®1Z—1872Y>21S—@T@IEI1ZE1415——7171+Z01-S——"+ >7

gue les autres voies de glycosylation seront décrites succinctement.

1.5.1 N-glycanes

Chez les organismes eucaryotes, la synthese des Nylycanes a lieu dans le
> o' 207217 —"™eSe—-"372710 U1Z-«1ltte Goitd A8 Synihbsp el ~“e«’'il Z
™. E-¢-Z1™S>1eS1 ™37 e7Ee " —1e 2—1™>.EZ2>5@Z2>17'+"SEC

GIcNAc(2)Man (9)Glc(3) li¢ a la membrane du 1 ™Ss>1 e '—eZ5>—.¢’S’571 ¢ 7—7

molécule de dolichol (lipide isoprénoide ou polyisoprénol) (Figure 10). La

synthése du dolichol pyrophosphate (Dol-P-P) activé met en jeu des enzymes
diverses a la surface cytoplasmique du RE: La polypr énol réductase permet la
production de dolichol a partir de son précurseur, une dolichol kinase
transforme le dolichol en sa forme activée phosphatée (DolP), et ka
dolichyldiphosphatase prend en charge le recyclage du dolichol
pyrophosphate déglycosylé en Dol-P. Des glycosyltransférases de la famille
ALG (ALG7, ALG13/14, ALG1, ALG2, ALG11) effectuent les premiéres étapes
de la synthése du polysaccharide précurseura partir du Dol -P ancré a la face
cytoplasmique de la membrane du RE et de monosaccharides cyoplasmiques
activés (UDP-GIcNAc et GDP-Man), puis transporté vers la face interne du RE
™Ss1e SEs'"~— BRFT? (Fanskeation membranaire). Une fois exposéa
eSle7—" 57171 81+SletC—e" 0©Z1e71™ eC@SEE 'S> «Z1E"—+'—
enzymes transmembranaires (ALG3, ALG9, ALG12, ALG6, ALG8, ALG10) qui
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catalysent la liaison du glycane-P-P-Dol et des monosaccharides ancrés (GleP-

Dol et Man-P-Dol) afin de produire la forme finale du précurseur des N -

glycanes GlaMansGIcNAc2-P-P-Dol. Ce glycane précurseur est transféré du

lipide vers le résidu asparagine situé au sens de la séquence consensudsn-X-

Ser/Thr par des complexes enzymatiques appelés OST
(oligosacES>¢ee>S—oee->SeZidl 1+¢S—cel4BduGEdoell e 7—1+>S—
ou OSTB si le transfert se fait sur la protéine intégralement traduite (ces

complexes sont alors formés de sousunités différentes).

Figure 10: Synthése du prdirseur DotP-P-GIcNAc:MansGlcs & la surface externe puis dans le
réticulum endoplasmique.
Les codes des enzymes catalysant chaque réaction sont indiqués en rouge. Figure issue du livre
« Essentials of Glyobiology, Third Edition, Chapter 9, Figure>3

A la suite du transfert sur la protéine du précurseur oligosaccharidique, les

glucoses terminaux de ce dernier sont progressivement éliminés par des

glucosidases du RE (Figure 11). Ce processus a lieu de concert avec le

repliement de la protéine immature, sous contréle des protéines chaperons du

RE (Calnexine, Calreticulineiil 7’1 ceZ1 E‘S>eZ—e1 ¢ SesZ0e@Z>1 ¢S1 ee
E >>ZEeZ-7—1>2™e’.71S71 ~ee’ 1yihd EPEMSENGOPlasHid > 1¥1e Z—£
Reticulum Degradation -enhancing .-Mannosidase I-like) pour sa dégradation

si sa conformation est incorrecte. Une fraction des glycoprotéines normalement

repliées peut aussi échapper a la maturation dans le Golgi et étre secrétée sous

forme oligomannosylée.
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La maturation des N-glycanes vers des formes complexes ou hybrides a lieu
eS—eele+ S™™S, Z(FdureZ111). "lses N-glycoprotéines sont prises en
E'S>eZ@1™Ss1e’ee57—e7@leeCE @' *S®eZEe1II™> —E ™MSeZ-7-

ou cis-Golgi) et glycosyltransfér ases (principalement dans les saccules d sortie,

ou trans-Golgi). Plus précisément, le sucre MarsGICNAc: est dégradé par les
~S——"®'*S®eZel W W1 Z412 maNnositlages. (1 “Zedz ¥1 «S1
production de Man sGIcNAc: dans le cisGolgi. La formation de la premiére

antenne des N-glycanes complexes ai hybrides est alors initiée par le transfert

e 7—271 «E E16¥1 MSYGIcNAc importée du cytoplasme) sur le

—S— — " ZAYA-AL®N>Z1 ™S> 1,3MaNnbsyl-Glycoprotein 2- +N-

Acetylglucosaminyl Transferase).

La N-glycoprotéine subit dans le medGoes+' 10 SEEZ7+Z®1—-*'S—@leZle S™
“ee’{ile SEe'"—1+ZA+1 X X X 11£2.mannosidasesll) qui retirent
“7@87 ¥177i1-S —ghjcan peurfarner GIcNAcMan ssGIcNAc:2. Les
formes GIcNACMan 4sGIcNAc2 §72'1 - E‘S™ ™ Z —e1¥1e SE+'Y'e 10721 X !
de précurseur aux formes hybrides des N-glycanes. La forme
GIcNACM ansGIcNAC2 ™ Z7e1 Se™s0e1 o571 «>S—ee*">—- 486 ™S>1 X:
Mannosyl-Glycoprotein -2- +N-A cétylglucosaminyl -Transférase) qui lui ajoute
2—Z71 €& E1®@Z™M™e.—7Z—S'571 71—+’ Zfneulterine-Se’~"—1 ¢ 7-

pour un N -glycane complexe biantennaire.

Les derniéres étapes de la maturation des N-glycanes ont lieu dans le trans-

“ee’31 eS—@l eZ8771 Z®1 S—eZ——701l 71 ®Z@Z1l " —e1-
galactosyltransferase (isoformes 4, 3 et 2) et sialyléepar des sialyltransférases
(il en existe un grand nombre enfonce’ ™ —1¢Z1e " Z1>ZEZYS—ele SE’'eZ10’
la liaison osidique). Les N-glycanes peuvent aussi étre fucosylés sur leur core

™S>1 " J6€6ucosyltransferase), bissectés par uneGIcNAc fixée sur leur

™yZ7Z-"7>1 -S——"eZ1 ™S ilmannosyl-gljicoprotein  4- £N-
acétylglucosaminyltransf éraselid 1Ze1¢77>1—"—<>Z1e S—eZ ——7@1™Z7+11
0“2@872 ¥1I\1 E'ZEL1EZ>+S —®l1™H>eS—"®-Zeil ™S>1+ S7e57Zcel.
acétylglucosaminyltra nsférases (MGAT4A, 4B, 4C, 5, 5B, 6). Dans I¢rans

....49.....



Golgi, tous les oses som utilisés sous leur forme activée nucléotide-
monosaccharide (UDP-GIcNAc, GDP-Fuc, UDP-Gal ou CMP-NeuAc) importés

depuis le cytoplasme par des transporteurs spécifiques.

Figure1ll il Se7>Se’ " —deet ES1-71S— e A4 Galgl+1+ S™M ™S,
Figure issue du livre &ssentials of Glycobiology, Third Edition, Chapter 9, Figuse 4

Les enzymes impliquées dans ce processus, et donc la composition des N
gycS—Z0el1™>.ceZ—eele7>1¢S1™>%e.’ _71-Se75781 0" —«1YS>’S

cellulaire, la protéine modifiée et le site de glycosylation. Une fois la protéine
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correctement glycosylée, elle est exportée a la membrane cellulaire ou sécrétée

™S>1e -—’ e wésitules golgiennes.

1.5.2 O-glycanes (O-GalNAc)

La synthése des Qglycanes (O- S Ei1S1«’Z721™>' —E " ™MSe7 -7 —e1eS—cx
de Golgi mais differe de celle des N-glycanes sur un certain nombre de points.

—1 ZeeZ+d1 « Silcades 0r les protéines ne pase pas par des
intermédiaires glycolipidigues mais uniquement par des monosaccharides
activés (UDP-GIcNAc, UDP-Gal, CMP-NeuAc, GDP-Fuc) importés du
cytoplasme. Les enzymes impliquées dans la Oglycosylation sont des enzymes
transmembranaires exposées a la*SEZ1'—+Z>—71 721 eSEEZZ®el+Z1
Golgi, concentrées dans lecis-Golgi pour celles ayant un role précurseur et dans

le trans-Golgi pour les enzymes finalisant la production des O -glycoprotéines.

' e’Se' @S —1eZ1EZ2eZ21 ¢Sl 2-HAKE & L1513
entre le carbone anomérique du monosaccharide activé UDP-GalNAc et les
résidus Thr ou Ser de la protéine en cours de maturation. Le site ainsi formé
(GalNAC-O- 7Z>& “>U1E~— e+’ 77 139)S-es«<nzymes tesponsables de
ce transfert sont de la famille des GALNT (polypeptide GalNAc -transférase),
localisée principalement dans le cisGolgi. Les enzymes ayant cette activité sont
nombreuses (20 génes codant pour une 1 EZEL e "——7001 Z+1 "—-1
généralement des affinités et des spécificités variables pour différentes
séquences peptidiques, expliqguant la grande variabilité de séquence des O
gy E~"™>"e. —Z0eil 'l SZEZ?2—71 -872Z2—E&Z1 E"—e’Z—eZel -
détermination des sites de O-glycosylation, la forte concentration de sérines,
thréonines, prolines, glycines et alanines au voisinage immédiat des résidus O
glycosylés (Ser et Thr) sembleindiquer que le faible encombrement stérique
provoqué par ces acides aminés et la torsion imposée a la chaine

polypeptidique par les résidus Pro Zoee1+SY " >S<eZ1¥1e SEM#0.—1Z1
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Figure12: Noyaux des @lycanes de type mucine.

S—e’e, —71 — 17 ceméritmaidifi€danele¥ saccules intermédiaires par
e S“"7el e 7—1¥1727{1-"—"SEE'S>'*Z®el —Z%+>Ze10 S+81 S

former un d es 8corescommuns aux O-GalNAc -glycanes (Figure 12). Le corel
0S7ee’1S™™Z7e.1S—e’e —71 17721 (l1Zcc1BGCalNar'e7 171" "
O- Z>& il Z—£¢-71 Gre W MBIhBllactosyltransférase 1) catalyse la

formation du core W1 ¥1 ™MSse’5]1 71 e S—e’e — 71 —1eS—0le S™MM™
e« SEe'Y -1 71 EeZreqgliértZla—firésence de la protéine chaperon

C1GALT1C1 (C1GALT1 chaperon 1) qui contrdle la conformation de la

transférase au moment de sa synthese dans le RE. Ceoreest ubiquitaire et
semble constituer la majorité des O-glycoprotéines caractérisées @vec le core
2) (41). La synthése ducore3 est principalement limitée aux muqueuses, ou est
exprimée la B3GNT6 (acdylgalactosaminyl-O-glycosyl-glycoprotein +1,3N-
acétylglucosaminyl -transféraseiil ESeSe¢ @S —e1 ¢S1 >-SE+'"—1 ¢Z1 «>S—
cE E1Z¥1dAMe S—e'e —71 —il Z1e>S—ce+ddethbase-21 - E E1
ducoreW 1™ S> 17 ce 17— £1;,3dgatmclosyl-Q-§lycosyl-glycoprotein 11,6-
N -acetylglucosaminy ltransférases) forme le core2. Les erzymes GCNT1 et
GCNT4 sont responsable de la formation du core2 uniquement, tandis que la
YLO0Zi™>' —-Z1eS—celeZele ez l¥l-7E —Z®©31E " —-Z1-

peut également cibler le core3 pour son activité transférase, permettant la

synthése du cor4 (Figure 13). Lescoress a 8 sont moins décrits et souvent trés

localisés: les O-glycanes formés a partir du core5 sont principalement retrouvés
a la surface des @énocarcinomes ou dans ke méconium (premiers déchets
biologiques du nouveau -né), le core6 dans le méconium et la Ncaséine, lecore

7 dans les muqueuses sousmaxillaires bovines, et le core8 dans la muqueuse
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respiratoire (42). En revanche, les enzymes et voies de synthése de ce&oresne
sont pas parfaitement connues, bien que les enzymes responsables deelr
formation soient probablement expri mées dans les types celllaires concernés

par ces Oglycanes (43,44)

Lescoresoe™—e1Z—0e7'eZ1-¢+"—e-1721>S—"" . carari¥&ades, SE+'~"—1+Z7
Gal-transférases, Sialyltrandérases, Fuetransférases pour former des O

glycanes des protéines matures. Certaines de ces enzymes sont communes aux

voies de syntheses des Qglycanes, des N-glycanes et parfois des glycolipides.

Ze1Z—E£¢-7201 —E+2Z2—+1™S) 174 galabtosftianSidrage 1), W1 0t

la B3GALTS5, ayant une affinité pour le core Y1 Ze1 EZ>S —@13i8¢E "+’ ™’ e Z e
galactosyltransferase 5, la B3GNT3 (N-acétyllactosaminide 11,3-N-acétyl-
glucosaminyltransf érase 30d1S1 Y W1872'1ESe*Se¢teZ1+S1et—+" ”Z
sialyl-T a partir du corel (CMP-N-acétylneuraminate - +-galactosamide- .2,3

sialyltransferase 101 Z+1 «S1 \ Mtacéylgalactosaminide .2,6-
sialyltransférase ) 72 1 ESeSeteZ1+S10e'Se¢eSe’ " —1e71e S—e’e —71 -

Figure13: Voies de synthesles cores-GalNAc 1 a 4 et formes de Lewis.
Figure issue de « Short-GalNAc glycans: regulation and role in tumor development and clinical
perspectives, Figure 1 », par J. Chia €2BA, 2016)

1.5.3 Autres glycoconjugués

Les protéines ancrées GPl-anchoed proteiny sont synthétisées de facon

similaire aux premieres étapes de synthése des Nglycanes, le
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™™ Se oo’ —"0'e e 1S—E>-1¥1S1-72->S—7Z1Zj*Z>—271+721
™S>172—1 & E1™72'001Z@*1-S+7>-1™S>1e SEe'"—1Z1+¢E
enzymes alafSEZ1'—eZ>—Z1+721 11 ™5 eleZle>S—oeeZ>ele 7—71°
ses fractions lipidiques et osidiques sont modifiées et réarrangées dans le RE et

e S™MMS,7'e1e71 “ee’1“70087 ¥le “<oZ—e'"—1e714@Le">-721-Se7>
exportée par les veésicules golgiennes a la membrane externe de la bicouche

lipidique.

Dans le cas de la G—S——"0e¢eSe’"—d1 eZ1e>S—m@eZ>e1le 7—1 -S——"
molécule de Dol-P-mannose surle G X1le Z—1e>¢™e"™'S_ 7181’ 771eS—cel
résidu semble étre inclus dans une séquerte consensis Trp-X-X-Trp (rarement
Trp-X-X-Phe, avec X un acide aminé quelconque) et la réaction est catalyspar
des Cmannosyltransférases. Ces enzymes sont assez méconnueshez
« "——Z7081<Z—1872721215 EZ—+Z01 ™7’ ESe " —®1eE Z—¢'"
que la protéine DPY19L3 posséde cette activité envers le résidu Trpl56 de la

R-spondine 1 humaine (45).

Enfin, au-dela des voies «classiques» de glycosylation des protéines, de
nombreusesautres liaisons protéine-glycane existent (au nombre de 34 couples
«acide aminé-ose») et sont plus ou moins bien caractérisées. Cellegi
aboutissent a la synthése de glycoconjugués excrétés, exposés a la membrane
externe, mais aussi parfois composantsde la matrice extracellulaire (collagénes,
protéoglycanes), cytoplasmiques (glycogénine), ou potentiellement dans tous

les compartiments cellulaires.
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2. Chimie analytique et glycoprotéomique

Les glycanes présents sur les glycoprotéines, en particulier sur s hormones
chorioniques gonadotropes hCG et eCG, ont un rble proéminent dans leur

durée de vie et leur élimination, ainsi que dans leurs fonctions effectrices
résultant de leur interaction avec les récepteurs membranaires LH/CGR. Ces
paramétres chimiques et biologiques sont impactés par la nature exacte des
structures  polysaccharidiques, (E zZalire leur composition, leur
stéréoisomérie, leur site de liaison a la protéine, et la microhétérogéenéité de ces
glycohormones. La diversité des glycoformes présentes au seine z—1'—e’Y ¢ 71

pourrait S7ee’'1SY ’>17—1>8¢721+S—aele SE+'Y'e-1ee"<SeZ1eZe1la

Figurel4 il >’ 1S ™ ™M, " E'Z1E " —™e.—7 —¢S'>7@1™ 751 -07¢71¢7c1:
permettants “<eZ —e'"—1e '—e 5 _§e' " —@1Z{EZe’'YZ

—le' e’ —e7Z1e-— >Se7-7—eles’@1—"YZS7i1FigreSeteZl+Zcx
610e2-~—1§2 ZeeZ1le™'e1+S" .2tk (agprachStbp-dewnk surdese 1'—« S

glycopeptides issus de la dégradation chimique ou enzymatique de la protéine

(approche bottomup), ou uniqguement sur les sucres aprés rupture de leur
liaison a la protéine (glycomique). En effet, la dégradation des glycoprotéines
permet de réduire la taille des molécules analysées et diminue ainsi leur
complexité structurale et augmente les performances des outils analytiques
disponibles. Cependant, ces étapes de traitement visant a diminuer la
complexité structurale des échantillons provogue également la perte
¢ '—e">_Se’" 81 ™M eZ —e'ZeeZ 7 —0ol "o e §zFeN7¥ el IMEL1 7 —
E" —<'—-1eZ1EZele'se->Z—eZ@1lesCE " ®@CeSe’"—@1lZ—e>Z17Zes7¢

modifications. 1l semble donc judicieux de conserver ces approches
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E" —™e.—7 oS5 7@1872'1e"—ele " 2¢7Z@1le " 2>EZele SYS—E -Zce.

des glycoprotéines.

Bien que représentant un pan important de la glycoprotéomique, les études

biologiques ou pharmacologiques des glycanes et de leurs dérivés ne seront pas

approfondies dans le présent manuscrit. En effet, ces techniques tres

informatives permettant en pare’ EZe'Z>1 ¢« Zj™e 5751 ¢S1 ¢ —(E+'~"——S
e CEE"—"2°72-®®1 "—el e-—>SeZ-7—el 2" E -Zel + S—S-
caractérisation structurale des glycanes.Plusieurs approches analytiques sont
ES™SceZel o 'eZ—e'e'751 ¢Z@l ¢+ ¢CES—Zelsdde aCE"E~"—"2+

caractérisation des éléments structuraux de ces molécules.

Les lectines sont une famille de protéines présente chez tous les organismes

reconnaissart certains traits structuraux des glycanes. Ces protéines et les
immunoglobulines sont souvent util isées comme outil pour la caractérisation

des glycanes grace a leur tres grande spécificité et a leur grande diversité.

Conjuguées a des éléments détectablesiee?™> " E ‘> " —-Z@0OUOL ¢Zcel ¢ oe.>7 —
Ze™ EZ®1eZ1eZEe —Z1™7Z>—7e+7 —glyeaheZetcored¥>1sZ021S—’
ceCE"®'+’822081+S1™>. 0Z—EZ1ls SE'eZele’'Se’'§72Z®1Z>—"—
ou de fucose, et donc virtuellement la plupart des glycanes. Ze'¢’0eSe'"—1+71
™37’ —7@1>ZE " ——S’'e®eS—eleZ®l " @l tE ete-el Zce
parfo’ el ¢'—'e.-Z1 ™S5]1 «S1 eS’ceZem@Z]l s&cline (46) Gli>BUE "~ —1 ¢+ ¢ E
e '™ __"(’e’e.] o711 ™y7e." 77 o’5'e.71 YZr0el eZ1l ¢ >-Zce1

communes (47).

La résonance magnétique nucléaire (RMN) permet une analyse

stéréochimique, non-destructive et sans connaissance prealable de la structure

étudiée. Elle permet la caractérisation structurale au niveau de glycoprotéines

intactes (48)8 1S’ — e’ 1872721 ™ 751e -e7e71¢-técepiu(@,60jDeelee¢ ES — 7
plus, cette technique est elativement tolérante vis-a-Y'cele 7—Z1S>eZ1«'YZ>0'
eZ1-"e.E7e7Z0017Z—17>-7cl - Sdbie &t bt inttinséqueniet '

guantitative. La RMN nécessite cependant des échantillons faiblement

‘e e —7@O1>Z—eS—e10"72'S’eSceZ1 BsépaminouddeZl—-+"Z0
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purification . Elle Zogel ¢’ —'¢-Z17Z—1@Z—@ <’ +-1¥1eZ0182S—'e. @
NS—"-"eZ1™%751¢ S—Se¢0eZ1leZ1l*¢ES—Zcei

La spectrométrie de masse (M3 permet de contourner certaines de ces

limitations. Elle propose une meilleure sensibilité que la RMN et permet la

e oZEe' T —1e 7—1 —"—Z1'-™eS o1 eZ1 e>72E*2>5Z01>5- ™S>,
gamme de concentrations, tout en pouvant étre couplée a des méthodes de

® - ™S>Se’"—@1Z—1™'SeZ1'872'e217721SE£E270271 Ze'«’®Se'"-
masse en taadem permet la caractérisation de la composition et de la séquence

des glycanes, de leur site de liS’ @™ —1¥1e¢S1™5>%e.’ —71S’—e’'187271e 'oZ-
celle-ci. Mais la spectrométrie de masse fait également face a certains verrous,

en particulier quant a la nature des composés analysables, nécessairement

ionisables et souvent hydrophobes. De plus, la quartification en spectrométrie

de masse nécessite des méthodes de normalisation relativement complexes a

—Zeex72172—162Y>21

e7e71eZ01ee¢ES—7celdues paArmpketrdn@Eificie-masse est un
domaine de recherche en constante évolution, tant au niveauinstrumental que
¢ Z—1™7  —e1eZ1VYZ7Z1—-0'"e 0"’ 87711 T<“Z@Ee'eleZ1ELZeeZ1™S
¢ 0Se1¢7Z®@1SYS—E -Z®l+ZE'—'377Z el Stlacpdriiendes —S' —Z1S-

du travail de recherche entrepris.

2.1 Introduction a la spectrométrie de masse

La spedrométrie de masse (MS) est une technique de chimie analytique

développée au long du XXeme siecle, basée sur la mesure du rapport

masse/ charge (m/z)demol - EZ+Z el "—'0e-Z@1¥1le -eSeleSE£77i1™S>17-
de masse. On peut généralement schématiser ceappareils par la combinaison

de quatre éléments i1z —Z7Z1e " 2>EZ1le '"— @S’ " —812—10"21™e7@'Z7:
b, —Z1 71 e-oZE&e'"—1 Zel o Z—nal+(Rgarel 19—l <21 @’

spectrometre de masse peut étre utilisé indépendamment, généralement pour
des molécules purifiées ou des meélanges peu complexes, ou étre couplé a des
méthodes séparatives, en couplage direct 6nline) ou indirect avec collecte de

fractions (offline).
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Figure15: Représentation schétitaie des éléments constituant un spectrometre de masse et leurs
fonctionsprincipales.

Z1>8¢21Z21+S1®"2>EZhetdfimente 8 S™ M Zedoll 7—21 ES>+21S7
analytes neutres afin de les manipuler avec des champs électriques ou
magnétiques. Les molécues ionisables peuvent étre introduites dans différents
types de sources ene”— E e’ "—1eZ1e eSel’—'e’SeleZle E‘'S—e’ee” ]
gazeux) ou du mode de transfert de la charge (ionisation électronique,
chimique, assistée par matrice, par plasma,éle >~ ™>S¢OUT1l “ZeleZel -
e T —'@Se T —1@ —eleee 57 —optaZ i MASL'1eSTI8§FB Feleele5S — e~
conduisant (ionisation dure) ou non (ionisation douce) a des fragmentations
des analytes en source. Cependant, ils sont également conditionnés pateur
capacitéa transférer une charge auxanalytes « ’'— ¢ ; il’est notamment moins

S'ee-le T—"@Z>1™ '’ YZ-Z—e1leZ®le¢CES—Z®e1872'1—7Z1™"
> @' e721«S®'§ZZ1IE " --Z1E Z0e+1Z1ES®1I™ 2>1¢7Z001™Z™e' 7 x
o ZeoZel @3 T71S—eSe"—"@eZ1eZ1EZ>+S —Zel-"e-EZeZE1l
analytesd '—e->1ed1ZeleZele’ee-s7Z—EZole Zeo ' ESE's-1 '"—'®S
e'ee. 37 —e®@d1eS1E™ZEe>"—e>'21721-SeeZl— Ze+l™Skl’' —
Les ions ainsi formés en phasegazeusesont soumis a un champ électrique ou
—Se—.0'87717Z1+7 natgskeiZ>e1le S

"72el ET-—-Z21 ™"751eZ@l ®"Z>EZeles T—" @S " —81'e1Zj'Z
e S—SeCt®Z2>®BL¥1le-"—05'Z@1Ze1e"—Es' " ——Z7Z-Z2Z—+21YS>'Sc
ions selon leur ra™ ™~5e1 —&£i1 el Se’'ele .o.—7Z—e@leS—eleZesz
soumis a différentes combinaisons de champs électriques et/ou magnétiques.

Ainsi, lesions sont soumis a des forces régies par les lois de Lorent4l) et de

Newton (Il), transcrites en une équation difféerentielle (Ill) décrivant le

mouvement des ions en tout point et a tout instant en fonction de leur rapport
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m/z, et de parametres instrumentaux et expérimentaux (intensité des champs
électrique E et magnétique B, vecteurs vitesse @t accélération et rda force

appliquée a union) :

(1) &L oE @H &
(I &L ¢ g
) o RL ofE &H

La mesure de la vitesse de ces ions implique leur détection et leur amplification.
Z1e-sZ@®+Z72>1Z01 ™Sse7’@1l'—e-™MZ oS —e1eZ1¢ S—SeC®eZ>

systemes de dynodes, ou constitient un seul élément capable de mesurer le
E"72>S—1'-SeZ1™>"Y"82-1™S>1Z1™MSe®SeZ1 '"—eeil Z1E"

par ces détecteurs est enregistré sous la forme de spectres ayant pour

dimensions ¢+ S187S —e’e.1e7102'«—S+10"7 1 rapperomiziibsurfe™ — E+’'~— 1
™S>1le S—SeteZ2>

Les paformances des différentes combinaisons sourceanalyseur(s)-détecteur
sont variables en termes de résolution (capacité a séparer deux molécules ayant
des valeurs de m/z proches), de précisionet justesse(distribution de s mesures
de m/z centrée étroitement sur la valeur vraie respectivement), de vitesse
e SES7 '’ " —1 07 1LH7 % aid-det¥ deVI(VHz), de gamme de m/z
(limites en termes de m/z mesurables) et de gamme dynamique (écart

« ' — 7 ahativesalétectables simultanément).

1EZeeZ1 ™57 571’ —-Z2Z—@'"—1+e S—SeteZ1Ze+1™>Z®32Z1c
une autre dimension m/z sur les appareils récents. En effet pour discerner des
molécules isobares (mémes masses nominales mais masses exactifférentes),
la e>Se—Z—eSe'"—1e71eS1-"e. 221 ™Z5-70171@-8322—EZ>17Z-
fragments spécifiques. On parle dans ce cas de spectrométrie de masse en
tandem (MS/MS, MS?, MS2) qui consiste en deux analyses de masse
successives. La séparation @s ions est spatale (deux analyseurs distincts et

parfois différents) ou temporelle (un analyseur sépare les ions parents puis les
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des ions (collision avec un gaz neutre, exdéation par des photons, impact ou
>S—@eZsele oZE>"—@OUBL Z2>1S™MM™ ™ 3eS 01 7—71-—27>'7
provoquer leur dissociation. Chague mode de fragmentation met en place des

mécanismes physiques différents aboutissant a des fragmentations diffé@entes

et parfois complémentaires. Ainsi il y a parfois un intérét a combiner ou varier
eZ®l—-e'"eZ®leZle e E’'Se’"—1Se'—1e "ceZ—"51eZ®@1 —+">-§

completes ou élucider des motifs structuraux précis.

Enfin, ces technigues sont souvent omplémentées par des dimensions de

séparation supplémentaires, comme des méthodes chromatographiques en

phase liquide ou gazeuse pour les composés volatils. Cette dimension est

— EZe®S'>Z212—1 ™S>’ EZ2e'Z251¢S—0e1Z1ESeles E'S—s'ee
acoord avec la vitesceZ1 e SESZ'e’'s'"—17Z2—1 081 -S'@el -+SeZ-7—e1T
efficacement des glycanes et glycoconjugués isobares ou isomeres. Dans ce cas,

le choix des phases et du mode de séparation est critique et doit étre adapté a

la question analytique.

Deux approches serort particulierement étudiées, la N -glycomique et la

glycoprotéomique.

2.2 N-glycomique

Sl1eeCE& " —"82Z17Z0e1le 27207171 Z—®Z—<sZ1eZ®1l-"e-EZeZ®
“>eS—"@-781 ¢ 7—1 ¢’ 0eeétd 0n parel de "N-glycomique pour

e">e87 Tal1eZU¥1ldesMe 7 ES—Zel ;eezeleZleSle-ee¢E Ce

glycoprotéine.

Cette approche demande donc nécessairement de libérer les glycanes des
™yYe.' _Z0el¥1le S’eZdohirigueS buknZymatiques. Les produits de

déglycosylation doivent étr e purifiés avant « S—Set@Z1 1+71S’eleZ1¢77>1
¢S’ceZ1Ze0’ ESE'e-1e '"—"0Se’ " —1872717Z@1™>"e.  —701Z1™7

Les glycanes sont des molécules hydrophiles et non chargés ou acides,

différentes stratégies sont employées pour permettre leur ionisation et leur
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analyse. Le —"+¢Z1e¢ ""—'0Se'"—1 10e-@™H>™e’'" _17¢1'"—"@Se’ ™" —]1
par matrice) permet la co-cristallisation avec une molécule aromatique (la

matrice) ES™ SceZ1 ¢ Sco™><AsUYZate@e 'Y E —el ¢ '—e75-.¢’S">7
>S—@eZsele - —EPYEEL B SV eS'e1Z21¢S1>S™ e’e.1e SESZ’
des analyseurs de type TOF et les possibilites de parallélisation de la

™. MS5Se’"—1 e E'S—e'ee”—127—1 81 EZeeZ1 S™M™, " E‘Z1
e S—Set®@Z0el¥1'S7ele-’ed1 MSre'EZe'Jedanblysed dE"—™Se o711
cohortes. Alternativement, les sucres peuvent étre modifiés pour étre

compatibles avec les sources de typetlectrospray (ESI), souvent couplées a des

méthodes de chromatographie liquide. Ce couplage permet une meilleure

séparation des analtes aidant a leur identification mais augmentant
®'e—"e'ESe'YZ-Z—eleZ1eZ7Z-™Mel— EZe®eS'>Z1¥1s S—Set®’Zl

Quelle que soit la méthode de détection utilisée, une des limitations majeures

eZ1e SMM,"E 7] eeCE " -'57271 ' Z—1+71 gycades Btare™—1 E~—E
anSete -l '—e - ™7 _eS__7 el e71eZ2751 ™57 e." — 71 “5’¢’ —7i1 "’
consiste en un mélange de glycoprotéines ou en une unique protéine multi-

ceCE"®Ce-Z81eZ1'eZ—e'o'ES+'"—0el ™glydaneslibrész>1le Z—®Z.
et ne pourront étre attribuée 00 1¥17 —17—'827210’'*Z217212—272172—"82721™>~
desN-+e ¢ ES—Zel' ceezZele 2—721721¢ 2—172—0wZ—«2Z21Z1s+¢E
TOF (N-glycan MALDI fingerprinting i1 ™ Z>—Zele” —@E1le Z—Y'@SeZ51¢S1leeC

comme un phénomene global.

2.2.1 Production des N-glycanes
2.2.1.1 Deéglycosylation des protéines

S1™>7-" 718772 "—1872'1eZ1™ " ®@Zle>®1+21+S1-—"®Z21S71
approche glycomique est la méthode de récupération des glycanes a partir de

glycoprotéines.

La dégradation totale des glycanes par hydrolyse acide pe>—Zele Z—1S—Se¢Z>1S
composition, tandis que des exoglycosidases (sialidases, mannosidasesetc)

™7s—7eeZ —ele ‘Co>"eCZ>172—Z71+'S’'®@™"— 1" mBgneS¥[Bd ¢Z>—"'—Se7:
extrémitésnon-> -« ZE > EZeleZe1™ e ¢ e S E e Biconpexit& «” — 1« Z—1>
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Cependant, dans le but de disposer du N-¢e¢ ES —Z71'—eSEe+1 21+ 7Z—1S—S
structure, il est nécessaire de rompre la liaison N-osidique entre la premiéere

eE E1 Z+e1 o« Se™S>Se’—71 —"e¢'¢’.7i1 -glychnés—8at'"—1 <71
généralement effectuée par des glycosidases hydrolysant la liaison N-osidique

entre le polysaccharide et la protéine.

Figure16: Déglycosylation par la PNGase spécificité des sites de clivage.
La PNGasé, contrairement aux PNGasgs F-1l et H*, est inactivesur lesNee¢ ES —Z e 1 ... W
3fucosylées. Sourcélew England BiolLabs Inc.

Parmi ces enzymes, les molécules de la famille desgpeptide-N4-(N-acétyl - +
glucosaminyl)asparagine amidases (ou PNGase) sont couramment utilisées.
ee7®@1 ES+Se¢teZ—+1 +S1 e BgHa’ liaisdn *asgarajiné-giycane,
—"e’e’S el e SE™S>Se’ — 710 E"®@Ce-Z17Z—typesnalte 71 S ™S>
S®eZ1 " —el-e-17+ ¢ -l ™ghcanes e fahitior aelcertaines
spécificités structurales de ces derniers. La PNGaseA tient son nom de son
‘e~ eSe’T—1¥1 ™Sse'51 e 751 &t possedeSuner dotwité amidase
indépendante de la structure du N-glycane. Cependant, la PNGase A posséde
2—Z21eS'<eZ1Z2+¢  ESE '»-1e ‘Ce>"eCeZ1leZ>1eZ@1LeeCE ™) e."—7
utilisée sur les glycopeptides (naturels ou issus de la digestion de
glycoprotéines). Cette glycosidase est elleméme une glycoprotéine, et son

autodigestion tendrait a compromettre les analyses glycomiques.
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—Z1 Sze>71 SeZd1l « ">'e’—Z7Z1 ™>"ES>¢"eZ81 S1 -e-1 -
caractérisée(52,53) elle ™> "™ @71 ¢ SYS—eSe71 o Leghd IBMe7l Zeoo' G
PNGaseA (54), non glycosylée et est ES™SceZ1 ¢ 1e571 ™5 e7'e71 " 7201
insoluble par transformation bactérienne dans des systémes hétérologuest.

~

°*2'eS—

~

coli. La PNGaseF (pour Flavobaterium meningosepticu®l « Zee ™ EZ1 ™ >

e Z—£¢-7281 - S’ — «7Z— S Elizdbethkirigia—méringosept)cdonctionne

aussi bien sur les glycopeptides que les glycoprotéines, permettant de

S SeersS—E''51le oS™MZEleZl ™M e."e¢eZ]l E 7e/Cate/ el Z—1 -S
SeZl 1 Zoeesl S7“"z>e '72'1 ¢S1 ¢">-71 +S1 Mozl E " —-72— -7

ceCE"-"822711 -S—-""—0e81ls SE+'Y'+:1721+S1 SeZl 1Zce+1’ —

e 7—1 +7E"~ eZ HZecorédu. Miglycane (forme trés représentée chez les

plantes et les insectes)55,56) limit ant son utilisation a des structures qui en

sont dépourvues, notamment les glycoprotéines de mammiferes (Figure 16).

7@l > EZ-—-Z—+81 + Sjeayank Lné—adi¢itétZPNGase ont été
caractérisées dans des organismes procaryotesune seconde PNGase F (Hl) a
o121« 72—71 "7z E"* Zhigniel E- nedingbsepticés7), tandis
8§72 2—721 S®eZl1SE- YkladideslaEfé-décauverte chez la bactérie
Terriglobus roseuPNGaseH*) (58)i1 ZoeleZ72ijlZ—£¢—-7Z@1™ —ele SYS—eSe;
la PNGase 81« le>ZA/kSwEmE en cas de fucosylation ducore Z — 13.. L&/
PNGase FIl permet la déglycosylation des N -glycoprotéines
eeZ—7—ele-—Se7>5-2001Z10"—1SE3Fle-1 SceZl-
1e721@72E>21"'—+'822172—1-- ES—dsw~Z1s SE+'"—1

La PNGaseH*a une activité maximale en conditions acides (pH optimal de 2,6)

offrant de nouvelles possibilités analytiques, mais augmentant la dégradation

de certains résidus dans ces conditions, notamment les acides sialiques

terminaux usuellement hydrolysés a faibl e pH (59)i11 SZe>7Z®@1Z—£¢-7Z@1¥1SE-’
PNGase sort évidemment exprimé es dans différents organismes, certaines

isolées a partir de plantes, champignons, mammiferes(60.62), mais ne sont pas

toujours adaptées a une utilisation in vitro. La N-déglycosylation par la PNGase

F en gel apres une séparation électrophorétique SDSPAGE (63) ou sur
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—Z2->S—71¥1S1ez'eZ1e 7—1 > S Bdpermetldd lihies o —1 <"«

e esCE"®RCeSe " —1¥17—Z1eeCE " ™>"e." —Z1'® - Z1le 2—1—-2S—-e;

ontégalemZ —e1™Z5>—"cele S—-¢'">7>1e Zee'ESE'*-12+1S1Y ' eZ@e’

en immobilisant la PNGase (forme F uniqguement) (65), en assistant la digestion

par micro-ondes (66) ou ultrasons (67). Plusieurs endoglycosidases permettent

SeZ—-7—e1 « “qreld tigisory entre les deux GIcNAc du coredes N-

*eCES—Z®il S™e.Z®@1¥1EZ>S' —Z0e1lee>Se-+'2001S—Se¢+'§7
leZesZ®lesCE " @ *S®ZERL—Z1™Z>-Z+1EZ™Z—+S—e+1™Scel.

Zel —-+""eZ®l e+ S—Seyaried parospkctrométrie de masse sont
généralement transposables a la Oglycosylation. Cependant, la
déglycosylation de tous les O-polysaccharid Zocel — Zoeel ™MScel ™M “cece’<eZ1 ™
enzymatique, aucune O-glycanase efficace sur tous lescores — ¢S —e¢1 E~"——727i1
‘¢ >+ ¢ ce Z lisdre dstdiques entre un glycane et un résidu Ser/Thr par
voie chimique en conditions alcalines a été également décrite. Cette réation de
Frore'—Se " 1 E " —@'®eZ1Z—1e SeeS377171 ..1Z21+S1e > —
hydroxyde et la libération consécutive du O-glycane (68). Des conditions
réductrices sont généralement utilisées pour empécher le O-glycane de subir
lui aussi une dégradation en conditions alcalines. Cependant la réduction du
O-glycane empéche tout marquage ultérieur au niveau de son extrémité
>-SEe’'YZil Z1EZ1 ™ ee2Se1 Sl& eoifidins hon téductieéss '~ —
™~751e .o’ —'— S elycahegarldur dérivation chimique (69).

2.2.1.2 Modification chimique desglycanes

Les N-glycanes sont nativement ‘Ce>" ™ eZ el 71 ™S51 o S<"—eS_—E7
groupements hydroxyles Ze1l e~ 2YZ—e1 —Z%>7Z01 721 ™Z77%1'"—'eS«ceZa0
notable des formes sialylées chargées négativement. De plus, les glycanes sont

constitués de monosaccharides trés proches structurellement les ungles autres,

et sont de ce fait des molécules trés symétriques dont les liaisons sont difficiles

a caractériser précisément.Différentes stratégies ont été développées afin de

modifier chimiqguement les sucres pour améliorer leur rétention ou leur

fragmentation.
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volatilité nécessaire a leur transition en phase gazeuse dans un spectrometre de
masse, les hydrogénes des groupementsOH, -NH 2 et -COOH peuvent étre
remplacés par des méthyles. Un des avantages principaux de la perméthylation
par rapport aux autres modifications des groupes hydroxy le (acétylation,
©>' 007 "SE-2CeSe’"—0lilZ0eeleZ1 S <eZ1-HeA-GHss0il —SceeZle:-
+14Da), qui permet de limiter la masse des glycanes mdlifiés. Cette
™Sse’EZeS>'e-1Z@el— EZeeS'>Z1Se'—1e "™.5751eS—eleZce
spectrometres de masse sont les plis sensibles et résolutifs. Ce traitement
implique généralement une réaction S Y Zi@améthane (CHsl) en conditions
alcalines (NaOH) et anhydres (DMSO, diméthylsulfoxyde), et a été développé
sous différents formats (70,71) Bien que largement utilisée en combinaison
avec des méthodes de séparabn liquide en phase inverse, la perméthylati on
manque de reproductibilité et nécessite plusieurs manipulations de
e E'S—e’ee” —1701 - eS™MZ@1eZ1l ™75 ¢’ ESe'"—1e' —"eS—els Sce™
glycomique sur de tels sucres(72). De plus, le développement des méthodes de
chromatographie compatibles avec les glycanes natifs (HILIC, etc) diminue
e '—e.>le] 71 oZeel ¢>S’eZ -7 —e021l ¥1 . DEE ‘dpprathesE~ —YZ —o'"-

miniaturisées pourraient néanmoins ™ Z>—Zee>7 1+ S 7 eurZenderefits

Figure17: Structure de la @&minoquinoline.
S1e"—E+e'"—1S—"—Z1™5'—S'571'>Z1™Ss¢’E’ ™ Z4lycanS(has)S’ ce"—1¥1es Zje>

S15>-SEe’'Y'e-1+21¢« 7Zjsice-dés -N-glyedr@sea souvent été exploitée

pour y greffer des groupements rapporteurs, en particulier fluorescents, afin
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les autres monosactarides constituants des N-glycanes ont des réactivités
différentes mais peuvent néanmoins étre isobares. De ce fait, les fragments

produits en MS/MS peuvent étre de masses identiques et donc peu informatifs

qguant a la structure des glycanes, comme le monte lajFigure 18

Des stratégies de dérivation ont ainsi été développées pour des applications en
®M™MZEe>"—-e>'Z121-Se®Zil —Z1¢Zel™e7]1@EOISS—Z®e1lZc®
réductrices, consistant a faire réagir une molécule aminée avec le groupement

carbonyle du glycanes, formant une base de Schiff peu stalé qui peut ensuite

étre réduite en amine secondaire stable. Les amines les plus communément

utilisées pour ces déivations sont la 2-aminobenzamide (2-AB) et la 2-

aminoyridine (2 -AP). Bien que couramment utilisé Zoel ™~ 751 ¢ S—Se¢0eZ1 7
polysaccharides en HPLC-ESF 81 ¢Z7>1 '—e->1e1 — S1 .e.1 37271 ™MSse’ 7.
démontré avec les sources MALDI. La limitation majeure de ces méthodes est

généralement la nécessité de purifier les glycanes aprés leur marquage et la

conversion non quantitative du sucre en son/ses dérivés(73). Utilisée en tant

gue matrice pour la premiere fois en 1994, la 3aminoquinoline (3 -AQ) (Figure
— S 1 ifMrBéotiatement présenté un intérét évident po 7>1 ¢ S—Se¢0eZ1 <71

glycoconjugués du fait de la formation de base de Schiff (forme instable). Cette

situation a été exploitée par Rohmer et al.(74) en utilisant des conditions

favorisant la conversion quantitative d u sucre en sa base de Schiff associée. De

EZ1 +S’ed1 « 7e 240 coMbind ke bénéfices de la dérivation pour

e S—Set@Zloee>7E+7>S 71 «Sfaenente tahtaguie Inasicecpb @« ' «

« T —"%=S? 0l-¢'—"—S—e1eS1— EZceessuppmedifedoe1¢71SYS

et permettant la réaction directement sur cible MALDI.

Les acides sialiques sont notablement instables en spectrométrie de masse du

fait du caractere labile de leur proton acide. Plusieurs stratégies visant a

modifier le groupement acide en un groupement neutre stable ont émergé. La

e >—Se'"—1e ZeeZ>@10UsZ1—-0'CeZ1 ™5 —E " ™SeZ-7—e(ilZce17—

employée pour stabiliser les fonctions SE’eZ e dle S7eS—e1™e7 00187 ZeeZ1l™
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cereS'—7ZelE " —e'e’"—@l1Zi™.>' -7 —whatidiee de lidisod des>1 o701 —o"
SE’eZele’'Se’'§7272@I1 —1ZeeZ+81 ¢ 2A6dBBhOy-1321 E '« >2>71
triazin -2-yl) -4-methylmorpholinium (DMT- U1 ™ Z>—Z « Erificatimne des
acides sialiques liés en .. -Btandis que les formes liées en .2-3 sont converties
en lactones, introduisant un delta de masse de 32Da détecté en spectrométrie

de masse(75).

Figure18: Représentation de deux fragmentsasedissus de la fragmentation en MS/MS du sucre
A2G2.
La masse des deux fragments est identique (910[32)/8

2.2.1.3 Purification des sucres

Ze'e'@®Se’ T —1 ¢Z1 —-e'"eZel @-™S5>Se’YZel GE'H>"-Se"esS™! ]
interaction hydrophile, affinité ,etc) remplitdezjl>a¢Z@1™>' —E ™MS7ijleS—amle-
eZ1leeCES—7Z®il Sc<>edle " >e37 's;ele™—el'ceez®leZl1eS1e.
il est nécessairede purifier les sucres par ces méthodes séparatives afin de
minimiser les effets de matrice et la suppression du signal ionique dans la
®"Z>EZLle '"—" ST —1Z—1 i1 Z1™e700]1 EEmdteat Zel— ' "eZ¢
eZ1> @ 2e5721+Z®@1Ze™ EZ®l @"— >Z1l— *S—el1™MSEls:'eE
méme masse. Cependant, du fait de la grande diversité structurale des glycanes
(charge, tdieeZ81—-SeeZd1 ¢Ce> "™ "’Z0U1'e1l— Zj'eeZ1 ™MSeleZ1-
permettant une purification quantitative des glycanes (76). Les techniques
o oZEeH>"™ ", Z1 ES™’eeS’' 371 " —el -0Se7Z-7Z—el 7’ ®-Zel
glycanes et glycoconjugués chargés (nativement ou non) mais ne seront pas
détaillées ici. La séparation en phase gazeuse @ spectrométrie de mobilité

ionique (IMS, lon Mobility Spectrometryne sera pas discutée ici mais son intérét
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séparation supplémentaire.

S—el e "™e'F771 «+Z1 ™ 75e9,’ s 1diffEremtes «de@ESubilité des
protéines et des oligosaccharides dans des solvarg organiques peuvent étre
exploitées. Plusieurs stratégies ont été développées, et doivent étre évaluées et
adaptées en fonction des protéines étudiées et de leur solubilité. La
précipitation des protéines sériques humaines aprés N-déglycosylation a été
>:Se’@-Z1eS—0elZ—Z1m@ e7e’ "—1e -o'S__"eIBT)VADILEL S Z1leZ-
protéines insolubles sont séparées des Nglycanes et des sef en solution par
simple centrifugation. De fagcon similaire, la précipitation des N -glycanes et des
protéines en acétone (80%) est possibl¢78). Dans ce cas, le culot de
précipitation est lavé afin de le débarrasser des sels ayant un effet négatif sur
e "— @S " —17Z—1 i1 ZelezE>Zelo avagegsucoessiisZ1>-EZ™ -> -
avec une solution de méthanol a 60%. Un rendement maximal de purification
est obtenu dans des conditions Iégerement acides (pH5,5). Dans chacune de
ces méthodes, les glycanes sont récupérés dans un solvant partiellement
organique et volatile (méthanol, éthanol), permettant une concentration et une

»Z™sy ' eZ1eZ1le E'S—e'ee”" —1eS—l17—10e"+YS—¢1Se¢.575¢18™,

Bien que la solubilité des glycanes dans ces solvants soit trés probablement
variable, ces méthodes visent avant tout a colledger la majorité des glycanes et

ne permettent pas une sélectivité particuliere vis-a-vis des différents glycanes.

Les lectines sont une famille de protéines (introduites au paragraphe Chimie

analytigue et glycoprotéomique) reconnaissant des molécules de nature

osidique avec une grande spécificité. Immobilisées (par couplage a desbilles
e« SeS>" 027081 s Eth) cdee I€Etiies sont couramment utilisées en chimie
analytique pour purifier les glycanes et glyc oconjugués (79,80) Ces méthodes
chromatographiques sont regroupées sous le terme LAC (Lectin Affinity
Chromatography Elles permettent de purifier les glycoprotéines avant leur
déglycosylation ou de purifier les glycopeptides / glycanes issus de leur

protéolyse / eZ1eZ7>1e-0e¢CE " ¢CeSe’'"—il Zoel -eZeZitisdtionEZ —+Z 01"
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de LAC miniaturisée au format capillaire, permettant notamment la réduction

de la durée totale du protocole, une meilleure sensibilit¢ et une possible

automatisation, bien que la répétabilité de telles méthodes soit

perfectible (81,82) Plusieurs lectines peuvent étre immobilisées sur le méme

substrat pour combiner leurs spécificités et étendre la gamme de molécules

enrichies (MLAC, Multi -Lectin Affinity Chromatography(83). Le séquencage de
ZEe'—Z@le "> ' —Z1<SEe>'Z——Z21™Z>-7ele-®">-S'ele Z;™
génie géneétique, et de modifier leur site actif et donc leur interaction avec les

glycanes par mutagénése dirigée(84)il Ze'e’'@Se’'"—1eZ@1leZEs —Z@1+S—
analytigue est un domaine également porté par le développement de

micropuces a lectine (oulectin microarray permettant une analyse comparative

Zel 32S—e'eSe’YZ1 ¥1 'SZel e-c’o1 ¢Z1 ¢S1 se¢E " ®@¢eSe'"—1 o
« .(E"'S —«(88) Enotant que méthode de purification, | es méthodes LAC

sont principalement utilisées en analyse ciblée pour isoler une catégorie

particuliére de glycanes.

Les méthodes de chromatographie liquide sont les stratégies les plus utilisées,

™7' @87 ZeeZ®e1l™Zs—ZeeZ—eleZ1le - ™S, difiélseatngquede®ES —2Z el — S
séparer certains isomeres de position. Utilisées indépendamment des méthodes

de détection (offline), elles servent principalement a dessaler ou purifier

e E'S—e'ee” — 1™ e RSEE'S>''8772817Z1@" —e1-9SeZ-7—e17s"
pour une meilleure résolution des glycoformes. Les glycanes ont une

composante hydrophile forte du fait de la grande quanti té de groupements

hydroxy le sur chaque monosaccharide permettant une rétention en phase

normale (NPLC, NormalPhase Liquid Chromatograp). De plus, leur masse

carbonée non négligeable et la possible modification chimique des

groupements hydroxy le (perméthylation) et / 21 eZ1e Zje>-—'e-1>-072Ee>'EZ17
®ZE>ZRLI™Z>—ZeleZ1-"07e7>107751"'Ce> "™ e’Z1701e S—-0""5751¢
phases hydrophobes des méthodes de chromatographie a polarité de phase

inverse (RPLC, ReversedPhase Liquid Chromatography
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Ces derniéres et notamment les phases de typeoctadécylique C18 sont les

phases les plus utilisées en protéomique et en couplage avec la spctrométrie

de masse du fait de leur polyvalence, de leur stabilité et de la compatibilité des

solvants utilisés avec laMS. Les glycanes natifs sont faiblement retenus sur ce
eC™Z1eZ1™'SZ1eZ1™S>1eZ251'Ce> "™ 0’7170l e’ 07 —ole 7o’
aux glycanes perméthylés et généralement modifiés au niveau de leur

extrémité réductrice (86,87) La RPLC souvent sur phase C18) de par sa large

utilisation est une méthode éprouvée et trés robuste, cependant, les
chromatographies  liquides  HILIC  ( Hydrophilic  Interaction  Liquid
Chromatrographyet PGC Paous Graphitized Carbgrpermettent une meilleure

résolution des glycanes isoméres et isobares. La RPLC peut toutefois é&e

E"2™e. . Z1¥1EZ®1S725Z2@1le'-Z—0®'"—®le -MS>S«'YZrel1S:'—1,

La chromatographie HILIC est une méthode de choix couramment utilisée en
coCE"-"8221 ™Mz ©EZ ZoeZ1l ™Z>5-7e1+S1s-0Z—e'"—1 71 ee¢ES—
hydrophiles, et donc pas nécessairement modifiéspar dérivation chimique . Elle

est originellement définie comme une chromatographie de partage dans

laguelle les analytes interagissent avec une couche riche en solvant aqueux en

équilibre autour de la phase stationnaire hydrophile, et sont élués par un

—-eS—e71e 72S71Z7Z+171 0" 8BS Le? nBcarBsmes defétention et

o 070’ —1-ZesZ—017—15-Se’e.17—1"7271™e7@'Z7501¢™Z@1s
ionique, dipdle -dipble) et la séparation des analytes se fait en fonction de leur

polarité (89). De par les phases mdiles (eau, acétonitrile) et stationnaires

(hydrophiles) utilisées, ainsi que les mécanismes de rétention mis en jeu, on

positonne pare”’cel ¢S1 E‘>"-Se"esS™ 7] 1 ¥1 o '—eZ5eS(
chromatographies RPLC, NPLC et ionique. Plusieurs phases et

conditionneme nts ont été décrits pour la purification des N -glycanes. On peut
—"eS 7 —e1 E’'eZ>1 7o’ @S’ " —171 ™M'SeZloxgueeZl ¥l <Se’
(cellulose, agarose)(90,91) de silice amine (3aminopropyl e) (92,93) ou

amide (94)81 S’'—e’'l 87271 o '—e>"e7Ee'"—1 >hdeSphise—7—+1 > -E
zwitterioniq ue (ZIC, zwitterionic chromatography(95,96) Ces méthodes de

purification « offline» ont été implémentées a des couplages LEMS afin de
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réduire les pertes de matériel et les biais de sélectivité et permettre la résolution

des différents glycanes. La chromatographie HILIC présente un intérét majeur

™7 @87 ZeeZ1™Zs—Ze1l—"—10Z%2+2-72Z—ele Z—>'E'"'>1eZ01le¢E
> @ ZeH>Z1EZ>eS ' —el'e™— >Zelee>7E-Y1S748 G8@ES+Z 01 e’Se"
situésurlecore™2102>172—27215(9592)——761

Z—>' E''eeZ-Z—e171eS1le-™MS>Se’"—1e¢Z@1lee¢ES—Ze1—S:
couramment effectuée sur des phases carbonées (PGC) seules ou couplées a
« S7e+>70e1 98 3ak)Aes mécanismes de rétention sont multiples, le plus
évident étant une rétention proche de la chromatographie en phase inverse
(RPLC C18) liee a la masse carbonée des analyte@nteractions de van der
Walls) (102) Cependant et bien que le PGC soit idéalement un réseau de
Carbone parfaitement plan et apolaire, plusieurs mécanismes proposées
'— 0’877 —9219S1e"5—Se’"—1e 7—715-0""—1™"eS5’@-Z1¥1S1leZ>e
> SEe’"—1¥1S1 ™57~ « dire (103)buscauise HEMA eélocalisation
des électrons sur le réseau ceboné (104)i11 e17Zceele-— ->SeZ -7 —e1Se—"18221
mécanisme de rétention polaire qui domine dans la chromatographie sur phase

graphitique.

Figure19: lllustration de la séparation chromatographique des glycanes.
La séparation a polarité de phase inverse (RP) nécessite la dérivation des groupements hydsoxyle libre
ZelwezE>Z®il 'Z—1872 '-™e'87S—eleZ®l-- ES—"-Z®leZl> oZ—e""—]1
hydrophdie, etc.), la rétention desdlycanes les plus massifs et les plus sialylés est généralement plus
importante.

Pour toutes ces méthodes, le choix de & phase mobile est également critique,
Z—1™S>e’ E2+'2>12—1EZ215821E"~— @Edntre-Briutlisé@ rig j Lo Z1s SE’ e
semble pas y avoir de consensus quant a la phase stationnaire la plus adaptée

¥1eSloe-™S5Se’ " —17e+pkconesflod add¥) ke [ dorte orthogonalité
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des méhodes indiqgue que dans leur état actuel, ces technologies présentes

" 7eZ®@17—1 —e->lel ™ 757 Fi@urfélQIZoelud:(ES—Zoe

2.2.2 Etude structurale des N -glycanes par MS

2221 Ma-"«¢...t+ Tic' NMAELBksoldes et liquides

—1eZel-"eZle "—' @S¢ " —1eZ®@1l™ezelze’s'®-®1Z—10™Z1
¢"—S'—Z71eZ1eS1lesCE < "e7e 721 &>z EMANISNEdsTedledser '~ —" @ Se’"-
Desorption/lonizabn, ou MALDI. Elle permet le transf Z>ele -—Z75¢'721S7ij1S—Sse¢eZ
ZeleZ72>1""—"0Se’"—1™Ss1e '—e7Z>—-¢'S'571e71¢ Z{E'eSe'"—1e7
appelés «matrice », par une source de lumiere ultra-violette (Laser). Ce

™Y E-e.1 ™MZ75-7e1 —" ¢S _—_7 —edmposés-nativenent/naulres et
hydro philes donc peu volatils, notamment les glycanes.

~

c7®'Z72>®1-Se> EZel —el-o-17¢'e’-Z2@1™ 251e S—Se¢eZlZ

>.ezeeSeel ™5 ¢S —edhno4S B4t E . ——S—'&yanbs O ...

hydroxycinnamic acid CHCA) est une matrice communément utilisée pour

e S—SeteZlshleATMressEleZ1S1e SYS —etalliter Ale®Eles

analytes de facon homogene, en formant une fine couche uniforme de cristaux

rhomboédrigues, et permet ainsi une analyse reproductible. Le signal produit

est intense et «clair », avec peu de bruit, et les fragmers produits en MS/MS

CID (fragmentation par collision avec un gaz neutre) sont principalement des

ruptures de la liaison glycosidique, donc relativement peu informatifs m ais

simples a interpréter. La matrice CHCA présente certains désavantages pour

« S—s&dés sucres,car E Zoeel 72— 71 —S eha@@&» quie induit des

fragmentations spontanées apres ionisation du fait de la grande quantité

o« — 75071 —e7>5—7eSdEciel (BSDPtSource Decgy Les glycanes

" —el ®"ZYZ—e1 ™Z>—.+ Glyse ENSMS pout mitimiser ce

phénoméne, ce qui implique des étapes supplémentaires de manipulation et de

eSYSeZ1 eZ1 ¢ E'S—e'ee”—1 71l " —EL 7—71 MilltésZ1 «Z1 —Se-.
Ze'e' @S’ " —1 o dingHioxdeXzdidue (DHB) est également répandue

en glycomique, du fait de son caractére plus «froid », induisant moins de

fragmentation de type PSD. La fragmentation CID est aussi plus informative
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car les sucres peuventse fragmenter au niveau des liaisonsosidiques mais aussi
produire des ions issus de fragmentations « crossring » (fragmentations au sein
*Z1ECEZLle 2—1-"—"@SEE'S>'+ 201721 —eZ>—Z0i1l —1+Zcel
©71+¢S1 -Se>’E®Z1 1 Zcee1 37 ZsteidXl e aigidille «ihivéd &Ela’
périp hérie des dépbts. Ce mode de cristallisation induit nécessairement une
faible homogénéité du dép6bt et la formation de zones riches en signal, limitant
eS1>7Z ™ e7Ee’ 'e’e.1701e S7e"-Se’ @S’ " @i 1-Z07>7Z0 171~

Ze'e'@Se’ " —1 e Ziquidss ¢ILEE, Aarid kiquid Matrix i 1 e Zoeeleefede™ ™ ™ .

V' —eeleZ>—' 57®@1S——-Z01Z¢1—"eS——7—e1™%751e S—SetZ’
Z7—1—-eS—eZ1eZ1E -™ " -©1S>"-Se’§72Z@1® " 'rbteel 1-S+>'EZ
fluide sous Y'eZ81 ™" 2YS—el ™>7 o> 7’ BeSe/e1522 4 72102831 ™S>e™"
incrustés de cristaux en fonction des molécules qui composent le mélange(112).
Du fait de leur état liquide, les matrices liquides sont plus homogéenes que les
matrices classiques, mans susceptibles de présenter des zones préférenglles
ou «zones chaudes» et donc plus & méme de permettre une approche
guantitative et automatisable (113) Cette homogénéité des dépbdts permet
€galement une plus grande précision de masse,qui peut étre affectée par les
YS>'Se’"—cele ™S'e®Zi>l —"'>Z—eZ0w1¥1eS1eZ—e71">-Se'"
avec les analyseurs de type Temps de Vol (TOF)Cependant, plusieurs études
ont montré que les ILMs nécessitent des énegies Laser plus importantes que
les matrices classiques, conduisant nécessairement a une perte de résolution.

Z1™S>S— e>71e¢ el .0Se7 7 —e11e571072'Y'1SeeZ—o'YZ—-7Z—e1™
qui sont généralement affectés par des phénomenes de fragmentation

spontanée en source.

Ze'e'eSe' " —17Z1 EZe1-Se>’ EZele'§2'Zle"——71Z®1l> O
—Se2>721 eZel S—Se¢eZel G™Z™e’eZ®@dLl "'+ "ESEE'S> *Z0e(
E~"—oee’'e7-Z0e 171 ceLoumnrqie@Cy/ p-Co8m&ic acijlont permis
« S— .« " sgnglblement la détection de N-glycanes(114), avec une sensibilité

augmentée de deux a trois ordres de grandeur par rapport a la matrice DHB.
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Figure20: Composition de la matrice liquiBeAQ/CA,
telle décrite par Y. Fukuyama et al.

Les fonctions les plus labiles des glycanes, comme les acides sialiques ou les
groupements sulfate, sont stabilisées lorsque la matrice utilisée contiert du
™ 31 ¢~ —7S—el -eSeZ-7—e1 s '— ™S Esotiations Ssuteh +Z1 EZcel
sensibilité. Cette propriété semble trouver son origine dans plusieurs facteurs,
e Sc"s01 o See’'—"e.1 e31 ™ 1 ™M 331 o7l > " F™M7_7 el ‘GCoe>~ TN
ionisation qui tend a limiter la dissociation des groupements labiles et la
fragmentati on en source des glycanes, et le pH neutre ou Iégérement acide des
ILMs a base de pCA favorisant le maintien des groupement labiles sensibles
aux pH acides. De plus il semble que la fragmentation spontanée des glycanes
ionisés en MALDI soit un phénomeéne re lativement lent et donc ayant une faible
incidence sur des analyseurs rapides comme le TOF, mais pouvant étre
problématique lorsque la source MALDI est couplée a des analyseurs de type
«piege aions 11 Ze'e'@Se' " —1E -« —-Z17Z1™ 174 S—'—"8§7’—
forme une matrice liquide, proposée initialement par Y. Fukuyama (115)pour
. é—é-¢erl-Zoe1--¢ES-Zoeé1--¢$~T@Z&1@1yZesﬂw‘~oeTM ™

décrite comme permettant un gain en sensibilité et une diminution de la

dissociation des groupements labiles.

Figure21: Comparaison visuelle de la forme des cristaux formédiffiaentesnatrices MALDI.
(gauche) CHCA, cristaux rhomboédrique, (milieu) DHB, cristauxignibes, (droite) 3AQ/pCA,
matrice formant un gel a pression atmosphérique. (Photos CHCA et DH&sidsua publication de

HelenM Karlsson et al. ¥wo-Dimensional Gel Electrophoresis and Mass Spectrometry in Studies of
NanoparticleProtein Interactiors »)

~ 74 ~



La matrice 3-AQ/pPCA ™ 7Z5>—-Ze1 7—Z71e¢->'YSe'"—1e71 e Zje>-—"o.1>.07(
ezE>ZeloeS—asde3KS agisshnt @mme une matrice MALDI (voir

paragraphe |2.2.1.3, et propose également un gain en sensibilité, en

homogénéité des échantillons et en précisiondZ1—-Soce@Z1e71eS’eleZ1e -eSele’g

de la matrice (Figure 21). Elle semble étre peu reprise dans la littérature,
essentiellement ™MS>1eZ 1> 2™ Z7187'1731621G83A ¥ M 7> e’ —2Z 71 ™S> 1

MALDI -TOF de N-glycanes. Ses propriétésen font pourtant une m atrice
RZEEZ™e'ce71e S—-e’"5751eS1> " c7eeZe®@Z1Ze1S1leZ—0’ "’

glycomique.

2.2.2.2 Approches ESI et fragmentation en MS/MS
Comme évoqué précédemment, kes glycanes sont nativement hydrophiles et

généralement neutres ou négativement chargés(charge apportée par les acides

sialigues des N-glycanes complexes et des Oglycanes sialylés). Outre

e "—'eSe'"—1 -glpchmsmsaht également analysés par spectrométrie

de masse avec ionisation «€lectrospray » (ESKMS). La méthode ESI permet

« oOniser un échantillon & ¢ -¢Sel ¢'87'e71 71 7Z0el " —ELl e " 2YZ—+1 E"
—o'"eZe1l0e-™S>Se’YZ0e1l0 81 81 O6UBL1™Z>—ZeeS—el1eSls-@"e
eee.s7 —eeleeCES—Z®il Z1 —"—Z707 e Bréf HeeCaleS+'"— el —"-
stratégie analytique pour la gl ycomique (119.122) Cependant, et plus encore

que par analyse en MALDI- 81e -e7e¢71¢7 1+« ¢EMSnAaessiie!$o 1

modifier les sucres par perméthylation et/ou en marquant le ur extrémité

réductrice.

o' —1eZ1>-™"—e>71S7jle-2’@1l™>"™ 0.1 ™MS>1+ S—Set®e’Zlc
e« S7zesZ®@1®@e>Se-0'72®@1S—Sete’'37Z@1leZle™—ele-YZe"™M™. 7]
technologigues en spectrométie de masse. Deux domaines semblent
particuli [ >Z—7Z—e1 SEe’e@1l Zel ¢+ "——"YSe'"—1 eS—ded EZ1 «"-S"-
méthodes de fragmentation (MS/MS) et la séparation par mobilité ionique

couplée a la spectrométrie de masse (IMMS).

La fragmentation des sucrese—1 & 1™Z>—Zele 07 E ' ¢Z>1¢SdE"—™ " ’e’

structure des glycanes. Parmi les méthodes de fragmentation les plus utilisées,
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on peut former trois groupes : les méthodes de dissociation par collision avec

un gaz neutre (p. ex. CID, collisiornrinduced dissaation), les méthodes

« ZiE’ +Se+' " —1 /s H &XMRMPD, infrared multiphoton dissociationet les
—o'"eZ0@1leZ1e5Se—7Z—+Se’"—1¥1<SeZ1leZ1le>S—aeretilonele -+ ZE*>"
capture dissociatign Ces méthodes de dissociation produisent deux types de

fragments, les fragments de la liaison osidiques (liaison entre les
monosaccharides) et les fragments dits «crossring » (voir paragraphe 1.2

Nomenclature). Les premiers sont des indicateurs de la composition et de

« I—E'S —Z-7Z—1e 7@V E0STErSv&ilZele 2—12¢ES—Z1-
les fragments crossring permettent « '« Z — « l@$ Atomes impliqués dans les

'S'e"T—®1 ®’''87Z®il '—-™ ¢S _(EZ1eZ1le T —1S™M™M eSS o]
sa fragmentation a été étudiée. En effet par fragmentation CID et IRMPD, il

semble que les glycanes praonés se fragmentent majoritairement au niveau de

la liaison peptidiqgue tandis que les formes ionisées par des métaux

(principalement Na * et K*) produisent également des fragments crossring (123)

Certains monosaccharidesont naturellement une forte affinité pour les ions
Na*dleZleZeeZle™>eZ2187 'e1— Zoes1™S®l>S>Z1eAes—721™Scele-
glycanes * >0l ¢ Zi™ .5>'Z—EZwel Ze'e’@S—el 71 —"¢71 ¢« '"—"@Se
™75 e’ ESe’"—1 OeZel —Sbchadilibod.1 SElet k7 inécanisme de

fragmentation, certains groupements instables peuvent étre perdus ou

transloqués, en patrticulier lors de la fragmentation de glycanes natifs en mode

CID (124) Ce phénoméne peut étre atténués par la grméthylation des

e CES—Z0e1"21e 2¢'e’®@Se’"—1e SZesZ@l—-e'""0Z®@leZ1le>Se—7—>s
«<SweZl «Z1 ES™e7571 "721 ¢Z1 o>S—@eZsel e sZEe>"—1 @ " —e1 ™
™Z5_Zees71 s See' 751 « .37 glycamned, En Daftiedlier -ehome

provoquant pas la perte de groupements labiles des glycanes sulfatéq125) et

en permettant une excellente couverture de la totalité des fragments (liaison

osidique et crossring) (126) Ces modes de fragmentation sont trés informatifs

mais ne sont pas forcément dispaibles sur tous les instruments commerciaux.

Surtout, la trop grande abondance de fragments de toutes sortes risque a terme

eZ1E " —™eZi'e'7Z51e 07—’ ESe’"—1eZeles¢ES—Zcele'leZcel
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capables de prendre en charge une telle quantitéde données en augmentant le

risque de faux positifs.

2.2.2.3 Mobili té ionique

Figure22 il 'Se>S——71¢ 72— 71@EZee7¢7172100™ZEe> " —-0>'71e71-"c e 0.1
Les sens de la pression de gaz de dérive (drift gas) et de la tension élentrapmosés. Les molécules
les moins freinées sont celles, e masse donnée, ayant la plus petite section efficace de collision.
Image originale Jeff Dahl.
Le terme de spectrométrie de mobilité ionique (IMS) regroupe en réalité
plusieurs designs instrumentaux différents mais qui reposent tous sur la
séparation des analytes en fonction de leur mobilité dans un flux de gaz, et donc

en fonction de leur section efficace de collision (ou plus grossierement, en

fonction de leur taille) (Figure 22). Cette dimension supplémentaire de

séparation permet de séparer des molécules isoméres et de produire des

spectres de fragmentation uniques et spécifiques de chaun de ces

isoméres (127.129). Les constructeurs exploitent avantageusement cette

propriété puisque la plupart des appareils récents destinés a la protéomique

sont désormais proposés avec une forme de séparation par mobilité ionique.

Cependant, les suites logicielles dédiées a laglycomique ne sont pas au point

Zel— EZe®' eZ—ele 1571 -"0Z001¥1—"YZSZ1 ™ 251Z{™e "e7>

technologies.

2.2.2.4 Quantification
La quantification des glycanes fait face aux défis inhérents a la quantification

™S>,1E™MZEe> " —-0>'71¢721-3RLTe ¢ FISER1S—SeteZoele ™
—Se3571 ¢71 ¢ S—Sete71 (0¢S1 ™M>. 0Z—EZ1 71 > "7™M7_7 e’
e ‘Co> ™" 781eS1-SeeZOU1IEZ187'17ZiEe2°1Z1EZ1+S el 2271
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“"721+S1E"-™S>S’e"—1e Z0e™ EZoele’ e -uahtificalior tlksZ1 ™eZ70e 10"
glycanes est faite par marquage fluorescent et détection apres une dimension

séparative (HPLC par exemple). Par spectrométrie de masse, la relative labilité

des acides sialiques et des sulfates, les rendements de marquage chimique des

sucres, la présence de différents états de charge en ionisation ESI ou la

cristallisation non -homogene des matrices en MALDI rend presque impossible

la quantification absolue des glycanes en MS(130) De ce fait, des approches de

quantification relative sont le plus souvent utilisées, et permettent de com parer

les intensités relatives des signaux de certains glycanes ou certaines familles de

glycanes entre différents échantillons.

Cependant il faut soulever plusieurs problemes majeurs a ces approches.
Sc<™>e81eS182S—e e’ ESe'"— 171 saidnentdesddficlitése 1 ™ " e Z1—-

©71eS’e1eZ1s "~ "—1921eS1—Se75Z7Z1ee¢E " ™>7e."8771e71¢ S
est nécessake de normaliser la quantité de glycoprotéine a déglycosyler pour
que les intensités mesurées pour les sucres ne refletent pas uniquaent un
changement dans la quantité de glycoprotéine initiale. Lorsque la matrice
initiale est composée de plusieurs protéines, cette tache peut étre un frein a la
guantification des sucres. Un probleme se pose égalementdans le cas ou une
protéine possede plusieurs sites de glycosylation potentiels, la quantification
cZ®1®ZE>Z@e1™ 2YS—e1Se">@11e> 71 1GEIB§7F ' 7— VU E 25
®'eZ®17721e 7—71-S7>Se’"—10E+’YSeZi1eZ1eS1™>%e." —7j
Des tentatives de marquage isotopique des sucres ont été emeprises (131,132)

ceZ@1™T—e1 ™ 751¢7201¢71—"5>-Se’®@Z>1S1 ™ -GY&nSs'~"—1Ze1le

mais ne répondent pas a toutes les problématiques soulevées précédemment.
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2.3 Glycoprotéomique bottom -up

Figure23: Schématisation depproches bottorap et topdown en protéomique.
La couverture partielle des peptides détectables et des fragments obtenus en MS/MS est mise en
évidence.
Image originale Catherman A. D., 2014
S ™ ™, ha@Etoyp en protéomique consiste a dégrader les prdéines par
protéolyse, généralement enzymatique, et a identifier les peptides

protéolytiques produits (Figure 23?. Cette approche permet de contourner les

_’CES.

~

verrous technologiques actuels en ce qui concernZ 1+S1ce-™MS>Se’'" —§1e
la fragmentation des protéines intactes. Les avancées dans la résolution des
méthodes séparatives, ainsi que la vitesse, la résolution et la sensibilité des
spectrometres de masse ont perms au couplage RPLCMS/MS
(chromatographie liquide a polarité de phase inverse couplée a la spectrométrie

©Z21 -Se®Z1 Z—1 +S—eZ-01 721 0 '-™"®@Z>1 & "——Z1 —-+""eZ1
protéomique bottomup. Les peptides fragmentés en MS/MS sont séquencés et

™ 75— 7« Adentifier les protéines présentes initialement. Bien que cette

SMMM"E Z1™Z>—ZesZ1les 'eZ—'¢" 75170’ ESEZ-Z—+1Z@1™> .
aminés modifiés, ces derniers étant isolés du reste de la protéine et des autres

sites de modification éventuels, « '—e¢">—Se¢' " — 1 E"—<' <€’ '>Z1Z @1 ™7
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2.3.1 Généralités

3
L]

N«
N«

2311 "x'f f—<'e Tt Zix.. . Sfe—c
T2eZ1S™MLTEZL1eZ1 ™ e "' 8771— EZe e *Z1SYS—eleT7eleZ.
Z—1E'S>eZ1eZ1e E'S—e’ee”"—il S1eS—-71e¢—S-"827Z1«Zelce’
étant limitée, lasur S<*—e+S—EZ1+ z—2717ce Windnbgichekdes’ —7 1~
eS—®1+S1-Se>’ EZ1®S—72"'—Z81E ++Se, —71E2+S—-001-Se:?
e Ze™ EZ®l Z—1 ™ezal «Pak shipp@ssion GidectrakeS Aifisi-

certaines applications peuvent nécessiter différentes purfications ou

déplétions protéique ce1Z —1¢" —Ee'"—1eZle SMM™MO ESe'" —1>ZE'Z>E"-
©Z1e E>'>Z21eZ21+S3"—1e.— >SeZ1leZ@l—-o'""eZ@1eZ1™>.™MS,Se"".

elles sont nombreuses et souvent spécifiques a chaque application.

On peut néanm™’'—oel e Se¢S>e7Z>1 e ZnldeS YoRadotreplinSs '~

chorioniques équine et humaine. La hCG a depuis longtemps été purifiée par
eZel—-2'"eZ®@1eZ1E>"-Se"e5S™ 71’87’71 0™ ' S22l —Y2Zr®Z
ZiEez®'"—1@e>'32Z001™Z>5-Z+eS—s1E " elel>A 22l 7—NTM"" -
de vue bi"e"e’8271 SYZ@E®1 2—721 S7e—7Z—+Se' "~ —driez tee SE+'Y'¢-1
« '~>_—"_{123,134) Ces approches ont été par la suitecomplétées notamment

™Ss>le Ze'e'@Se'"—1eZ1—-0'"0Z@1eZ1™25' ¢’ ESe'"£64s™MS>1See’ —’
contre les sucres (concanavale A et autres lectines)135) ou contre des

épitopes de la thCG (135136)

Lesprotéines sont dénaturéesavant leur digestion par réduction de leurs ponts
c'eZee?>720@1Se—1eZ15-02'521 ¢ Z—E " —>Z-Z—e1@e->'8221S7]
e SEe'"—1eZ®@1™>"e.SeZ®il Z®lSeZ—e®l> +2EeZ7>@1Z®1l™
sont le dithiothréitol (D 11 Z+2«Z3ES™e~.e*S—_"e1 0t (81Z¢1¢S1e.—Ss;
eZ®1™>"e.’ —7®@lZeele — >SeZ-7—el®2'Y'Z1le 2—1<e"ESeZ1+Z
¢ >Z@1™S>17—1SeZ—01Se"¢eS—e31eC¢™ ' §77-7Z—o1s "o SE-!
iodoacétique (IAA). Ces traitements sont pratigués en amont de la séparation

en milieu liquide mais peuvent également étre effectuésingel *S —oe1+Z1EScele 7—7
séparation par SDSPAGE.
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2.3.1.2 Protéolyse enzymatique

—71 - eS™Z1 E>7Z@E’'SeZ1 ¢ 7—1 ™ e " E e ZlpecbhsiBle 2 -"—'5771 <«
générer des peptides par protéolyse enzymatique. Intuitivement, dégrader la
“z1leZ®@1™s%e.  —Z00eUle —e531017Z—1™7™e'e701S572>5S'e1eZ—+S
e S—Se¢eZ®dl -S’el ™ 7> simdifiér—I&ur -Graetédisatioh. Bien
souvent, une protéine est en fait un mélange de plusieurs isoformes, et les

~

™y e —7Zel'eezZels 2—1-"9"271¢" ——.10 " —ele> @1l'-0->"e —
¢ 0>SeSe’ T 17— 1™M7M™Me'e7@1l™Z>-ZeleZ15-072'5721e o7 —e771e71
de concentrer cette hétérogénéité sur un ensemble de moléculeaux proprié tés

biochimiques plus homogeénes.

Les protéases utilisées sont des enzymes qui hydrolysent la liaison peptidique
entre deux acides aminés, avec une sélectivité plus ou moins grande selon

e S™MM(FGIE 241 Ze o oo S d inypsineZ Une protéase a sérine, est

depuis longtemps le gold-standardeZ1+ S— S« ¢ ce Z 1 ™Motiomup, 'car dld

produit statistiquement des peptides de taille idéale pour les s pectrometres de

masse (10001500Da) porteurs ¢ Z +edidu basique (Arginin e ou Lysine) a leur

extrémité C-+Z>—'—Se7i1 Sze>7Ze1Z—£¢-Z@le™ . E «'§72Zcle —-
pour des applications particulieres en fonction de la séquence des protéines

e ' — oo 71e71eS1e"ESe'®Se T —1eZ@l-"' e ESe " —®1¥1ES>SC
de la vitesse et de la sensibilité des spectrometres de masse, ainsi que la
'YZ>@ e ESe"—1 eZel —-+'"eZ®l ¢Z1 +>Se—7Z—eSe’"—81 ™MZ>—
e 7o'’ @Se’T—1 «71 ™) . SoepfamulsahibedBs - fEpHdSS de nature

variable. De telles enzymes permette—e1¢Z1—"72YZeeZe1S™ ™M, "E‘Ze1™ 7> ]
certaines modifications post-traductionnelle, en particulier les glycosylations,

et seront discutées ciaprés. (137)
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Figure24 il Sle’eZcee’"—1e 7—Z1eeCE"™>"e." —71™S, 1 Joredlit iM>"+-SceZ10™S>1
mélange de peptides modifiés ou non.

La digestion en solution, dans laqueeeZ1e Z—£¢—-71Z¢1¢ -E‘'S—e’ee”" —1 0" —
eS—®l17—1-"¢"2721eS-™"_3157Z00Z1e S™MM™M,"E'Z1+S1™e7@lce’
variantes a cette méthodologie, en particulier des modifications de paramétres
physiques, existent néanmoins et permettent généralement « S—.¢"">75>1 «S1
E'—2'8221+7215-SE+’""—1-S'1l-2SeZ-7Z—+1™S>e " @leSlesSc'
autoprotéolyse. En plus des méthodes de digestion sous ultrasons ou micro
ondes qui provoquent une dénaturation des protéines par échauffement local,
ilestpoeoe’<eZle '——"<’e’@Z>1eZ01™>"e.SeZele?>lez™M™M el e
™ZZ7YZ—e1 o571 ——'Sez>'@-1 Ze1l >-72¢'¢'®-®81 SZe—-Z—S-
réutilisabilité des enzym es(137). Les protéines séparé&s par électrophorese en
gel (SDSPAGE) peuvent étre «’«-> -7 ae 1 ¥ 1 « r'du-gel; p&rinettant ainsi une

approche ciblée sur un nombre réduit de protéines ou d e protéoformes (138)

2.3.1.3 LGMS/MS
Lenomb>Z1eZ1™Z™e’ eZele - —->-001™S>17—Z1e'eZs’"—1Z—E£C-
™e7@1e>S—e187 "¢l —Z1e - ™7 —e1™MS®l7—"872Z-2—171—"—<
protéines digérées. En effet, la microhétérogénéité généree par les

modifications « innées» (PTMs) ou les artéfacts @& manipulation de

¢ E'S—e’ee”"—1 (10:05SeSe’"—F1 "jCeSe’"—1 ZeEOUL —Zes ™7
isoformes de chaque peptide. Ce nombre est encore augmenté lors du

™ 5~ (E Z oe ce Zafioh qui~pedtaaboutir & la formation de différents états de

charge et donc différentes valeurs de m/z.
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Les performances actuelles des spectroméetres de masse ne permettent pas
« '« 7 —e<’pludeurs dizaines ou centaines de milliers de peptides différents
injectés et fragmentés simultanément. Des méthodes séparatives sont utilisées
offline ou online afin de résoudre temporellement les différents analytes et
permettre leur caractérisation. Ainsi, on parle souvent de LC-MS/MS pour
o E>'>Z17Z1E" 7™ « hodelséparatidelen chromatographie liquide avec

une méthode de spectrométrie de mas® en tandem.

En protéomique bottomup « classique», la chromatographie liquide a polarité

de phase inverse sur phase Cl8est le plus souvent utilisée de par sa capacité

de pic ™M~ 7>1e« S-deS péptidéd Les peptides sont élués par ordre croissant

de leur hydrophobie. Danscecas, IS1 ™ ‘SeZ1-"<«Z1Ze*1E —o0ee’'e72-Z1« 7-
© 2S721Z+1% 7—1+'82'e7217>+S—"82710S @ conditionsadiddd —-+'S—"+04{
Si une élution isocratique qui utilise une phase mobile de composition

constante est convenable pour des mélanges peu complexes pour des

mélanges tres complexes, comme fréquemmenten protéomique, une élution

avecun gradient croissant de phase organique est souventemployée, et permet
72—721-2"022>21>- @ e72¢’ " —100725172—Z1™e70@1¢S50Z1+S——-71e S-

Le fonctionnement des spectrometres de masse moderne peut étre schématisé

en deux étapes: une premiére mesure de masse des ions introduits par la

source (MS1full scan, puis, aprées sélection et fragmentation des précurseurs

sélectionnés, une secondemesure de massedes fragments ainsi produits (MS2

full scaniiil —1 ¢Zcel —"+Zel s S—Set®Z1 +Z1 Me7l E"2>S—el1"
protéique sans a priori utilise une sélection adaptative des précurseurs a

fragmenter, ou « data dependent acquisition(ou ddMS2).

Ainsi, les données obtenues en LGMS/MS comportent au moins trois
dimensions, la séparation temporelle des analytes par chromatographie
liquide, la mesure de masse des analytes élus et introduits dans le
spectrometre de masse, et la mesure de la masse des fragments issule chaque

™. Ez2>027>1 - oZEe'"—— 11 1 EZel +'—-7Z—ce'"—eel e S“ 7
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instruments, une séparation par mobilité ionique (IM -MS) ou des

fragmentations et analyses de masses supplémentaires (MS3 ou M9.

2.3.1.4 Séquencage peptidique et identification pr otéique par MS

La fragmentation des peptides en spectrométrie de masse peut aboutir a la
>7™e7571¢71S51¢’S' " —1™Z™e’e’87781721'S' @™ —121E
aminé, ou de leur chaine latérale. La nomenclature utilisée pour la

dénomination des fragments peptidiqgues a été introduite par Roepstorff et

Fohlman (7)(Figure 25).

Figure25: Nomenclature simplifiée des fragments peptidiques en spectrométrie de masse.
(bas) Structure des fragments communément produits lorsfdeglmentation des peptides en
spectrométrie de masse. Sourcdsigi Hao et al; Matrix Science.

Les fragments réellement produits lors de la fragmentation des peptides

dépendent de leur séquence et de la méthode de fragmentation utilisée. Par

exemple, la fragmentation HCD produira principalement des ions b et y tandis

8271 » 1 ™5%e7'5S1eZ@1 ' "—®@1ELZ+1£i1l SIE-™S>S'e"—1
expérimentaux avec des spectres théoriques issus de ijestion in silico permet

de séquencer chaque chaine peptidige. Les peptides ainsi identifiés
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™Z7>—ZesZ—el¥1eZ7751e77251e 'eZ—o'e'Z51e701™>%¢.'—7Z01™>. 07
traitement bio-’—e">—-Se'§7721 — EZoem®’'eZ1l ¢« —E1l ¢ 7e'¢’@Se'"—1
séquences protéiques ainsi que des algorithmes de comparaison et de céul

statistique.

2.3.2 Glycoprotéomique bottom -up

La glycoprotéomique bottomup vise a répondre a plusieurs questions, dont
e 'eZ—e''ESe " —1eZele'sZeleZleetE " ®CSeidelne 2—Z21™>
composition et de la structure desdits glycanes, ainsi que la quantification de
E'SE72Z1eeCE " >-2i1 '2—1872721+ S—SeteZlsZbetrE~™>" .’ —7
up e~ ’e1«Se-Z1lez>1+Z@l1-1-7Z®@l1™>' —E " ™Z®187Z1« S—Se¢t®’Z
taille des @ ZE>Z@1'-™ " @Z1eZ1e-YZe"™M™MZ51e7l—edfeZele™. C

protéines glycosylées.

Figure26 il «S™Z @1 E+Scee’'§7Za@ls 7z—1 ™up h@EJUZA3D1 ™ > e .~ §7 71 0"

N¢

Les N-glycanes forment un adduit de masse de 1500Da a 2000Da en moyenne

et peuvent dépasser les 300@a par polysaccharide, —-EZ e’ sS—ele SeS™e751
— o' TeZ@1eZ1 ™ . ™MS3,Se’ " 1671 E'S—e’ee”—17e1eZ0k1 ™5 " E
problématiques. La nature chimique des sucres oblige également a adapter les

méthodes LC-MS/MS afin de résoudre des molécules faiblement retenues en

phase inverse et peu ionisables. Les spectres de fragmentation obtenus

nécessitent un traitement particulier tenant compte de tous les niveaux

o o> ST 171 -8722Z—EZ1Z1eZ1+ " ESe @S T —1e71™MZ ™M
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2321 V"fc—fote— T3 Zit...Sfe—<ZZ's t— "' —x7>e%
'1¢S1-S“">’e.1eZ01 ™57’ —7Zele " —*leeCE Ce-ZEL e ‘o>
saccharidiques implique souvent que chaque glycoprotéoforme puisse étre en

réalité bien plus faiblement concentrée. S —oe 171 E&apptdchebettom

UPB L eS1e'eZcee’ " —1e 7—721ee¢E " ™>"¢."—71 ™My 07’0l " —(ELles —
nombre de glycopeptides faiblement concentrés et quelques peptides non-
—"e'e’ . @dle " —ele Zes ' ESE’e-1le T—" @S’ " —17Z@e1-0SeZ-7Z—e1
glycopeptide ceil Z1™5>%ce —717Zele S7eS—el1™ez7@1™>."EEZ™S—-
e '—e.>le] Zeel MS>eZ00 1259725521 S71 @2’ —1e 72—1—-2S—eZ71

protéines.

La plupart des méthodes de purification des glycanes sont généralement

adaptables a des approches de glyoprotéomique bottomup, puisque le glycane

modifie de maniere significative les propriétés physico -chimiques du peptide

modifié. Ainsi, plusieurs groupes 0 —e1 —"—e>-1 ¢ '—e.51e] ¢71 eZeeZ @1 —-
c Z—>'E"'®®Z-Z—+1eZ®lee¢CE"™Z ™ e ZamdshagedsurezeZ1eZ el
des extractions solide-liquide HILIC (cellulose ou amide), ZIC-HILIC , ERLIC,

phase graphitique, oxyde de titane, par enrichissement basé sir des

interactions covalentes (hydrazide et acide borique), ou par affinité avec des

lectines(140). Les stratégies les pls communément utilisées incluent

généralement des enrichissement en mode HILIC ou ZIC-HILIC, sur phase

PGC, ou utilisant une ou plusieurs lectines (140.144) Aucune étude ne semble

e SE E "> «uhelapprbelie universelle plus performante et reproductible

dans toutes les situations(145,146) Il faut noter que le choix du mode

. 7—>' E* ;edeiZétié adadté a chaque application, du fait notamment des

biais de sélection de certaines méthodes en faveur de certains
glycanes(86,140,145) Ainsi, les lectines sont évidemment spécifiques de

certains motifs glycosylés, et les enrichissements sur oxyde de titane sont

régulierement utilisés pour les glycopeptides sialylés. Au contraire, les

—e'"eZ@l e Z—>'E"’ 8 ZRPAG—etlsur acide boronique sont des

méthodes peu ou non-biaisées qui permettent la rétention de tout type de

glycopeptide .
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Les glycanessont des modifications de taille relativement élevée. Ainsi, les

e CES—Z0ele 2—Z71™5%e." —71ee¢Eporlplud de™T%B ML sas 1 E~—™e 7>
masse, et un unigue glycane peutétre plus massif que le peptide protéolytique

qui le porte, particulierement dans le cas des Nglycanes. De ce faitde telles

extensions MZ7YZ—e1 ™MSse @l ’'—""<Z>1 ¢ SEe'"—17Z+£¢-S+'5771
simple encombrement stérique si le site cible se situe au voisinage proche du

site modifié. Les glycanes aigmentent donc sensiblement la gamme de masse

des glycopeptides, de par leur masse propre non négligeable mais également

«Z1™Ss1e Z—E"~—<$2ZA57 1 ome 1y - Tes'speciromeires de masse

permettent de détecter, de sélectionner et de fragmenter ce maniere efficace des

peptides de masse proche de XDa.

Selon les applications, une digestion classique par la trypsine peut produire les

meilleur e 1 >-eZe2Seed1 Z—1 ™MS>e’E7+’Z51+S—weleZel ESel 0]
™yYe."e¢@Z1l— Zoeel§7ZrldhiEgenS d sHore Zet 3MIS masse des
ceCE"™Z™e'e7@1l™s%07'e@l>Z®eZ1eS—@1eS1eS——71e S—Sete.
Cependant, la glycosylation de EZ>¢S’'—Zl seCE " ™5 . 71 E"—-71 *
chorionique gonadotrope humaine (hCG) est parfois difficile a élucider

simplement par la trypsine , comme le montrent les digestions théoriques ck

dessous(Figure 27).

Ces séquences permettent de mettre en évidence deux phénomenessur la
sous-z—"'+-1... 81z —dlyaosylationAdit directeme nt un site de coupure de

la trypsine, et deux sites de O-glycosylation sont présents sur le méme peptide

trypsique. Il est probable que de telles configurations ne permettent pas la

digestion correcte de la région glycosylée sur la séquence (a) et que la duble

el E RGeS’ " —1 e 7—1 ™MZ™e'e7]1 71 ceprétdbl®" &ncdC-E~>>7Z E o7 -7
MS/MS.
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(@) 1 APDVQDCPEQLQENPFFSQPGAPILQCMGCCFRAYPTP
4L RSKKTMLVQ KNVTSESTCCVAKSYNRVTV MGGRVENHT
8IACHCSTCYM KS

(b) 1 SKEPLRPRCR PI NATLAVEK EGCPVCITW TTICAGYCH
41 MTRVLQGVLP ALPQVVCNR DWRFESIRLP GCHRRGVNPVY
81 SYAVALSCQCALCRRSTTDC GGKDHPLTC DDRRFQDSS
121SKAPPFSLPS PSRLPGRSDT PILPQ

Figure27: Séquenceprotéiqus des formes annotégss sousz — '+ -021 ... 10 alilidie 111
(CGB3_HUMAN)(b) de la hCG.
Les sites de reconnaissarte la trypsine sont indiqués graset les sites de glycosylation sont mis en
évidence en vert (fdlycosylation) et en bleu (@lycosylation).
De telles configu>Se’~"—oel “Zaee e’ Z—e1 o 7 o’sedbedigestionZ1 — "7
alternatives permettant de limite r la masse des glycopeptides protéolytiques a
des gammes analysables en MSet limitant a un unique glycane présent sur un
™7 ™e'e7i1 “7251EZS81« S7iiqiesdn?par®it -6 atillséedmars’
leur intérét dépend évidemme nt, comme dans le cas dela trypsine, de la

séquence des glycoprotéines étudiéesNous avons réecemment —~—e>-1e¢ '—e .51

o '__" ¢

o’ Z>1 +Z ce HdMs des $éacitaeslde digestion miniaturisés afin

e S7e—7—275107Z—@®'«<eZ2-72—21Z1>S™MIHTELYZLIESRE <2 DB
digestion des glycoprotéines (147). Cet article présente également la valeur
S“"72e.Z1S™M™™56.71 ™MS51 e 2e'e’@Se’"—1eZ21 ™Me7®'ZZ2>1Z—£C-
pepsine (protéase a plus large spectre de site de protéolyse), pour

- ' nification de glycoformes. Dans une approche plus poussée, plusieurs

groupes ont développé des méthodes utilisant des protéases non

spécifiques (148.153), c'esta-dire hydrolysant virtuellem ent toutes les liaisons

™MZ™e e'8770@1 e 2—21 ™>7e." —781 E"—-21S1 ™MCes’'—S®eZl 1
dernieres hydrolysent sans distinction les liaisons entre les résidus mais leur

activité est toutefois affectéepar « Z — E "~ — <> Z érifjue plésent sur la chaine

polypeptidique. Ces protéases aspécifiques permettent alors la déplétion des
™MZ™e'e702]l —"—1—-"e¢"e".cele 7—7Z1™>%¢.’ _78187’1 @ " —ele-e>5Se.
petits olig opeptides, et ce qui induit un pseudo-enrichissement en séquen@s

modifiées (et en particulier glycosylées) des protéines.Les glycopeptides ainsi
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produit s conservent une taille analysable, avec “2 e 87 ¥1[1SE’'eZe1S-"'— -@leZ:

Zele S7e>71e7210e’eldtbmZ1e+¢E "¢

Ces approches nonspécifiques ne sont toutefois pas sars défaut. En effet, les
pept’eZoele>¢t™@’'§77Z001 " —ele SYS—eSeZ1e7Z1 ™M e -*Z>17—10
charge positive a leur extrémité C-terminale, qui permet une ionisation et une

fragmentation efficace et e '—eZ>™5.eSe’'~ _1I™AT g 17S0keel M Bles 1+ Z1ES o1’
peptides issus de digestion non-spécifique qui nécessiteront des méthodes de

MS et de traitement informatique des données adaptées.Les peptides ainsi

produits sont également de taille variable, fonction de plusieurs parametres

expérimentaux, commelZ1eZ - ™ e 1« '-& (7 5iksatien de la protéase,

oues SEEZmoe <« «- 171 «Celte wiriabilité provodié une perte de

sensibilité par dilution du signal associé a une glycofor me sur plusieurs

peptides différents. Il est possible de minimiser cette variabilité en optimisant

©« Zeo'ESE'e-1eZ1e’eZ@e'"—1Se’—1+ ~“cndeednstante-dt@eZ ™e’e 7171
taille minimale. Cependant, cette solution apporte elle aussi un autre proble me,

puisque des peptides de quelques acides aminés de long peuvenne pas fournir

« '—e<"tiers de séquence suffisamment spécifigue pour localiser la

modificat '~ —1oeZ>172—10e’'eZ1e 7—7Z1™>%e. —71@S—0e1S1™5 "1
« S™ ™ pip@ehFp utilis ant des enzymes nonspécifique a prouvé son utilité

™™751 ¢ 07071 eZ@1 s CE~ ™"k 7' Z0ol8ISZ—e11™BL EScel « -E'S-

purifiés contenant plusieurspro s -"+¢ " >—Zcele 2 —721-1-7210-832Z—EZ1 ™5 ..’

2.3.2.2 Méthodes séparatives
Comme en protéomique classique, laméthode de référence pour la séparation

des glycopeptides préalablement a une analyse en sgctrométrie de masse est

la chromatographie liquide a polarité de phase inverse surphase stationnaire

C18 (RPLGC18). Les glycopeptides sont retenus principalement par

¢ '—o7>SE e —1eZ1e72751 0827272021 ™7™’ 8771SYZELZ el
stationnaire. Les glycanes que portent ces peptides ont unimpact faible a

—"e.5:1 @751 S1 e H>EZ1eZ1s —eZ>SEe’ " —1Ze1e"—Elei>leZ1

peptides. Les sucres reutres (hexose, fucose) ont tendance a augmenter
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e« ‘Ce>y ™M e 71 eZ 0]l ™Z ™’ e HpemBntlledl temEs o ditention en
RPLC, tandis que les acides siahues (NeuAc) augmentent de facon plus
RZ—@'eZ1le ‘Co>” ™ 71 7ol o7 (147,15 @cb CArhactériFtigues™ —
peuvent servir a confirmer ou infirmer une identifi cation en LC-MS/MS et
minimiser le taux de faux positifs (86). De récentes études semblentnontrer la
possibilité de séparer des isomeres de position par RPLC a haute
température (155) Cependant de telles conditions diminuent également la
rétention des glycopeptides les moins hydrophobes, et nécessite de e fait de
E~"—o's>Z>1e S7e5Z@1IS™M ™" EZei

Certains glycopeptides (les plus courts et les plus hydrophiles) ne sont
généralement que peu ou pas retenus sur phase invese. Des méthodes de
chromatographie (ZIC-)HILIC /ERLIC (sur phase stationnaire polaire) ou PGC
(phase stationnaire graphitique) ont été développées et utilisées pour la
séparation de ces glycopeptides. Ces méthodes ont également permis de
séparer les isomerZeel «Z1 ™M e’e’"—981 Z—1 ™S> ' Ezmais>1l » SE 7

également de fucose(156,1%).

Différents couplages ont également permis de combiner des mécanismes de

séparation orthogonaux et ainsi augmenter le recouvrement » z—1 ™e71e>S—-e1
nombre de glycopeptides. En particulier, les glycopeptides de la RNaseB ont

été soumis a un préfractionnement en mode HILIC couplé a une séparation en

PGC-LC afin de profiter de la grande sélectivité de ces deux phases. Les

glycopeptides ainsi purifiés ont été soumis a une déglycosylation enzymatique

(PNGase U1Se'—1e e7@E'eZ>1e’ —7—-7—1+S1(tE8)AE SI3HVI71 EZce
part, une double séparation (2D-LC) sur phases C18 et PGC a été utilisée par le

groupe de M. Wuhrer (100,159 pour la séparation de glycopeptides issus de

digestion non spécifique. Les glycopeptides sont alors retenus et séparéssur la

premiére dimension (C18) pour les plus hydrophobes, ou sur la seconde

dimension (PGC) pour les glycopeptides non retenus en RPLC classique.La
-™MS>Se’ " —1e71eZel’ @™ — >7Z@1¢2Z1 ™ @'’ "—1S1-0Se7-7—¢1
— e "eZ@d1leZeeZ®18727Z 1 -7 E (160M610udRn B rSMBtlie.ds’ > Z
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mobilité ioniq ue (129,162,163) Cette derniere, du fait des récents
développements instrumentaux, semble prendre une place importante dans les

études actuelles et a venir.

2.3.2.3 Fragmentation
En protéomique classique, lesmodes de fragmentation classiquement utilisées

(CID et HCD) permettant la fragmentation des ions moléculaires par collision

avec un gaz neutre (p.ex. diazote, argon, hélium). Ces modes de fragmentation

e”"—el 'e.S7j1 ™M7'e&7 el *SY > ceXobustt «d8d haiHns Z —+Se' " —1
peptidiques et la production de fragments b et y majoritairement. Ces

fragments permettent de séquencer de facon relativement simple les peptides

>Se—7—2. 317201 —ELle 'eZ—'e'Z51eZ@1™>"e. —Z@le —el'Q

Cependant, a la différence des peptides, les glycopeptides ne suivent pas les

mémes mécanismes de fragmentation. Eneféed1+S1 ™ . e Z-giy@idelourz — 1
Z—1™Z™e 671 —"e'e' 71 E" —@'®>SceZ-Z—921S1 —Se7>5717%1¢ -
™y e7’eele™>0ele 2—21S—SetoeZl étifode de HagiMentatwd 1 7 — 27 1 —

— SeeZEZ1™MS®1eS1I™ e’ "1 ™M7Z™Me'e’3771e 7—dI2CE " ™Z ™o’
portion polysaccharidique (164) La fragmentation CID favorisera par exemple

la fragmentation du polysaccharide, dont les liaisons glycosidiques sont plus

©>Se’eZ®@81S<7e @S —e1¥1eS1e"5-Se'"—1e¢ " —el 1’ —¢"5-Ss
ceCES—Zil Z®1le>Se—Z—+Se'—pdlIXEISoZALes -TAESN > ' ©Z—18§
a elles la formation de fragments du squelette peptidique (en particulier c et z),

plus utiles pour la localisation du site de modification. Il est généralement

admis que la fragmentation HCD est intermédiaire et permet, en variant

e '—eZ—@'e-1 71 —275'71 721 E"es’® "—8Ll e "<eZ—e'"—1e71
peptidique 0<1Z1¢01S’'—0e’1872 z2—Z10e->'Z1eZ1e>Se—7—eeles¢CE~™
oxoniums (Figure 28) ™M Z>—ZeeS—ele o7 —o’o’ (E Sa dugljcerdetS1 ce>Z E 7>
sa localisation (165)i1 Z1 ™Me7@d1leZ0el —-+"eZ0oeles SE+'YSe'"—1¥1<S

« .+ 7 E +> tgéhéedlement plus lentes que les méthodes basées du la collision
avec un gaz, compliquant leur u+’¢’ @S¢’ —1¢S—eleZbA@EGruFi « S—Se¢ ez
haut e-<’eil SZe>Zel —-¢'"eZel ¢Z1 +5Se—7Z—eSe’"—1 -7 — el E
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disponibles optionnellement sur un nombrer -e¢Z'ele S™M™MS, 7 el E"--Z>E’S
peuvent également conduire a des fragmentations moins conventionnelles et

informatives. Si aucune méthode ne permet la fragmentation informative du

glycopeptide dans son intégralité, un consensus semble émerger en faveur de

la combinaison de plusieurs méthodes de fragmentation (137,164.167) Ceci

nécessite en revanche des appareils #its-maison» ou des solutions

commerciales couteuses.

La fragmentation HCD est une méthode de fragmentation basée sur la collision

des ions moléculaires avec in gaz dans une chambre de fragmentation

multipolair Zi1l -—Z>¢'Z1S8S™M™~,e.71 871 "—0eleS—elEZ+Z21EZ
—"2NZ—-Z—e1Ze¢le Z{E eSS~ 1Y eZIMEs 100 Mo le 7021 ™ EZ
Zele71+SE£il elZ@els"—EL™ " ee’'<eZ1leZleationfehs S—™eZ751
«S'eS—+1 YS>'Z51 « -— 7> apdliqués 1(réGlage’ oxs™ terfsions du

multip6le). D ans lesappareils de type QqOrbitrap, les ions sont stockésdans

une Ctrap SYS—el e 1571 7Z—Y " ¢- el eS—0eleS1EZee7e7171>Se
fragments sont de nouveaux stockés dans laC-trap puis éjectésverse S—Se¢eZ7>1

de masse principal (Orbitrap). Ce montage permet un mode de fragmentation

graduel, dit steppeeHCD, dans lequel une partie des ions précurseurs peut étre

envoyée dans la cellule HCD pour étre fragmentée a une énergie donnée. On

peut, parcette S™ ™ " E ‘72317 e’ 0Z>1“72087 ¥1le> 'l -—Z>e'Z0c1lZ1
sur trois tiers des ions accumulés dansla C-trap. Tous les fragments ainsi

produits sont injectés simultanément «S—oaoeles ><’ o> S ™sgrif ut Miguez’

spectre de massetandem, qui englobe donc les fragments issus de trois
e>Se—7—eSe’"— el ¥1 eZ®l -—Z>e'Z®1 ¢'ee>Z—eZ®il SYS—-S
approche est de promouvoir la production de différents fragments et ainsi

augmenter la couverture ¢Z1e>Se—7 —eSe’'"—17¢1¢S187Se’duleZle 'oe7—-
¢eCE"™Z ™o o771 ZeeZ1lS™MM™,"E'Z1S1le Sc™rel o-17e’e’@-21 ™"
molécules, mais son intérét ™ 751 e .e7E’'eSe’"—1 ee>2zE+75S+7Z1
glycoprotéoformes est évident. Récemment(153,164) plusieurs études ont

—"—e>.1le '—e.51e1e7 1S btepPecHZBD-defa € cadredes S—Se¢teZ171
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glycopeptides pour sa capacité a produire des fragments peptidiques,

glycopeptidiques, et oxoniums.

Figure28: Spectrale fragmentation HCD typéhanoLGMS/MS) du glycopeptide
CamCanCRPIN (+A2G2S1IATLAVEK.
(pagesuivante) Les nomenclatures utilisées sont décrites précedemnjérffiédmenclaturg Lors de
| Zj’ ce «bssilile de formes isobares, une seule forme est représéntéae "z E' e 1+ Z1E +S>e-d1le "—o7Z-
dessignaux supérieurs a 40@/z est multipliée par 4A faiblem/z, les ions oxonium@none et
oligosaccharidg¢sainsi que lets fragmentgentre parenthésgpermettent la validation de la
composition du glycopeptide. Les ions peptidiguagments b ebleu, y en rougg)ermetent la
localisation du site de modification. Les fragments peptidiques ayant conservé un fraggigceael
sont Notés «h » ou «~yi ». Leur structure détaillée est fourndans |§Tableaul : Fragmentation |

HCD type (nanoLGMS/MS) du glycopeptide CamCaBRPIN (+A2G2SIATLAVEK .|
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Tableaul : Fragmentation HCD type (nanol-:®1S/MS) du glycopeptide
CamCanCRPIN (+A2G2S1IATLAVEK.
Structures des fragments glycopeptidiques hybrides aydnntes ruptures de liaison sur leur partie
peptidique et leur partie saccharidique. La famille de fragmen@&=<b>Z e ™~ —e1¥1+S1e>Se—7 —eSe’' "]
ouplusieZ>ele’S' @™ —el e’'e’'§72720d1le 7—71'S’ @™ —1™MZ™e e’ 8§5717¢1¢71S1>.
te>—'— S 1 22XJ Eerrelspond a la fragmeation «crossring » de la premiére GIcNAc et du
réarrangement électronique subséquent. La structure détaillée’ thexdutilisé le code couleur
suivant il1Z —1«<eZ721¢Z1+>Se—72—+1+71 «@lyc@Eydkkenrbuge leslacidbsaiMitésS e’ — 7 1
consttuant le glycopeptide.
m/z (erreur) Fragment Structure

1257,625 (0,pm) ~b9

1356,699 (3,ppm) = ~bl0

1485740 (2,50pm) =~ ~bll

1883,81(4,2ppm) ~b10

756,4C! (0,8ppm) 0.2 2*

2.3.2.4 Quantification de s glycoformes
La glycosylation est une des PTMs les plus abondantes trouvée sur les

protéines, en particulier des organismes eucaryotes. De ce fait, ces
modifications sont impliquées dans un nombre important de mécanismes

cellulaires et de pathologies. Il est cependantavéré que la simple détection (ou
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eS<Z—EZ1eZ1le-oZEs'"—Ule 2—Z1eeCE "+ >-21—71™Z7¢1™§
E~—oee'e272517—71" état’ (BySieldgigueoe Zs11se "> S —" e —Hdste 7+’ -i 1
donc nécessaire de disposer de méthodologies pernettant la quantification de

glycoformes, au niveau des glycoprotéines ou de leurs produits de digestion.

Deux informations quantitatives peuvent étre recherch ées: le taux de
—"e' e ESe " —1 o BitedcampanfyPZi—1 S—eeS' A1 Ze1 +S1 7S —e’e.1
plusieurs glycoformes. Z1¢S7Zjle "E EzMS2'R 2T 1 ™S>e’EZe'Z>1 ™7Z7e1
une signification biologique majeure, notamment lorsque la glycosylation de ce
Siteesele¢—S—"82717e¢1>7Z-™e e17—1580Z1e715-972S¢'"—1e71+ S
(p. ex. dynamique Ser-O-GIcNAc / Phosphosérine) ou lorsque la glycosylation

est nécessaire a la fonction de la protéine (GGalNAc des mucines, N-

glycosylation des hormones gonadotrop es). La quantification des peptides N -

glycosylés et non-glycosylés est généralement effectuée gra 1 ¥1e Ze’e’eSe’"—1+71
PNGaseF, qui hydrolyse la liaison peptide-glycane et convertit le résidu Asn

en Asp (déamidation, correspondant a un adduit de masse de 1Da). Ainsi le

taux de glycosylation peut théoriquement étre calculé grace au dosage du

rapport entre les formes déamidée et nondéamidée. Cependant, cette

modification survient également spontanément sur les asparagines en

solution (168) augmentant artificielleme nt la quantité de site déamidé et donc

le taux de glycosylation calculé (169) Pour contourner ce probleme, plusieurs

méthodologies ont été proposées La quantification du peptide non -glycosylé

et de la protéine totale (par o '—eZ>—-¢'S’>71 ¢7Z1 M7 ™e'e7]1 >S™ ™07
modifiables et de peptides standards marquésiil ™ 7Z>—Ze1 ¢Z1 e See>S—E"''>1
phénoméne de déamidation spontanée(170) mais reste tributaire de la

connaissance de toutes les isoformes des peptides utilisés pour la

quantification. Une déglycosylatio —1 ™ S>e’Zee781 7e' e’ @S —el ¢« Z—£¢-7
(hydrolyse la liaison osidique située entre les deux GIcNAc des N-glycanes

oligomannose ou hybrides) puis la PNGaseF, permet de quantifier le taux

« TEEz™ S’ — 1« Zgigcheylatidroellasdédlycosylation par EndoH laisse

un résidu GIcNAc sur le peptide, ajoutant 203 Da a sa masse, tandis quda

PNGaseF (eneau «lourde » H2'®0) provoque un adduit de masse de 3 Da par

~ 06~



rapport au peptide non glycosylé . Ces trois signaux permettent de différencier
et de quantifier | "EE 2z ™ Se’~— 1 « Z-giytasylatioogphr des formes high-
mannosthybrides ou des formes complexes(171) Ze'e’@Se’"—1 71 @eS—eS>e
'—eZ>—7@1 -5>87- 1 '@ "™ 8777 —1 0'—EH>™M">Se " —1 ¢ 5S¢
permet une meill eure appréciation de la quantité absolue mesurée pour chaque

™7 ™e'eZ17e1™Z5—Zele S7e—7—751SX86)M -eSc’e’e-1eZ@1le"®eS"

Le dosage de la N-glycosylation totale sur les sucres libérés a déja été évoqué

précédemment (cf. paragraphe|2.2.2.4Quantification ) et reste problématique

sur les échantillons comportant plusieurs protéines glycosylées et/ou plusieurs
®'eZ1 ¢Z1 esCE " ®EsSe’"—1 ™S51 ™76’ 771 S1 §7zS—e'«'ES
glycopeptides propose une approche plus ciblée et plus significative
(Te"e'877-7—281-S' @1 0SeZ-7Z—e1™e7@1IE-™e'F7.21¥1-Zse>,

La quantification des glycoformes peut étre divisée en deux approches, §7 Zes«Z 1

soit obtenue par des quantifications absolue ou relative. La proportionnalité

Z—e>71e ' —e7—0e’ - 163 Groglycep&ptideSdmnos™aEsa concentration

(dans une matrice idens’$372Z01 ™Z>—-Ze81 ™MS>1 ¢Z1 ESeEze1 ¢Z1 « S
E'H>"—Se"e>5S™ 87701021825 —'e'7>1701YS>’'Se’"—@1leZ1E"-
méme glycopeptide dans plusieurs échantillons. Cette derniére approche, bien

82721 ™e701SE'eZ1¥1~Ze+>717— ldENNfRAEIGtAldment He® Z>—Z+1 ™ S¢
altérations de la glycosylation, et donc complique généralement une

transposition au diagnostic clinique qui requiert des données de concentration

absolue. La quantification absolue de la glycosylation est idéale mais nécessite

de ™>Z—e>717—1E " -™eZ1leZle’'vesZ—EZRle Zi™>Z®®e’"—1
e« 2o ESE's-1e " — @S " —1eZ®leeesZ—sZ®1leCE -2 .
effets matrice. Nécessitant souvent | Ze' ¢’ @Se’"—1 ¢7Z1 ceeS—e+S>el ¢ —-
marqués, la quantification absolue de glycoprotéines est limitée a des

approches trés ciblées.

Les stratégies analytiques peuvent nécessiter la mise en place de méthodes de
marquage métaboliques ou chimique, ou utilis er une approche sans marquage

(labetfreg(Figure 29}. La méthode sans marquage repose sur la normalisation
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du signal de chaque glycopeptide par rapport a une glycoforme ou plus

généralement la somme des signaux de toutes les glycformes considérées.

Bien que normalisée, dans une optique comparative cette approche nécessite

une excellente maitrise de la répétabilité de toutes les étapes de préparation et

e S—Set®ZleZel E'S—e'ee"—@il Z1-S>87Se7Z1 '™« " ™'8§771"
deux peptides identiques en leur ajoutant des groupements aux masses

différentes en conservant despropriétés physicochimiques quasi identiques.

En effet, les isotopes stables dourds » «21 S><”"—Z81eZ1e £ ¢7Z17721¢Z1s jCo,
utilisés dans ces marquages (**C, N, %0), ont un effet négligeable sur le

E" —™ 5077 —e1E>"=Se"e5S™ 5771771 '"—" @S¢’ —1eZ®el™Z
leur équivalent « léger» (*2C, N, %60). Ainsi, on peut marquer des acides

aminés intégrés a la protéine néosynthétisée (culture cellulaire), ou sur les

glycopeptides protéolytiques , puis les mélanger afin de minimiser les biais

introduits lors de toute manipulationd Z 1+ - E ‘S witétiesfe-au mélange des

especes marquéeslUn exemple de méthode de quantification par marquage

chimique des glycopeptides est la méthodologie TMT (tandem mass tagyui

consiste a dériverles peptides, généralement sur leur extrémité aminée, par des

molécules de masse constante mais qui produisent des fragmentsdifférents.

Ainsi un unigue précurseur produira des fragments rapporteurs identifiables

en spectrométrie de masse en tandem MS/MSdont les intensités permettent de

ESeE®2eZ>1 e —eZ—0@"'e1>2Se’YZ1 21 ee¢CE " ™MLBUe' *Z1 +S—cel
SMM,"E'Z1S1—"eS——Z—el-¢-17Z-™e"¢.Z21 ™" fifidatioe Z—e' o' ESe""
de la N- et O-glycosylation de produits pharmaceutiques de hCG.

Le fonctionnement des spectrometres de masse et le mode de sélection des

précurseurs pour leur fragmentation a également été étudié. Deux grands types

de déclenchement de la fragmertation existent pour des expériences sansa

priori (en anglais, «discovery experimemi) : soit « SESZ7'®’'s'"—1Zceels - ™MZ —eS—
signal mesuré en MS1 (latadependent acquisitiorou DDA), soit les fenétres

e 'S’ —1eZ@1™>.EZ>07Z7>ced dalainddpendent afquiditghe SY S —

ou DIA). Cette derniére approche nécessite des appareils plus performants,

rapides, résolutifs, et des algorithmes de recherche des bibliothéques de
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spectres efficaces. Néanmoins cette approche permet la sélection et la

fragmentation de tous les peptides, permettant une exploration compléte du

™yTe."—7711 S ™ ™, [ifie Zelrisque de saturer la capacité de sélection

des précurseurs des appareils,et permet la fragmentation systématique des

mémes précurseurs et donc unemeilleure reproductibilité de la quantification.

En plein essor et en réguliére évolution, beaucoup de travail est fourni pour

permetire o Ze'e’ 0@ Se’ " —1¥1e>S—e71-E'ZeeZ1721 01-FS'®1EZe1l--
pas encore couramment utilisées en recherche cliue. 1+« '—YZ>®Z81+21 1
consiste en la sélection dynamique et la fragmentation uniquement des signaux

détectés en MS. “Z>1 e 'oZ —¢’ Sdis@ prior-de nouveaux biomarqueurs,

la maturité des méthodologies DDA (analyseurs, méthodes de fragmentation,

traitement de données) ™M Z>—Zele.—.>SeZ -7 —ele “<eZ—"51e71-7"ee7%>C
gui sont mieux acceptés par la communauté(172) Quant a elles,les approches

ciblées consistent en la sélection Z+1 ¢S1 e>Se—7 —eSe’"—1 e 7 etl —"—<>Z1 >
prédéfini de peptides. Le dosage de glycoformesconnues par ces méthodes

(SRM, P 61 ™MZ>-Z7e1 7—71 ceZ—0’'<'e’e-1 '—.eSe.71 ™MS,_"1 o7 ce
spectrométrie de massegrace haute spécificité apportée par la double sélection

e 7— 1™, . EZ2>®Z2>17Z1e 2—1 "KL ™e7@’'Z75001>Se—-7—

Figure29: Différentes approches de protéomique quantitative, avec marquage métabolomique ou
chimique, ou sans marquage.
LZel-eS™Z@el1™> . (E-+S—e1721-S>82Se7210Z1¢Z21—-eS—eZ1eZ@1-E'S—e'se"
MSi'=SeZ1™ 751" —'—"@®@Z>12Z®@1< S’ @1l —e>"¢7'e@]1™Z —+S—e1eS1-S—"™7.
précoce est généralement préférable quand il est pd4siB)

~ 09 ~



2.4 Approches intacte et top-down

La digestion protéolytique ou la déglycosylation des glycoproté ines permet, en

07¢’S—e1 o701l seCE " ™Z™e ' eZel "71 ¢Z0el s CES—Z08L ¢ "oz
précieusessur la structure et la localisation de ces modifications. Ces méthodes

ont été deéveloppées continuellement depuis plusieurs années et sont

S7“"7>e ‘7’1 eiliséed erediscoverypour leurs performances (sensibilité,

méthodes de séparation et de fragmentation). Cependant,la digestion dégrade

«S1 §7Se’ .. ffordhdtien’en décorrélant physiquement les modifications

isolées sur des peptides distincts. Ainsi des ensembles de modifications

exclusives, c'esta-dire une situation ol «S1 ™>.@Z—EZ1l e 2—7Z1 —"¢' ¢’ ESe"
empéche une autre, ou inclusives, autrement dit deux modifications eétant

toujours simultanément absentes ou présentes, ne peuvent étre analysées que

lors87 ZeeZoeloe —+1E " —oZ>Y -Zel cRou tes Zpplicationss Z1 — "« - E 7+ 7
toute digestion est a proscrire. Il est égalementnécessaire de prendre en compte

la perte possible de certainspeptides modifiés, du fait de leur non-rétention lors

«Z0oe1l ™" (E . -giftusserment ou de séparation, de leurs propriétés

e« T—'@Se " —17721¢Z—17172751-Se®@Z1'—e->'Z2>7Z1%1eS1e’ "
spectrométrie de masse. S—SeC@Z1e7Z1 ™57 e."e"5_7@1™S>51 171 &
descendante (ou approchetop-down) permet de contourner ces limitations. Bien
§72Z1E®Z1-S—72E>'*1—7100Z1"ES'0Z1™M&admai 1+ S—S.¢x
Z@elZ—1™eZ'—1e.YZe"™MM™MZ_7_ _e1™% 751 S—Se¢eZleZlesCE"
Zel—:>"e771e ley71e.YZe~T™TM,

Depuis quelgues années, les avancées techgues ettechnologiques permettent

e 0707171 EZ@1™>5%e."e">-7e1™S) 10haUtZ EsolitionsEhZ 1«Z1-S e ce
ZesZoBle 0707171 ™5%e." 71 —+SE+Zel —e7'e1— EZ®®S'>
et logiciels parti culiers : méthode de séparation résolutive, haute résolution en

masse, @ -*ZE+'Y's-1 71+ '~ Se’ ] méhoidds He fidmmeotalidn

alternatives d1+¢>S—e¢Z1Y e ZceeZete SESZ2 e’ ™" —

Une protéine a tendance a ce '~—'oe 7> 1 dMir€Eihportat de char ges
(“Ze87 ¥1™e7@’'Z72>0 1« £S" 2 ZiA TN 7S A/ 1™ —— 7011 ' — e
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de m/z entre deux isotopes successifss 7 —Z1-1-71Zce™ EZ1lwZ1>Z2>"2Y7Z1"

réduit il '1ZeeZ1— Zoeel ™MSel— - EZ0eeS'>Z1¥1eS1le-eZ>—"—Se'"

résolution des isotopes est tout de méme tres utile et permet également de

calculer la massedes ions détectésLa séparation entredeux especes de masse

proches est dans ce caségalement fortement diminuée et nécessite de

minimiser la fenétre de sélection afin de limiter la co-sélection et co

fragmentation de multiples précurseurs. Contrairement aux peptides dont la

«>Se—7—eSe’"_170152Se’'YZ-7—+1S" e ZprdtédferBies> e -21S2"" 7

sont généralement multi-modifi€ées par des groupements aux caractéristiques

trés hétérogénes (glycosylation, phosphorylation, oxydation, acét ¢ e Se’~— 06 U

Cette grande diversité intramoléculaire combinée a la masse importante des

précurseurs protéiques conduit a un nombre de mécanismes de fragmentation

'—TMT5eS —ejl Sl —7ee'ezeZ1eZ1e>Se—-7Z—e®@1S —@'la™>"ez’eels’

guantité de signal obtenu et bride la sensibilit¢é des approches top-down
S7e—Z—eSe’"—1e71e7Z-™MEple SEEZ7-72S+’"—1Zlee SESZ2 &’*’

rapport signal/bruit et la sensibilité mais cette diminution de la vitesse de scan

peut étre délétére. Les méthodes de purification et de séparation

QE'>"-Se"e>S™ 71’57’ i@ peLi+ésolutres paur les protéoformes

souvent structuralement proches, les analyses LGMS top-down ce “Zee>7Z —ele 7 —71

co-€élution de multiples espéces, qui nécessite donc une viesse de scan rapide.

Plusieurs modifications ou améliorations des méthodologies et instruments ont
été introduites aux cours des dernieres années pour permettre le

développement de la protéomique top-down

Zeel—-e""eZele ™MS>Se’' Y7l —eohionditifuede™ Ute-ccele S—.o
analyse top-down En effet les glycoprotéines ont des solubilités plus faibles et
moins prédictible s que les glycopeptides, par exemple(174). Du fait de leur
forte hydrophobie, les protéines de masse moléculaire importante ne sont
généralement pas séparées en RPLGur phase stationnaire C18, car le risque
de rétention irréversible est important, mais sur des phases moins hydrophobes

A

0 Zd1 ~6avded mne résolution plus faible. Les modifications affectant les
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protéines — “—ele.—.>Se7 -7 —e187721™771« —-™MSEsHeez>1Z01™
cellesci du fait de la masse négligeable de ces modifications face acelle des
protéines entieres. Il semble que le multiplexage de techniques de séparation
“yetTe" _SeZ@l ™M7Z>-ZeeZ1l e Sie—7—e751 71 —"—<>71 721 ™>7e.".

identifiables (Figure 30)i1 Ze’e’eSe’ " —1eZ1 —-e'"eZ1le7tledl> - «>SE+'~"—
0Se7 -7 —e1@®@"72'S'eSceZ1e " >®82721e E'S—e'ee” —1Z@elz—1™>"

Figure30: Séparation multdimensionnelle en protéomique {ag@wn.
La combinaison dé" ez e’ 27> 1S™ ™" E‘Ze1E " -™e.— 7 —eSpynteatct JAs & 217> "¢"— S
E~2YZ>02>21e21™5%e."_71e 7—717;®Progress (& ToiowSRrat&émies and « Z
the Analysis of Proteoforms Timoth K. Toby (2017).
Du point de vue des spectrométres de masse, les appareils a trées haute
résolution (FT-ICR ou Orbitrap principalement) ont progressé de maniéere
importante durant cette décennie. Le pouvoir résolutif peut dépasser le million

AR ]

pour des tempsd S E § 7' cdépliis-en plus courts (aujourd ‘Z'1eZ1le ">e571e71

la seconde pour de telles résolutions extrémes) La sensibilité des méthodestop-

downpeut également étre augmentée en moyennant plusieurs spectres dans le
<ZeleZ1>-02'>710Z1<>7’e¢1-¢ZEe>"—'8727281S71e-0>'—Z—ole 7—1e7-
élevé. La plupart des logiciels permettent de faire cette moyenne post-
SES7'’'e"—081Z2+1EZ>+S —®@1S™M™MSs7'ee]l ™MZ>—ZeeZ—0le Zj-
"ML Se’ T 17— 1E" 7> 0% 1'w 8-S S gdemitidld de quadrupdles et de

tensions optimisées permettZ —e1 -eSeZ -7 —el e 7e'e’@Se’"—1 71 ¢S——7
étendues & des valeus plus élevéesil S1le-eZ@E+e' " —1e "—@1S7j1-Secelez
—"'—e>717@ele"—EL1™ e’ «eZ1Ze1™Z>-Zele S7e—7Z—s751Zcl
sighaux (isotopes et espéces différentes).Les méthodes de dissociation

employées en protéomique top-down sont les plus ou moins les mémes que

celles utilisées dans des approchesbottomup, mais utilisent des paramétres
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différents, comme des tensions légerement différentes et adaptées a la

fragmentation de plus grosses molécules. Les méthodes «classiques», HCD,

ETD, et ECD souffrent parfois de la production de fragments trop peu
'—e">—Se’e@d1Z—1™e70ele Le>721572+Se’'Y ZdeZ abhdse fe—+Z0el ™" 7>
>S—@eZ>rel o -eZE+>"—ioh distoeiaff—ece«Z (E4>Tausé par la

cohésion moléculaire par des liaisons faibles, est une des causes de ces

limitations. Une amélioration proposée est la fragmentation HCD des produits

de fragmentation ETD, aboutissant a la production de fragments plus

informatifs sur la séquence de la protéine (175) Cette méthode a été appliquée

trés récemment ¥1 o -e7¢71 ¢Z®1 01l 0e —eleSlee¢E " ®@CeSe'"— (i1}
protéoformes (176,177) Z+'+s’'eSe’"—1 ¢Z1 «>S+—7 de Sadiftiors ¥1 <SeZ1
ultra-violette (UVPD) permet également de fragmenter efficacement les

glycoprotéines intactes, et nécessite uneZ—™@le SE’'YSe'"—1 ™e7 1 E"Z>e:

SE+'YSe'"—2e1™S>1e>S—eeZ>ele -oZE*>"—10 61 ‘E Oi

Le traitement de donnéestop-downest, surle ™>’ —E ™7 31'eZ —'57721¥1+ S—S
spectres peptidiques. Cependant, la complexité des spectres MS/MS de

protéines qui contiennent de multiples fragments a hauts états de chargeet la

multitude de mécanismes de fragmentation utilisés compliquent
considérablement le séquencage protéique. La quantité toujours plus

importante de données collectées, le nombre de modifications recherchées et le

nombre de leurs combinaisons décuplent les temps de calcul informatique.
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C. Deuxieme Partie :

N-ee¢ E~-'87 71 tdezddse

choriogonadotropines
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1. -YZe"™M™MZ_7__e1 « 7—71 N-glySerdidueZsknsible
™~73]e 0707107 1¢Slee¢E"CeSe'"—1eZ@leetCE ™ "">—

1.1 Introduction

'~ 530S (EZL1 ¢Z1 +S1 se¢E ¢S’ —1 eZel ™M>"e." —Z®1l — .
™7 0872 ZeeZ1Zoeel —™ «mBredxlpr&essuslphysice-chimiques et
biologiqgues (voir Paragraphe B.l. Glycosylation des protéines et
glycohormones). La glycosylation de la hCG en particulier a été corrélée a sa
©25:21921Y'21+S—e1+S1E >E2+Se’"—1®S—72'—781¥%¥1+ SE:
signalisation du complexe hCG-LHCGR, a la reconnaissance de 1ahCG par le
> EZ™eZ2751-2-S—S8">721 1161721 Z2Z—E">21¥1S1l>- ™M "—@”Z
(178,179)

Certains de ces processus biologiques ne semblent pas toujours liés a des

structures particulieres, mais parfois a une caractéristique globale.La densité

de charges (négatives) va par exemple permettre la diminution de la vitesse

o o'’ S’ "1 «7 118§ 1tdndis que la reconnaissance de glycanes
—S——"®Ce- 1Sl 1™, "™ " @.ZI™ 7517 {™e'§77Z51e SE+'~"—1e21

de macrophages et leucocytes utéring181)

sl@Z—«<2Z1e"—EL1“2+'E'Z%2ij1le -YSe7Z>]1 oftihes daBSlert e Se’~— 171
ensemble et pas seulement pour chaque site de glycosylation (approche

o YZe"™M™ .71 eS—el1eS1le>"’’,—21 ™S>e’'71 «Adp@idt —-S—7 E>’
E"— @' eZ1¥1e>Se—Z—¢7>1S1eeCE " ™>7e.' — 71" —eSEeZ1Z1e "

caractériser la molécule fragmentée. Les spectres produits sont cependant

rarement interprétables ™7’ 0e§7 el E"—e'Z——Z—el e '—e 5 _Se’ "1
glycosylation, *S—aae1¢Z1ESel1eZ1+S1* 11l ZeleZE ' —'$§727Z@le’ @™
™7>—ZeeZ —01383771e dmpleXitE>Z91eS1e@®  e-— ."'e.1e71eZ0e701 ™5 .

hautement glycosylées. La glycomique sembleétre une alternative convenable
pour étudier la glycosylation <« Z-échantillon dans sa globalité. Dans le cas
e 2—Z1™>%e." 71 ™35 .Z81e S™ ™, " (Btarinemtt €E Y S$ZZ3 ™M Z>~Z 1
e Z—wZ—<*Z1+Z1ceZolyasidigh€B,eZ>XecNceZ—"517—21"-SeZ1-"¢7Z—-

de la population des glycoprotéoformes de cette protéine.
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Cependant, certaines propriétés propres aux glycanes sont déléteres a leur

caractérisation par spectrométrie de masse, en particulier leur hydrophilie et

©27>1 ¢S’ <eZ1 Y eSe’ e’e.81 ¢72751 Zes’ESE’s-1 ¢ "—'@Se’"—1"—>
protéines, ainsi que la labilité de certains monosaccharides conduisant a leur

fragmentation en source. Différentes dérivations chimiques des glycanes ont
covle.YZe"™M™. 70 1leZ ™7 @1eZ0@1S——-Z0®1™ 2>1™Z>5—-Zee>71

des méthodes de détection (fluorescence, MSetc). Ces approches ont été plus

longuement discutées dans la partie |BJ2.2.1.2|Modification chimique des

glycanesd1Z¢1E " —™>7 —— 7 —e1—"eS——7 —e1eS1-"e’ e @&ESe'"— 171

desN-¢eCES—70001™Z>—ZeeS—ele S7e—7 o7 ] eréridahtZ e’ ESE’'+-1

leur fragmentation en MS/MS plus informative.

§72°™7171 SeS—-71 72771 2”7 bppésiiednatricé Lomposée de

38— —"87 —"¢ — 7 1pael&E FESHZ3771 ™ 7> 1 glyeaneg (et dew
glycopeptides) en MALDI -MS (115) Cette matrice cumule plusieurs avantages
notables, « S—'—"3§7'—"+’—71 7 —fAdlanptment Are! gbrvefidn totale

desglycanes en leur base de Schiff et agit également comme unintermédiaire

pour « ZiE'+Se’"—1+Smandidguele S EHarZcbumarique permet la

suppression de la dissociation desacides sialiques et sulfates des glycanestlle

conserve également un état liquide et homogene sous vide, permettant une

meilleu re répétabilité des mesures. Z1 ™e702dle 7e' e’ @Se’'"—1eZ1EZeeZ71-S

un protocole de N-glycomique permet la dérivation des glycanes et leur « co-

cristallisation » avec la matrice en une seule étapgpuisque le marquage est

effectué sur la cible MALDI eZ>YS—e1 ¥1 ¢ S—Se¢eZ1 il Zel ES>S

™M~755S'7Z—e1 ™75 _7eey»77eé " & 7> fhatrck & desepotocoles

hospitaliers, afin de permettre une caractérisation a haut-débit des N-glycanes

potentiellement corrélés a une pathologieouaunn’'YZSzZ1le SEe’'Y'e-121S1" i
ZeeZ1S™MM,"E'Z1S1 0-1'—e>5707'¢71 5715 >Se""571+S—@elZ

glycanes des choriogonadotropines.
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1.2 Développement de la méthode
Ze'e'@Se’”"—1 7 laminSauinalielacide paracoumarique en tant que

matrice MALDI ™ ~751¢Z001+e¢ES—Z®1S1+S'eles "<“ZeleZl ™oz’ Z:

derniéres années(115,117) Afin de valider les performances de cette approche

™S>1>S™™™5e1¥1e 7e'e’@Se’ " —1e 7 — 1SS EALZ T -3t ¥3Y

™My~ e“"(E~eZ 10701387 "¢1S1-¢-1™%¢e’.1"—'e'Se7 -7 —oj

1.2.1 Reproduction du protocole publié

1.2.1.1 Matériel et méthode

Une reproduction du protocole publié a été entreprise sur les N -glycanesde la

RNAse B (bovine pancreaSigma-Aldrich) , protéine commerciale glycosylée par

des structures majoritairement de la famille des high-mannoseElle a été déN -

glycosylée suivant un protocole habituellement utilisé au laboratoire. La

protéine solubilisée a « S<™>el-0.10"72-"@Z1¥17—1>S’e7-7—ele.—Se7;
réduire ses ponts disulfures Z+1 SZ7e—7—e¢7>1 ¢« SEEZoc@'<e’'e.1 eZm@1 oo
PNGase. Chaque échantillon a été dilué dans unesolution de bicarbonate

e S——"—'7-10[V- U1S—o0el+Zte1 [¥>V)"Ydis itub@il 56°C

pendant une durée de 30 minutes en présence de DTT (20nM).

Un traitement par 2 unités de PNGaseF (Roche) pendant 3 heures a 37°C a

permis la déglycosylation d e la RNAse B. La purification des N -glycanes a été
ZeeZ@Ee72-21 ™S>1 ™5 . E'™'eSe’" —1 71 ™>"e." —7@1 ™MS>1S“ 7.
absolu et leur incubation a -80°C pendant une durée minimale de trois heures.

Les glycanes, solubles, sont alors séparés des protdes précipitées par

centrifugation (15 000g, 4°C, 30 minutes). Afin de se replacer dans les

conditions publiées, le solvant de la solution de N -glycanes a été évapore et
>Z—™eSE-1™S>1eZ1e ZS71le-0'"— " -Zi

Le protocole de préparation de la matrice 3-AQ/p-CA est identique a celui
™Z7c¢e’.1™S51e .8§7°™ 71 « Adérionni€ z prétecle de référence» ci-
aprées)(115) Une solution de phosphate de monoammonium (ADP, Ammonium
Dihydrogen Phospa}eest préparée a une concentration de2mM dans un

mélange eau/acétonitrile (v/v). Cette solution sert a solubiliser 10mg de p-CA
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dans un volume de 600pL, qui sert a son tour a la solubilisation de la 3-AQ
(20mg/150 uL). Cette matrice « concentrée» est diluée 10 fois en ADP (2mM,
eau/acétonitrile). Les glycanes sont meélangés volume a volume avec cette
matrice, puis 1 uL du mélange est déposé sur une cible MALDI (méthode de la

goutte séchée)

Les analyses MALDI-TOF ont été effectuées sur un appareil ABSciex MALDI
TOF-TOF5800 dans des conditions classiquement utilisées en
glycoprotéomique. S™™S,7’e1"™ 717 —1-"qblantéeest @6 —171S
sur le mode positif pour ces glycanes high-mannoseLa gamme de massede 900

a 4000m/z couvre les masses usuelles des Nylycanes. '—e¢7Z —ce’'a-dtéSeZ>1
ajustée extemporanément de fagon a obtenir un rapport signal/bruit correct.

Chaque spectre est produit a partir de 10000 tirs laser, opérant avec un

déplacement continu.

1.2.1.2 Reésultats

Figure31: Spectre MALDITOF MS, N-glycanes issside la déglycosylation enzymatique de la

RNAseB, protocole de référence.
Les structures SNFG des glycanes natifs sont représentés@ivise 1+ 21 ™ ' Eoel’eZ—e’¢’-i1l Se
covalentde3-AQ aux extrémités réductrices des glycanes estuddigr une fldee (+126Da).

La reproduction du protocole publié (Figure 31) — S1 ™Sl MZ>-"edl +S—oe

E"—e'e'"—0el Zi™ >’ —-Z—eSeZ@®l ™M>" ™7l ¥lulBl ™>""Z«81

concluants. Le rapport signal/bruit est en effet assez faible et ne pemet pas,
eS—®leZelE —e'e’"—@leZle S—Set®Zd1leZ1e-2ZEZ>1Ze]

mannose. La RNAseB porte pourtant des N-glycanes highhmannose*ze sz ¥1WV1
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résidus mannose. De facon plus préoccupante, le taux de conversion des

glycanes en leur base de E'ee1 (Qe->'YSe'"—1eZ1le Zjesr-—"e.1>-07@ > EZ
©S'<eZ81Z1>S™ ™ 617 —e>71eZ7Z01'—eZ—0’'s-®leZEelec¢CES—Z
de 1:10.

Plusieurs difféerences entre la publication de Y. Fukuyama et al. peuvent

probablement expliquer la qualité *+Z1 EZele™ZE+>Zeil —1Z«+72+81SYZ
™M7ZY T 51e>S—e™ “eZ>1EZ1™ ) iyEdSylAtDY fle la hWESZioug 1+ S 1

avons utilisé des glycanes issus de la déglycosylaton enzymatique de la

RNAse B, et non pas des N-glycanes issus de synthese chinque. De ce fait, les
E'S—eee"—@1T—e1l™MZ1IE " —eZ—"51Z01l>- @' *z®1eZ1—Se7>71
ol — . @leTreleZls eS™Z 171 ™, . (E’' ™ igbecarboliate5’ el e SeZ 7
ammonium . Ces derniers, notamment, peuvent interférer avec la réaction entre

e S —"87 —"e —717+171>"7™M7_-7—e1ES><BepiEleZ>—"—S-1
e 7o'’ @S’ T —121 E <21 le "EZ®dOLl ™MZ>—ZeeS—el —"eS——
e E'S—e'ee” —1eSZeMrzELleesSYBL— S1™Sel E'l--1Z2—>Z

o'—1e S7e—7—2751S1 @ el LedZ/ele Zes’ ESE’'»-121-S>
N-glycanes, plusieurs paramétres ont été sélectionnés pour optimiser le
protocole de préparation des échantillons. Deux variables ont été suivies pour
ceZ>s—"—7>1e7Z®@1™Z>¢"5-S—EZe1leZeelagpdit¥ntieTe®E " «Z®edls S«
'—eZ—0e’'e el sZel e -2l —Se'YZel Ze1l -S>87-Zl e Z—1 -
e« Zeo ESE’'+-1Z1+S1> SEe’"—1Z1e->'YSe’"—81 ™M72’@1+Z1>S"

glycanes détectés et donc la sensibilité de la méthode.

"Moo Se’'T— 171 ERMrs TéaliEEeatidldratoire.

1.2.2 Optimisation de la méthode

1.2.2.1 Protocoles

Des glycoprotéines commerciales ont été utilisées pour la mise au point du
protocole. En particulier, la RNAse B (bovine pancreasSigmaAldrich) et la
Fétuine (fetal bovine serumSgma-Aldrich) ont été utilisées, car notamment

glycosylées par des N-glycanes high-mannoset complexes, respectivement. De
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plus, la masse moyenne de la RNAseB (15 kDa) est proche de celle de la sous

z—'+-HCG, tandis que la Fétuine est une glycoprotéine de 64kDa environ,

porteuse de 3 sites de Nglycosylation et 6 sites de O-glycosylation documentés,

la rapprochant structuralement de la hCG dimérique. Ces deux glycoprotéines

S—ele" —EloeZ-<o-1te571eZ1 < —0l-"9e eZ@1™ 25151 -—"®Z1S7
MALD 1Z—1Y2Z1<Z1+ S—gcobyiaiiohdg beE.

S—celeZlczeleZle-™MeSEZ>1le -§7°¢'«>Z210721¢S1>-SEe'"—1eZ1e->
«Z1 ¢ = —Z71 0<¢S o)/ la-quantit® ‘de 3-AQ et/ou de p-CA ont été
augmentées dans la matrice. De plus certainesapplications semblent montrer
§7 7-aditation «'Z>—"87221 ™Z>—Zel e Sie—Z—e7519% Zese’ESE’'s-1¢7
(182), nous avons doncajouté une étape de chauffage au protocole initial. Enfin,

e 2e'e'®@Se’"—1e SE'eZ1 ™MZ>-ZeeS—el + Wibatiod-des/NL « Zoo' ESE
glycanes cocristallisés avec une matrice DHB, nous avons également évalué

e7e’e’@Se'"—1e SE’'+Z1SE - -’57 71 W-sdluflisatior tles SufeS —+121>7

apres déglycosylation et purification (Figure 32).

. Matrice de Double AQ Matrice
Matrice o
référence (40 mg/150pL) 10X
Solvant de reprise o . _
Eau désionisée Acide acétique 1%
des N-glycanes
Mode de dépbt
_ . 1:1 3:1
(matrice/échantillon)
Activation thermique _ _
_ Aucun traitement Traitement 1h a 60°C
sur cible MALDI

Figure32 il S>S— esZ0eleZ@e-ce1™ 251+ "™+ _HesSlglycando fiat MALBI E~«Z1+ S—S.¢
TOF avec une matrice liquide/AQ/p-CA.

1.2.2.2 Résultats
Les performances des protocoles sont évaluées sur deux variables

guantifiables, le rapport signal/bruit du N -glycane M5-AQ et M6-AQ (pour les
échantillons issus de la RNAseB) ou du glycane A2G2S2AQ (pour les N-

glycanes de la fétuine), etle ratio entre les intensitésde leur forme marquée et
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leur forme native. Ces sucres ont été choisis carde masse relativement faible,
la probabilité que les formes natives et dérivées soient sirmultanément détectées
est plus grande, permettant effectivement de calculer un rapport et évitant de
« Z Y~ at@emmoder aux valeurs manquantes.
Tableal? : Conditions de préparation de la matrieAQ/p-CA testées.
Les Nglycanesauitilisés sont issusle la déglycosylation de la RNABeR: matrice de référencé ;

Matrice enrichie en-3Q ; X : Matrice non diluée 10XH+*: N-glycanes redabilisés en acide acétique
1% ; E: N-glycanes resolubilisés en eau. Les conditions ersbfussues de laéthode de référence.

Condition 112 |3|4|5/6(7|8|9/10(11|12/13|14|15|16|17|{18|19| 20
Matrice RIRIA|A|RIRIAJIAIX|X|R|RIA|JA|R|IR|A A |X]|X
Solvant H*|H*|H* H*|E|E|E|E|E|H*H*|H*|H* H*|E|E | E| E|E|H

Matrice : échantillon
(x:1)

Activation thermique 60°C pendant 1h Aucune

r Int. m/z 1383/1257 Int. m/z 1545/1419

=T ~T
0.5
NA |- - NA NA NA NA NA

-0.5

LOG (RAPPORT SIGNAL DERIVE/NATII

1 - = T

IT 51 I

-1.5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

PROTOCOLE TESTE

Figure33: Optimisation du protocole, efficacité de dérivation.
Ratios (linéarisés lagli1 Z—e>Z1e '—eZ —0e’e-1071 0’ «—AQ,MZ 1368340 M6-AD] —-S>372-210 |
m/z 1545) sur celle de la forme native (M5, m/z 1257, ou M6, m/z 1419) pour chacune des conditions
eZoee-Zeil Zel<Ss>>Z0le 725527941 F"> 2F— 2191+ 0'—ARMIY EaneZ1> S+’ "1 |
la condition 15 est aberrant.
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S/N m/z1383 S/N m/z1545
4500

4000
3500 z
3000 T
2500

2000 [
1500
1000

"

RAPPORT SIGNAL/BRUIT

T

- &
500 = I I B I
NA IS NA = NA = = [ =~ [ NA =_ NA

-500
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

PROTOCOLE TESTE

Figure 34 : Optimisation du protocole gnsibilité
Valeurs de signal/bruites glycanes dérivés MSQ (m/z 1383)et M6-AQ (m/z 1545) Les barres
o 29751572 ™. 007 —eZ—ele '—e75YSee71e71E " —«'S—EZ1ly 1—|

S—SeteZ1 «Z dRiguree3t &IFigark 34montre avec évidence que

| SE-+’Y Sherfigle est nécessaire et augmente fortement le taux de
marquage et «"— E1le '—eZ—@'+e-10Z+1Z1>S™M™M 501 @'e—Se&<>7"si’
recherchés (M5AQ et M6-AQ). Ce résultat était attendu et recherché. Il
SMMES,S" el -eSeZ-7—e18% 72—71 S2e—7—eSe’"—1 71 ¢S51 ™~ ™’
e S—'—"8§7' —"«' — 71 arfillenapermette un e meilleure efficacité de

marquage, en augmentant la quantité de 3AQ dans la matrice, en ne diluant

pas la matrice avant son utilisation, ou bien en augmentant le rapport
matrice/échantillon. Ze'e’@Se’"—1e¢ 7—1 0 +Y S —gdubil@Etiodl ™~ 7>1 S 1>
desN-+e¢CES—7@1S™> ©leZz>1™75' ¢’ ESe’"—1— S1™MSele ——.
notammentdupo '—e1eZ1Y7Z1e71e Zee’ESE'e-1e7Z1e¢->'YSe'"—j
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Figure35: Spectre MALDITOF MS, N-glycanes issus de tiglycosylation enzymatique de la
RNAseB, protocole optimisé.
Les structures SNFG des glycanes natifs sont représentés@nvig 1+ Z 1™ ' Eoel’eZ—e'e’-02i1l See
covalent de-3Q aux extrémités réductrices des glycanes est indiqué par une fléche ajrai daex
hexagones rouges 126 Da).

Le protocole n°8 est le protocole donnant les meilleurs résultats (Figure 35) : il

consiste a augmenter la quantité de 3AQ dans la matrice (soit 40mg/150pL)
ainsi que le rapport matrice/échantillon a une valeur de 3 : 1. Dans cecas les
glycanes solubilisés en eau dégnisée et mélangés a la matrice sont déposés sur
la cible métallique et chauffés & 60°C pendant une heure avant analyse MALDI-

TOF.

Ces modifications ont permis la multiplication du rapport signal/bruit par un
facteur W_1Z—e>7171 c’'+—S+1IM5-etdeSighal £l glyfane"dé e

M5-AQ aprés optimi e Se'~—81 €Z1 ¢Z>—'7Z>1 — -«S—e1 8771 ™M7Z71 -
E~"—e'e’"—0el '—'e'SeZ®il Z1 +S2il>-Z+1 «Z1 -S5872S721 — Zce
spectrométrie de masse du faitde ladife - >Z — EZ1e Zee ' ESE s -1les —' S+’ " —

Zee™ EZwel —Se'YZel Z«1 —S>57-Zlead 5ignsl’ pefimet 'deeZ —’s -1 o
52—S>8727>1071e-™MeSEZ—-Z—e1leZ1es 87’ 5217215-SE""—12—1
©71e-5'Y 11 —1ZeeZe831Z21>S™™",e17 MDD SUreell@duce’ s 17210
glycane native M5 passe de 1 10 dans les conditions initiales, a plus de 9:1

dans les conditions optimisées.

1.2.2.3 Performances de la matrice 3-AQ/p-CA optimisée
Ce nouveau protocole a nécessairement di étre comparé au protocole en place

au laboratoire, c'est-a-¢'>71¢ Ze " @ 87 —7 1S « {F(HLrel36).
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Une tres forte augmentation du signal (x25) est observée, mais doit cependant
étre relativisée. En effet, le bruit est également plusimportant, aboutissant a des
rapports S/N (signal/bruit) multipliés par 2 a 5 environ selon les analytes. Cela
signifie notamment que les especes les plus faiblement détectées avec la matrice
DHB, le plus souvent les N-glycanes les plus massifs (>3 000Da), sont bien
mieux disti nguées du bruit en utilisant la matrice 3-AQ/p-CA. La largeur des
pics a été légerement augnentée par le changement de matrice, avec des
résolutions de 13900 en DHB et de 11600 en AQ/CA pour le Nglycane A2G2
natif ou dérivé, respectivement. Cependant, cette résolution reste cohérente
avec les performances attendues pour une analyse sur un apparé MALDI -TOF
fonctionnant en mode réflectron. Elle est surtout suffisante pour atteindre la
résolution isotopique et ainsi déterminer correctement la masse

monoisotopique des especes détectées.

Figure36: Comparaison des specafdALDI-TOF des Nglycanes de la hGGY obtenus avec la
matrice 3AQ/p-CA (haut) ou matrice DHB (bas).
'—eZ—0e’e-1-S i’ - S« 7 bsplusedlevéSavidiimtdeX@PQ/p-CA, permettant de
o o7 EeZ>1Z%1e 'o7Z—e'e’' 751 ™7 eehpadicelier 2 Gautes Xarelrs«de@/zoe ¢« - Z oo
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TableawB : N-glycanes représentatifs de la diversitésiieectures identifiées par MALDTOF aur le
spectre précéde.
Les structures ont été idenéés par MS/MS et/ou MS et ont été validées par rechercherdpsebale
structures polysaccharidiques. Les colonnkegensité» et «S/N » correspondent a la hizwr et le
rapport signal/bruit dupic monoisotopiqueespectivement

N-glycane Matrice Intensité S/N m/z exp.

DHB 95 56,3 1297,59

AlGl1 3-AQ/p-CA 3725 316,1 1424,69

DHB 149 115,3 1610,68

Al1G1S1 (Na) | 3-AQ/p-CA 1453 201,7 1737,79

DHB 29 22,4 166274

A2G2 3-AQ/p-CA 628 93,8 1789,85

DHB 12 9,0 1621,72

M5A1G1 3-AQ/ p-CA 196 27,7 1748,2
DHB Non détecté

A3G2NACG1S3F 3-AQ/p-CA 25 19,4 3257,69
DHB Non détecté

A3G2NACG1S2F 3-AQ/p-CA 27 19,6 2966,61

Les glycanes détectés dans les deux conditins expérimentales permettent de
montrer que la matrice AQ/CA donne des résultats au moins équivalents a la
matrice DHB, et bien souvent au moins deux fois meilleurs en termes de
sensibilité. Cette nouvelle méthodologie permet notamment la détection de N -

glycanes triantennes, A3G2NAcG1S2F et ABG2NAcG1S3Findiqués dans la

table ci-dessus|Tableau 3).

1.3 N-ee¢CE"-"82Z21™" 751+ Glycohortnanisl mifhaires

La comparaison des deux échantillons de hCG (hCGBBT et hCGCY) a été
effectuée en utilisant le protocole développé et optimisé précédemment. La
guantité de glycoprotéine a été normalisée a 20ug par échantillon en amont de

la déglycosylation par 2U de PNGase F.
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Figure37: Spectres MALDITOF MS des échantdins hCGCY (haut) et hCEBT (bas), matrice-3
AQ/p-CA.

Les deux spectres cidessus(Figure 37) mettent en évidence des compositions
o> @le’ee.s7Z—eZ@leZ@1leZ7il E*'S—e’ esCY-amitignt'des -E'S—e’oe”

structures glycosidiq ZZ el 'eZ—e’¢’SceZ02d1 + -BET Srésente " unl *

grand nombre de signaux attribu és a des espéces peptidiques ou non

eZ—e'e' Z®1Z—1 & i1 Z751 ™5.0Z—EZ1 SeeZEeS—e1l e Zeo
glycanes, ils compromettent la robustesse des approches semguantitatives des
RZE>Z@BL1Zel -"—es7—ele =™ eSS __(EZ171glfcah@EZ ezl 7

Plusieurs especesosidiques sont toutefois communes aux deux échantillons a

des intensités relatives variables(Figure 38).

Figure38: Spectres MALDITOF MS des Nglycanes A1G1S1 (gauche), A2G2 (mil) et

A3G2NACcG1S2Kdroite).
Echantillons hCGCY (haut) et hCEBT (bas) analysés avec la matriedQ@/p-CA.
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Parmi les N-glycanes communs aux échantillons hCG-BBT et hCG-CY, on peut

noter ¢Zoel e'eesZ—EZmwrl ¢ '—eZ—@'e-1 >ZeSe’YZ]l Z—>721 7
notamment pour les N -glycanes identifiés préecédemment. Les formes A1G1S1

Zel X X1™>"e7’eZ—e17—10'e—Sele> @l —CYeteidtleS—oele -(
des formes deN-glycanes relatveme —+s1 E~"——7 —Z @1 E‘'Z£1le ~——Z81+S—e’
les signaux correspondants a cesglycanes ne sont que minoritaires dans

« -(E"'S —«’««BBT1Au contraire, le signal du glycane A3G2NAcG1S2Fest

™e7@l' —eZ—®Z1eS—@1EZ 1. EtlBAhCECCY- lessifta& —ele -E'S
de plusieurs N-glycanes peuvent ainsi étre comparés, mais puisque les

échantillons sont sensiblement différents dans leur composition (présence de

peptides et autres moléculece 1« S — e 1+ - BEGBBT), dl«€stpiudent de ne

pas surinterpréter ces résultats.

1.4 Conclusions
En modifiant et optimisant la préparation de la m atrice MALDI 3 -AQ/ p-CA et
eZ®1l - E'S—e'es” —@BLleS1eZ—@ o’e-172e1+STOFBEES < e’'s. 1071
sensiblement améliorée par rapport au protocole existant (utilisation de la
—Se>’E®Z1 Uil "™e' ’@Se’"—1 71 BZL ™57« E"eZ81 + ScTrel
ge¢CES—Z®el'eezeleZl™> e.' —7@1IE " —-7Z>E'SeZ7@d1S1-e-1e>
et ES—Zcel *Z1 +Z7i1 * I1éographijues’ disfinetes. Pour cette
application, le rap ™M~>e1 & 1S1 0.1 S7e—7Z—e-1¢ 7—1e¢SE+Z7>1SeeS—
fonction des N-glycanes, et a notamment permis la détection de N-glycanes a
eZe1l-ScemeZel™eiel-+ZY - 7Zce 1Bes BéthBdESIdéScoppéesiEZ 1 i
S—el—"—e5.1e77517++’ ESE’ - -drénfes glyeopratéidek &t pevvent
étre transposées a des travaux de glycoprotéomique a pluslarge échelle.

SZzesZe1™ @eZmle S—-¢"">Se’ " —1e"—el-e7¢' . 7@1—"eS——7—
¢« '—(E72<Se'¥SA1+Fe> EZ1 720171 -E'S—e’ee” —fili@HiONZ1'Z7>Z1¥ 1)\
e "—eZ®@1SE"Zee'§77Z0100”—"ES+'~—il1anlled)HEFmef —Se—-+'577
une agitation moléculaire locale et peut augmenter sensiblement la vitesse des
réactions, comme le peut uneactivation thermique « classique 11 Ze’'¢’0Se’'~—1

de ces méttodes directement sur la cible MALDI doit cependant étre évaluée.
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Une approche semiquantitative a été également abordée mais les probables

ZeoZe®1l-Se>' EZ1®z>le "—'@Se’ " —1eZ08d *+'¢-@'S>e R ELles 7 —
des méthodes de purification des sucres S’ — o2’ 187271 '—e->leleed—Z1e -™S>.
S—"—el1 71 ¢ S—Set¢®Zd1 ™MS>1 ZHPLOMALD™ 3>der@lez ™M+SeZ1

0Se7-7—e1— EZ®S'>Z1le '—e>707'57217—21—-0""eZ21e721—"5-S.
que la simple normalisation de la masseinitiale de glycoprotéines. En effet, les

différences de siteoccupancy (proportion des sites de glycosylation

effectivement occupés par des glycanes) ou de masse des sucres introduisent

un biais important en termes de quantité de glycanes analysés. La

normalisation de la quantité de gl ycoprotéines (dosage spécifique de la portion

protéiqgue par des anticorps) permettrait une analyse plus correcte et

guantitative de la population des N -glycanes.

Une possible dérive de la précision de masse est détectable entre les deux

-(E 'S — e’ « " —jggeif du fith8e matrice liquide pouvant impacter de fagon

non négligeable la distribution *Zce1l’'~—aoleS—oele Ze™MSEZd1Z1+ " —E]
eS1 ™. E'®e'’"—17Z—1-Sem®eZdl+S1e —'—7iloh-ddpestd +S1 $7S—"
pourrait permettre de réduire cette erreu >il '—e>"eZEe'"—1 e 7A4—1 @eS—+S>
« . (E 'S — «<piking), ddistructure et de masse connuespermettrait également
cZ1@E ™ >>'eZ>1e NZ—e2ZLele@L'—3s¥ /e i@E®Z1%2Z1 - ™S ceRZZ>17
doncde @S1™eS—."¢.1™% 751 S—SeC¢e”Zl $le-cdsodesl e Z— e’ <o 7
S—Set®eZz>el 17+ ®-eleZie®il ZE lee's—'«'Z1"—E13827Z
pas la méme influence pour les appareils hybrides de type quadripble -TOF par

exemple.

o771 E~—™ ShCB cadcasienne (hCGCY) et asiatiques (hCGBBT) a
tout efois permis de mettre en évidence la présence de différents Nglycanes.lls
sont indicateur s de différences entre les voies de biosynthése des sucres dans
ces populations, qui doivent étre confirmées sur des cohortes plus importantes

afin de mieux évaluer la diversité au sein des deux groupes.

ZeeZelc' "e"e'877172 1S 1ee¢E" caltle Selofidesighoeprbréines 1Y S>’

En effet, certaines structures peuvent étre reconnues spécifiguement par des
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|ZE ' —7@d1eS—e' 00187271 Zee7Zelestigalerhert aotSoledaneE "0 ¢ Se’ ™ —
de nombreux processus physico-chimiques ou pour adopter une confo rmation
yZE"——271 ™MS>1 EZ>¢S'—Z0l > EZ™e7Z7501 —-Z—-<>S—S’'>Zcei
™Z7>—Zele -YSe77>1¢« pdpuldtiod dex N «ghytanes sur une famille de

protéines, Ze1™Z7elce SY >Z>1™e7@1’ —e >—-Se’'YZ18771¢Z01S™ ™
bottomup.  Ze+’«’ ce Siv MALDI -TOF est également trés avantageuse en
eZ>5-701Z1+Z-™ele S—Set®Zl ™7 ©37Z1ukht-btfe-<>27{1 -E'S

analysés séquentiellement a tres haut débit.

Certains glycanes détectés dans cette étude (notammentA3G2NACG1S2F et
A3G2NAcG1S3F) sont notamment annotés dans les banques de données

E"——Z1 'eZ—e'0" 7201 7251 25" ="07¢'—Z781 +S1 seCE " ™>7e."—7
abondante. Cette protéine ayant été identifiée dans les échantillons, il est

possible que les glycanes cie Zoe ce 7 ;e 1 Z — 1 ce ~prechd glgeominoeiie S

permettant pas la localisation des glycanes identifiés, elle peut étre

complémentée par la glycoprotéomique bottomup.
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D. Troisieme Partie :

Caracterisation structurale de la
glycosylation des gonadotrophines

chorionigues par approche bottom-

up
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1. Protéolyse aspécifique et fragmentation s steppedHCD pour la
E"-™S>S’' @™ —1eZ1eZ7j1" 1o “>'e’'—7@1le-"e5S™ 877

1.1 Introduction et problématique

Plus’Z22>@1e>SYSZ{1Z1>2E'Z>E'Z1 —el-"—e>.17010Z—e.1e Z2;™
par lesquels la glycosylation de la hCG est impliquée dans son activité, et en

particulier sa reconnaissance par certains récepteurs membranaires et leur

activation (179) Certaines études ont cherché a identifier les différentes

glycoformes de la hCG, afin de montrer en particulier les différences entre les

‘ let>S™Z7e' 87701 >0’ —717>'—S'>Z217Z1EZesZ1™>7 07071 ™
recombinant en culture cellulaire (183) tandis que certaines études ne se sont

S e+ S .. 7 adalldcali¥ation des sites de Oglycosylation (184) Il semble donc

— EZ®eeS'>71 21 « ooldurs pius perbrrhaats pour caractériser

™. E’ e - —Z—egdnéité structurale des différentes protéoformes de la hCG.

L S™M™,"E'Z1eS1™e71E" 7> S —calactarbared'glyabprbIENes? >

et donc la choriogonadotropine ‘7—S'—781 Zoeel e+ S—Se¢eZ>1 +Zel +«¢E
produits aprés ™>~e."e¢ @ Z1 Z—£ ¢ — S apprbzhé 1dite ~ & battemup ».

Comme décrit précédemment (2.3.1.4Protéolyse enzymatique|iidl s Z—£¢—-21+S1

™eielze'e'e-Z21eS—@1EZ1E " —eZjeZ17Zce*1eSlerde™e’'—Z21™7%

facon efficace et robustedes peptides de taille adaptée aux spectrometres de

—Se®Zl1Z+1™ se77501 72— 71 &Sk Q-t¥rimipdle’ Y Z1¥177>51

Z™Z—¢S—e81eS—@1Z1ES0e1sZ1S1* dle 7e'¢'Se’"—1Z1+S
résoudre les sites de Qglycosylation Ser-127 et Sefl32 (Sefl4d7 et Serl52 de la

‘ T1’——S-2@1‘1 Ze'e'eSe " — 17 10Me Uistribatidhl de¥ 7 E 1

sites de protéolyse plus dense doit permettre de produire des glycopeptides

™™seZ7501e 72—172—'8271 ce’ «Aihgi/lh pron@sé BEedst Sompesde

e 7—1 —-eS—e71 «7Z1 ™ piegiBlrl@oerit #¢&pacité de digérer
'—e.e3Se7-7—e1 71 82727271 MZ™BL KT EIZtEBEZLZ T L ™5 Z ek,

domaines «protégés 1™ S>1e Z—E " —«>Z—-7Z—elcee->'82721721EZ>+S'—7
massives, telles les glycanes Outre la protéolyse quasi-intégrale des régions
—"—1 ¢ E"Ce-Z@1l *Z1 +S1 ™>7e. 781 ™MZ>-ZeeS—e1 e S—.e"
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o CE"™MZ™Me'e7dle 20’ @Se'"—1e71e¢7Z¢e7Z]l1™>"e.SeZeles -1

site de glycosylation sur un peptide diffé rent.

Figure39: SéquenZ 1Z — 1S E '« Z e 1S-"— - ce POUINSGS CGB3 HUMAN)> "1
Les sites de Nlycosylation sont mis en évidence en vert, et les sitesghgc@sylation en rouge. Les
,e’eZmele S @psine-sonvédaddnt indiqués par un pointillé. Le peptide signal
MEMFQGLLLLLLLSMGGTWA est clivé dans la forme mature de la soni¢é. Figure réalisée grace
au logiciel Protte(185).

L -eZe+Z1aZotme équine de la choriogonadotropine (eCG) est encore plus
complexe, puisque son domaine C-terminal est potentiellement porteur de 12
O-glycanes, et bien que tous lessites de Oglycosylation ne soient pas
nécessairement occupés simultanément, un peptide trypsique peut porter
“7@§z ¥1"1 eedlydosylthtidchivec 5 sitesprésents sur 5 résidus successifs
(sur un peptide constitué de 19 acides aminés). Avec les outilsa disposition

S7““Zzse ‘72'1'e1Z7Z0eles 1IE " -™e'§7-1e7Z1E ' Z>E'Z>1¥1 eZ—e’0’7

ZeeZeedle S—Set®eZ1eZ1EZ®@leZ>—" 7> malyse teprdoWIE>7Z —+Z1+SY ¢
ZI—E " >721 00" 2YZ—ele' —'e.217—1eeCE " ™>"e."_"8§771-¥1e S—Setc
glycosylé Zoe1l " 721¥1e S—SeteZl1®S—mele>Se—7—eSe'"—j1 S—el-.
Z 8le '—e.>lele71eS1™>" _SeZleZle'—'e7>S1¥1«' - —77>1S71

résidus glycosylés sur chaque peptide.
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Cependant les peptides protéolytiques issus de telles digestions aspéciiques ne

présentent pas nécessairement deésidu basique a leur extrémité, ou méme au

®Z' —1eZ21727510-82Z—EZ1 ™>'-S">71 7153 —hsMe7cele-—>
efficacement Ainsi ¢ -+Se1 «71 @a@murd de ces peptides est souvent

réduit. Surtout, la fr agmentation des peptides devient tres dépendante de leur

séguence, aboutissant a des fragmentations irréguliéres et moins informatives

§77Z1« ">l 7-erfclassidiiedda trypsine qui génére des peptides portant

un résidu basique (Arginine ou Lysine) a leur extrémité C-terminale. Certaines

o767 @]l " —el—"—e3.1e '—e.51e]le SeS™e731e7Z@]l -—Z>'7Z @171
peptides non-trypsiques afin de provoquer des fragmentations

spécifiqgues (153). 7 «isation de fragmentation s steppeeenergy HCDpourrait
S'—®@'1™Z>—Zee5721eS1e-0ZEe'"—1e 2—1™ez@le>S—el—"—<>Z1>
y compris les fragments oxoniums, les fragments peptidiques b et y, ou les

fragments glycopeptidiques Y.

Plusieurs hCG ont été utilisées dans le cadre de cette étude. Deux échantillons

de hCG nous ont été gracieusement fournis par le laboratoire INRA

« Physiologie de la Reproduction et des Comportements», purifiées a partir

« 7>’ —Z70leZ1Z——7Z01 0 el ™' (E'tiIus (EGGEBBTLou">'*'—71 S«
™y E ™MSeZ-Z—ele "5 e — 7-CH,SAEIS bat de-compated leur

état de glycosylation. Un échantillon de choriogonadotropine é quine (eCG)

purifiée a également été analysé.

Le protocole de protéolyse entrepris a eu pour but de comparer, pour chaque
E'S—e'ee"—Fl e —e.5101 71 ¢S] e’eZee’"—1 SE™ - E’''§2Z21 2+’
e S™M™,"E ' Z1E+Se®’'§2210 «Ze'~—détuded aat adail 21 ™. E-
gue la pronase ne permettait pas toujours une digestion compléte de
e E'STaide ZeeZ1™S5e'E722S5'e-1S1e Sc™r0l-0.1S0e5’¢72-21¥1+S
desdeux sous Z—'e-eleZ@le’ee->7—eZ01l 1Z¢1¥1le —™ eSS _(EZ1e.:
stérique des différentes groupements polysaccharidiques. Afin de tenter
o« S7e—7—e7>51e 7+ ES & und ddubkigBstion-a Stéeentreprise, en
¢ <7eS—e1™Ss17—71e’eZ0e’ " —1le>¢™@'§72Z21@2'Y'Z1e 2—271¢"+Z
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1.2 Protocole de glycoprotéomique bottom -up et identification
121 > - ™S>Se’" —TeZle E‘'S—e’ee”—

Les échantillons de protéine ont été dilués a un rapport volumique 1 :1 dans
7—Z71"e72¢’"—1¢71 "ES><«"—SeZ1e ——"—7-10pHEBE" " —EZ—*>-,
La dénaturation des protéines a été effectuée en suivant un protocole
classiguement employé au laboratoire. La réduction des ponts disulfures a été
effectu-Z17Z—10"e2e’"—1 ™Ss1e S“"7eleZle’e ' "e'5.7e"e1 (0 Ul¥17
finalede10 — 10¥1™S>e’51e 7—710@"¢72¢' " —1e" E"1E"—EZ—+>-Z1W
incubée a 56°C pendant 35 minutes sous agitation modéréeApres retour a
température ambiante, les écha—e’e¢~— 01~ —e1l-0-1e5S'e. @ 1SYZE 121 '~
(IAM) & une concentration finale de 50 — 10¥1 ™ Sse’>1e 7— 710 eZ2¢'"—1m+"E
Se'—1e Se"CeZ>1e7@V@UBL=BE®A>L*Z27515>-SEe'Y e-i1l ZeeZ1l>-
déroulée & température ambiante pendant30m’ —ZeZ e d1¥1le "ceEZ>’+-1™ 751 .

la destruction du réactif IAM.

Les protéines sont digérées soit par un mélange LysGTrypsine, ou par la

pronase, ou par les deux. Dans les faits, la trypsine hydrolyse la liaison

peptidique en position C -terminale des lysines, comme la LysC, le mélange des

deux enzymes ne modifie pas les sites de protéolyse mais permet de diminuer

le nombre de misseecleavagesUne masse de ® ug de LysC-Trypsine a été
Ze'e'@-Z1™"2>1E'S8727Z1¢ 20" —81SYZEL17?—ABTCEZ2<S+'"—1+
sous agitation modérée. Les digestions a la pronase ont été faites dans les

—1_7®@1E " —'«'"—®1SYZE17—715%p¢ Ladoute difestibg —Z1+Z21 WV
LysC- ¢ ™e’'—7Z& >"—S®Z1S1E —r' ®@e-1¥1e'e.5751 7@l -E'S—
LysC-Trypsine puis par la pronase, dans les conditions énoncées

précédemment.

1.2.2 Analyse LC-MS/MS

S—Set®Zl ¢Zel GeeCE U™Z™e'eZ@l ™M>7e7'eel MS>1 ¢Ze1l
protéolyse a été effectuée par une approche classigue de protéomique bottom

up en LC-MS/MS.
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Le systeme de chromatographie liquide utilisé est un appareil de nanoLC

RSLCnano UltiMate 3000 de la société ThermoFisher Scientific. La

miniaturisation ™ Z>—Ze1l e 7e’'e’ S’ — 1 lettraspiay@Et/un -gath— ~

important en sensibilité par rapport a la LC -ESI conventionnelle. Une pré-

colonne de type C18a été utilisée (Acclaim PepMap100, diamétre interne 300

pm x 5 mm, taille de particule 5 um, ThermoFisher Scientific). La colonne

analytique utilisée est une colonne capillaire de phase C18 Acclaim

PepMapl00 C18 diametre interne 75 um x 50 cm, taille de particule 3 pm,

porosité 100 A, ThermoFisher Scientific). Les différentes phases mobiles sont

les suivantes : phase A (98%H 20, 2% ACN, 0.05% FA) phase A (98%H:0, 2%

ACN, 0.1% FA), phase B (90% ACN, 10%H-0, 0.1% FA).Un montage pré-

colonne/colonne a été utilisé, permettant la préconcentration des échantillons

dans un volume inférieur au volume total de la colonne analytique (2,2uL

environ). Les échantillons ont été injectés en triplicats dans un volume de 2L,

dans une boucle de 20pL. lls sont ensuite chargés sur la pré-colonne C18 dans
7—721™M'SeZ1-"<CeZ1E -™ @ -Z1¥1WV Vim+Z Larofalighl 7 — 1e < e1e7
de la valve portant lapré-E~ ¢~ ——7081[1-"—Z72Z20e1S™> cele '—“ZE+" ~—3
de cette derniere «en ligne » avec la colonne analytique (dans le méme flux de

phase mobile). —'e¢’'SeZ -7 —e1E " —-™"@.-Z1e 7—1—-eS—e71¢71 ™ 'S e
phase B(1%), la composition de la phase mobile augmente de facon linéaire a

40% de phase B en 60 minutes. La proportion de phase Bst ensuite rapidement

™™e.7Z1¥1 V-17¢1-S"—eZ—771 ™7 —eS—e1 W[l -"—Z7¢Z@1Se’'-
fortement retenues (flush), puis la composition de la phase mobile est ramenée

a son état initial (1%B) et équilibrée pendant une durée de 30 minutes.Ce

gradient permet une séparation dans le temps des peptides en fonction de leur

hydrophobie, principalement. La séparation a été faite a un débit constant de

300 nL/min.

Le systeme de chromatographie liquide a été couplé avec un appareil de type
QqOrbitrap (Q Exactive HF, ThermoFisher E'Z —e¢'«' EUd1 ¥1le S’eZ1 e 7—71 ¢
nano- i1l Z1e-—S>>SeZ1eZ1e SESZ2'®R'*'"—1E E—E’'+Z1SYZE1L+S

pré-colonne et de la colonne analytique (Tinecion + 5minutes), pour une durée de
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60 minutes. Le mode de fonctionnement utilisé dans cette étude est
couramment dénommeé ToplO: un scan MS (résolution 60k, automatic gain
control (AGC) target3e6, e Z—™oe 1« '—*“Z (E « ' "60 s, §ammi de masse
3751500 m/z) ce 72’ Y ' 1+ Z 1 2@ seahEz MS/MS en mode DDA(top 20, exclusion
dynami que des précurseurs fragmentés pendant 20 s, exclusionsystématique
des ions 4z = let z > 8, résolution 15k, AGC target1e5, e+Z—-™@l s '—“ZE+'"—1

maximum 60ms).

L -—Z>e'Z1eZ1e>S -7 —NdBmalizedlCollisidnal Energya été fixée a une

valeur de 28 p~Z>1 +p®éMe classique. Dans le cadre des fragmentations

steppeeHCD, les énergies ont été fixées al0, 18 et 28, apres optimisation.
Ze'o'®Se'"—1 721 1 ¥1<<Se®Zl -—Z>¢'Z21 ™MZ>5-7e1 —"eS——7-

—'e>Se’" 171 -"—"@SEE"'S>’ 7 e ldbterlr HesSamgmentS £7 77212721

ceCE"™Z™e'e’57701 ™Mozl —e >-Se’e®@dle 201 Z—1E —eZ>YS

par les ions oxoniums a bas m/z.

1.2.3 lIdentification des glycoprotéines

Les fichiers bruts obtenus par spectrométrie de masse (chromatogrammes et

spectres) ont é¢ traités avec le logiciel ¢ "¢ Z —e’' ¢’ ESe’"—T1e.0'.1¥1eS1™5%e."_
Proteome Discoverer 2.2 (PD2.2)du fabriquant ThermoScientific, et le logiciel
PMi-Byonic v3.3.3de ProteinMetrics d 1+ -+'-1¥1e S—Set®@Z1leZ®el @®lZel1—"

des glycanes

Les spectres MS/MSont été filtrés (node PD 2.2 Spectrum Selectpravant

¢ —e7Z557eSe T 1 —"eS——Z—e1™ 7510 —751eZ@1le™ZE>Zce
de précurseurs de plus de 10kDa ou les spectres MS/MS dépourvus de pics a

un niveau de S/N suffisant. La banque de séqueaces protéiques utilisée contient

les séquences, annotées et validées expérimentalement dans la baswissProt,

de la hCG (une séquence pour lasous Z — '« - 1 ... 1 Z nted poar Bisdusunité

t [Les sites de coupures recherchés sont réglés sur mon-spécifique » dans le

cas des échantillons digérés a la pronase (ou LysETrypsine/Pronase), et sur

«full-trypsin - 1 G o’ «Z ce lyse' typsique aux deux extrémités du peptid e)
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avec une tolérance pour un maximum de deux sites trypsiques manques, afin
de tenir compte de la faible accessibilité de certains sites. Une tolérance de
10 ™™ _Te 7552751007251 S1-20072>21+Z12@PIVEZNW™ ZEZ300834V 1
les m/z des ions fragments est permise. Les modifications communes des
peptides sont recherchées. Carbamidométhylation des cystéines (réglage de
fréquence de la modification, common®; Oxydation des méthionines
(common2; Déamidation des asparagines ou des glutamines ¢ommon). Les
banques de données de glycanes les plugomplétes ont été utilisées pour tenir
compte de toutes les glycoformes possibles et pour optimiser le processus de
validation : banque de compositions de N-glycanes contenant 309 structures
(rarel), ou de O-glycanes(contenant 78 structures, rarel). Le nombre maximum
de modifications autorisées sur chaque peptide est fixé a une modification rare

et deux modifications communes.

1.3 Reésultats
131 >S’eZ-7—el1eZe1>- @ivgatonoels —-«

Zeel>-oezeeSecel’ e cedtionldeZ filycopebtides «gar le logiciel Pmi-
Byonic ont été filtrés sur la base de données statistiques, spectrales, et

structurales.

Z1 E">Z1s 'eZ—e'¢’E&Se'"—1Zc®eel7—721¢"—— Z1ESEZ2+-Z1eZ
fragments identifiés dans ce dernier, selon un systeme de bonus/malus donnant
™e7@1™21-""—0@1leZ1™’ee1S7il'"—m®l®eZs"—18% 'seloe™'Z—
glycosylée ou au contraire redondants. La valeur statistique PEP Posterior Error
Probabilit) quant a elle est globalement équivalente a une p-valug

>Z ™5 .07 —eSe'YZ1eZ1¢S1™57<Sc’'e’e.187Z1 'eZ—o'o'ESs’"—1ce
partir de plusieurs données statistiques (Score, Delta de m/z du précurseur,

etc).

Cependant,  Ze’¢’0eSe’'~prdtéolyst non spécifique pour la O-
glycoprotéomique augmente considérablement le nombre potentiel de

produits de digestion. La digestion in silico Zele '—eZ>5"eSe’" —1e7Z01<S—877
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données requierent donc une puissance de calculimportant et demandent un

temps de recherche important. S—SeteZl ¢« 72—1 — =71 '—™75e8
e E'S—e’ee" —®1IE " —+72'@S—e1¥1leZeleZ-™@le"eS7ileZ1>ZE"
excéder plusieurs jours par échantillon), il a été décidé de cibler les banques de

séguences protéigues au maximum et e ne conserver que les séquences des

protéines possibles. Par conséquent, » Z+'e’@Se'~—1 ¢ 7 rarfltmiSte-3771

(decoy pour le calculer du taux de faux -positifs (False Discovery Rate 01— Zcee1

pas possible. Ceci conduit également & ce quee 7+’ «’ ceéxellisivelde la PEP

pour filtrer les PSMs (Peptide Sequence Majcincorrects conduise a des

identifications aberrantes. D'autre part, le fait de baser le filtre uniquement sur

la valeur de Score entraine également un nombre élevé d'identifications de

qualité médiocre, du fait du poids important de certains ions non discriminants

dans le systéme de scoring par bonus/malus Par conséquent, nous avons défini

une stratégie permettant une meilleure automatisation de la validation des

données. Les especes identiiées avec une valeur de Score inférieure a 10@®u

une PEP supérieure a 0,05 (5%)nt été supprimées.Les peptides non glycosylés

ont également été supprimées.

La combinaison de différents monosaccharides conduit parfois a la production

e 7™ EZeIOM™MESZZES1S1YSe' eSe’" —1e7Z0]1 ' eZ—e o' ES:'"
manuelle des spectres a montré que les especes identifiées comme contenant

™e7le Z—1e7E ™~ eZ1l ce” — +ibdtifs, Jpoubla’ plupar? résaltest e

la confusion entre un NeuAc (M =2910954Da) et deux fucoses

(M =2921158Da, i.e. 1460579Da par fucose), combinée a la mauvaise

attribution de la masse monoisotopique du précurseur ((Figure 40Tl Z>>72%>1

théorique de cette confusion est de 42ppm (10,2 mmu), mais laprésen@EZ 1« '~—cel
diagnostics permet souvent de trancher en faveur des glycopeptides non-

fucosylés ou mono-fucosylés. Pa précaution, toutes les identifications de
ceCE"™MZ™e'eZ@]l ™M re77501 721 MeZele 2—1 7E " ®ZL"—e1 -

approche.
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Figure40: Spectres illustrant la mauvaise identification de peptides ffudbsylés.
(A) Spectre MS HIIScan précédant le spectre MS2 incorrectement identifié. (B) Spectre MS moyenné
de 0,2min avant & 0,2nin aprés le spectre A. La fleche omimglique le précurseur incorrectement
identifié, tandis que la fleche verte indique le précurseur correa spettre moyenné. (C) Spectre
MS/MS séquencé comme APPPSLPSP3fexNAc(2)Hex(2)Fuc(2) montrant des fragments
oxoniums caractéristiques du NeoAux m/z 274,0924 et 292,1034.
Z1S3"—1 0’ —'+S'57281« S—SeteZl -Sesperes Kéntitesl cc ™ ZE > 7
com—Z1™">eZ7@7Z1 7z—1>(romsse Hu ZESIHE M = 307,0903Da) ont
—"—e>.1 87 "1 ceplGs prelmatdemant «Z1 +S1 E"-<'—S'e"—1+ z2—1>-ce
NeuAc (M =291,0954 SiilZs+1« 7—Z7Z1"¢=>15992910d). Des études ont
—"—e>.1 ¢« S<ceZ—EZ1 71 e« — Zptoditcifon- e » NeuGd eted
« " ——27186) rendant la présence de ce monosaccharideanecdotique dans
les glycoprotéines humaines Z « 1 « 7 Zrit&tation de monosaccharides issus de
« Se’'— 7 — (B¥) Lesidentifications de glycopeptides contenant des résidus

NeuGc ont également été supprimées.

Les glycopeptides ont ensuite été triés en fonction de leur séquence et du/des
Sites +Z1eeCE " RCeSe'"—1857 "ol ET¢NVEZ ¢t B 22 Aol + 71
12, et sites de O-glycosylation O1, O2, O3,et/ou O4).

“731e7Ze1 E‘'S—e'ee” —@le ‘ l1e'e.5.1™S51eS1 ™" _SeZdleZ]

a éeliminé en moyenne 904 % des paires «glycosite . glycane » identifiées et
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pouvant apporter un doute quant a leur véracité . La majorit¢é de ces
identifications ont été éliminées sur la base de leur Score ou de leur PEP, le
«filtre multi -Fuc» éliminant 24,6% des paires identifiées en moyenne, et le

«filtre NeuGc » en éliminant en moyenne 5,7%.

1.3.2 Comparaison des méthodes de protéo lyse

Les différentes stratégies de protéolyse ont été évaluées et comparées sur la
base du nombre de glycopeptides distincts identifiés pour chaque site de

glycosylation (apre s filtres, voir partie précédente).

Figure4l: Compar&on des glycopeptides identifiés pour chaque siteglgcsylation avec
différentes protéasésl ™~ 751+ - (E ‘' SCY+dvec urelNCE fixe
T : LysC/Trypsine. P PronaseTP : LysC/TrypsinePronase.
"72>1+S1ES>SEe->'@Se’"—1+71-glycanes deda hGG lla ifygesine
Zoe+sl1®eS—@l1E " —eZ®eZle Z—E£C-Z1+Z1E" 7 jil Zze'e'@Se "—1-
™y.e'e702e¢’"—1 e>¢™Me’§27281 —7Z1 ™MZ>—-7¢187 7Z—atiop-"—<>Z1 —S>e
eee. 37 —e70031SZ1 ™5 jle 7—Z1<S’eeZle’'s— diOB>'YZ1eZ21—"-
Figure 41).

ZeeZ1™Sse’E2eS>'e-1™% 755510 Zi™e'82751™S514S1¢"——71>
glycosylation sur la protéine et leur relatif bon acces pour lesprotéases. Il est
possible que la pronase produise des peptides de tres faible longueur (pouvant
se limiter a un ou deux acides aminés comme reporté dans la littérature), et que
ceux-ci ne soient donc pas retenus sur la phase C18. De tels gptides seraient
S'—e’l-e'—"—.ele s leZ1le .S "CAtlelFpctheseRStsolehiue > S~ —i
™Ss1e SceZ—EZ1E™ s/ aZeT e 7.18M MY 5 344 7 oot 'wF . L Xt T W 1

échantillons doublement digérés. En effet, la double digestion LysC/Trypsin e-
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Pronase doit produire des peptides de taille inférieure a la pronase seule, mais
pour ces trois sites de Nglycosylation la totalité des glycopeptides identifiés

est perdue. Les glycopeptides identifiés sont également tous glycosylés par des
formes de masses importantes et majoritairement sialylées, plus susceptibles

e le37157¢7—717Z—1 )

Alternativement, la faible spécificité de la pronase pouvant conduire a des

peptides de tailles variables, il est également possible que le grand nombre de

peptides diee->Z—e01 S’'—@’'1 ™M>"e7'eel ZeleZ7>1¢S'ceZ1 7’ ESE"
»Z@ ™" —eSceZ1e71eS'«eZ1—"—>Z1e 'eZ—' ' ESe'"—1™SeES—

Figure42: Comparaison des glycopeptides identifiés pour chaque sitglgecSyation avec
elee.s7—e7@1™5% .S Z0edICY aveclune KEEixes 'oe™ —1°
T : LysC/Trypsine. P Pronase. TPLysC/Trypsine >~ —S@Zil Zoeloe ' «Zoels 8Ei0kés Y1 — S¢S —-:
dans ces expériences, les peptides comprenant entre autres ces si@smnséntés.
Contrairement aux N -glycopeptides et comme attendu, les sites de O-
glycosylation sont mal caractérisés par la trypsine, mais de facon plus
surprenante ne le sont pas non plus par la pronase ou la digestion trypsine -
pronase (Figure 42). —1 ¢-¢S’e@d1+S1e>¢™@'—2Z1 w2221 —71 ™Z>5-7
e SZEZ—1ee¢E™~™ 7 Med e Zilidive” sk de O-glycosylation de facon

exclusive (les O-glycopeptides O2 et O4 identifiés le sont également avec la

pronase).

Il est probable §27Z1«Z@1™Z™e eZ@l ™ 5¢77>0e hychsydtibn-'32721e’'+2Z1
® ‘el T —e1l ™>7e7'e®ed]l "Bl "BlcaBa¥ 23 lZ te.@d] o
o '— o5 e7(Ee’"—1eZ1S bieppadZbD-+Se’ " —1
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1.3.3 Fragmentation steppedHCD

Le mode de fragmentation steppeeHCD consiste autiliser plusieurs énergies de
©>Se—Z—2Se’" 1S’ —1e S7e—7—751+S1E"2YZ>%2>21+Z®e1+>S—
EZsezeZ1 il "zweleZ®le>Se—-Z—e@le ™ —+1'—“ZE+-®le' —7°+S
(Orbitrap) et un seul spectre MS/MS composite est généré@.

Figure43: Principe de la fragmentation stepgd@D.
"——Z1eS—e17Z—1™>"e"E"eZ1E+Se®’'$772817— SR pArdE —E1+S—oele "o
guadrupble et accumulé dans ldr@p. Les précurseurs soehsuite séparés en 2 ou 3 fractions et
>Se_7 —e.021¥1e’ee 57 —e01—"YZ2S7ile -—7Z>¢'211 Z—0elZ—-<sZ1eZ01>Se—7—.
Ze1E"—e7'¢1¥1S1™){le BEECIE MSIMSZ — 17—’ 3

1.3.3.1 Isolation des sites de O-glycosylation
Le but de ce mode ¢Z1 ¢>Se—7—eSe’"—1 Zoeel o 'eZ—e'a'751 ¢71 —~;
glycopeptides, en particulier cez>1+Zelme’'«+Zel W1Z1 Yd1l—"—1'e"+- 1"

Figure44: Comparaisodes fragmentations a energie uniquestappeeHCD ™~ 751 'e7 —e5e ' ESe’'~— 17
O-glycopeptides produits par une digestion par la pronase.
-E 'S — -’ « «C¥-ebt utilisé pour cette étude. Le nombre de structure identifiées est indiqué pour
chaque glycositayvec la fragmentation steppelCD (Step) ou classique (Fix).

Pour la premiére fois dans ce projet, des glycopeptides porteursuniguement

des sites de glycosylation O1 ou O3 ont été identifieés avec une qualité suffisante
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pour passer les filtres appliqués aux données (Figure 44). La digestion par la

pronase associée a la fragmentatiorsteppeeHCD S1™ Z>—"0ce 1+ 'sufleskes’ 7>
O1 les glycanes HexNAc(2)Hex (2)NeuAc(1), HexNAc(1)Hex(1)NeuAc(l), et
HexNAc(1)Hex(1)NeuAc(2) , ainsi que le glycane HexNAc(1)Hex(1)NeuAc(1)

sur le site O3 (Figure 46).

SZe>Zel oo ¢ E~™Z ™. jfeitifid Pour tesesites mais les données
®eSe' ®e'8§7Z®@1—Z1™Z>—ZeeZ—e1™Se1eZ7>1YSe’eSe’"—il o' —:
®MZEe>Z08Lle S7e-7Z—Se’"—1¢71S1E " —EZ—>Se’"—172—17
envisagée, par utilisation de méthodes de purification préalables a la LC.
Cependant, les glycopeptides représentent 11264 spectres sur 11897 spectres

& 1'eZ—e’e’.@1eS—cele -G @géré besTaprbhase et fragmenté
a énergie constante, soit 94,7% des RMds sur les trois réplicats. La tres forte
proportion de glycopeptides produits par une digestion par la pronase laisse
¢ T— E1™MZ71eZ1E'S—EZoele Sie-Z—Z5172—E " >Z21+S1™> "™,
digestion, mais peut toutefois permettre leur concentration dans un volume

plus faible.

S’ e e S -eiz WevgB/eopeptides de taille relativement faible et donc
o ‘Co> ™M V("7 e 0. 781 Fe'e’ @S " —1eZ1—-0"eZleZl> 07— —

composeés hydrophiles (par exemple HILIC ou PGC) doit étre envisagée.

EnNfin 812 —Z721—"2YZeeZ1—-¢'"o71¢ 'glfcepeptits $at’ présenteece

dans ce chapitre (Partie2, Analyse approfondie des données spectrales pour

o« o7 —e' ' ESe’T—1 o71 ee¢E" ") ef @ Inentré- "deés Sésidltets
'—es7Z@EeS—erl ™M~ 7> le NgkeopeptidEsSpel -abbndants. Cette

appr "E‘Z1™%7>5S’ed1 @ SY->Z>17e’¢71 ™" g copeplidesspelE Se'"—1+Za

abondants ou faiblement ionisés.

1.3.3.2 Reduction du taux de faux-positifs
S — S« ¢ e Alyedpapiides identifiés sur les sites O2 et O4 semblemontrer

que la fragmentation classique est Me7 e 1Z+ee  ESEZ1ES>1Z¢eZ1™ 75755’
7—1 ™Mezm@l o>S—el —"—3Z1 s Z@™ EZ®il Z™Z—eS—e31 EZe-
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Y eZ—EZ1le '—™Zre7ZEe’"—1eZ0@1See"> " gRopfeptitled —e' ¢’ ESe’ " -
mais également nare processus de validation dans ce contexe.
Tableaus : Structures Gglycanes identifiées pour le site O4 delahCG "> le Z—Z1e’'eZ0ee’ " —1™S51

pronase, comparaison des méthodes de fragmentation a énergie constapieedtHCD .
Les structures identifiées uniquement dans le cas de fragmenteZigrelasique sont mis en évidence.

hCG-CY . Site O4 . Pronase NCE constante | Stepped-HCD
HexNAc(1) + +
HexNAc(1)Hex(1) + +
HexNAc(1)Hex(1)Fuc(1) + +
HexNAc(1)Hex(1)NeuAc(1) + +
HexNAc(1)Hex(1)NeuAc(2) + +
HexNAc(1)Hex(1)NeuAc(3) + -
HexNAc(1)Hex (2)Fuc(1) + +
HexNAc(2)Hex(1) + +
HexNAc(2)Hex(1)NeuAc(1) + +
HexNAc(2)Hex(1)NeuAc(2) + -
HexNAc(2)Hex(2) + +
HexNAc(2)Hex(2)Fuc(1)NeuAc(1) + -
HexNAc(2)Hex(2)Fuc(1)NeuAc(2) + +
HexNAc(2)Hex(2)NeuAc(1) + +
HexNAc(2)Hex(2)NeuAc(2) + +
HexNAc(2)Hex(3) + -
HexNAc(2)Hex(3)Fuc(1) + +
HexNAc(3)Hex(1)NeuAc(1) + -
HexNAc(3)Hex(2)Fuc(1)NeuAc(1) + -
HexNAc(3)Hex(3) + +
HexNAc(3)Hex(3)Fuc(1)NeuAc(2) + -
HexNAc(3)Hex(3)NeuAc(1) + +
HexNAc(3)Hex(3)NeuAc(2) + +
HexNAc(5)Hex(3) + -
HexNAc(5)Hex(3)Fuc(1)NeuAc(1) + +
HexNAc(6)Hex(3)Fuc(1) + -
HexNAc(6)Hex(4) + -
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En effet, au premier regard on dénombre pour le site O4 de cet échantillon
(hCG-CY) un total de 27 O-glycopeptides identifiés ¢~>cele 7—Z1e¢'eZ0ee’'~—1 ™S> ]
pronase, dont seulement 17 avec la fragmentationsteppeeHCD, tandis que la

fragmentation classique ab~Ze’e1 ¥1 ¢ 'eZ —e¢' ¢’ ESe’"—1 ¢Z1 ¢S1 " eSe’e

espéceqTableau 4). Ici les glycanes ne sont représetés que par leur

composition car, contrairement aux N -glycanes qui suivent une biosynthése
bien connue, la formation des O-++ ¢ ES—Z7Z @1 — Zoe*l1™MS®l1S7er’'l1< Z—1
leur structure doit étre déterminée uniquement sur la base des données

spectrales, quisont parfois insuffisamment informatives.

S—SeteZ1-S—77¢¢71¢7Z001e™MZEe>7Z@1Z2iEe20'YZ-7—+15—-
fragmentation classiques montre cependant un nombre important
« —EHZ—EZ®il Zel 'eZ—e e ESe " —@®dl ®z2YZ—1 ;e

présentent notamment des propriétés spectrales faisant planer le doute sur leur

robustesse comme illustré en|Figure 45[i1 S< >¢31¢S1 ™. ceZ—EZ1>- EZ>>7-

fragments oxoniums liés aux NeuAc dans des glycopeptides identifiés comme

— Z—3eE-S—e1™MS®l-"—>Z2187 'e1Zk*l— EZe®S'>Z1Z1"
™. Z—EZ1"21s S<®@®Z—EZ1S—">-SZ1HEd Gpeoslant>Se—7Z—+e1
™e71 E " -™e'87-1¢ S7e"-Se’®@Z>1 EZ*+Z1 <eZ>YSe'"—81—"+S
composition du glycane ne présente riZ—1e+¢ S—">-Se1 ' &' 81 E~—>S'>72-7-
espéces multifucosylées déja éliminéesil Z1™e70edle S<coeZ—EZ1eZ1ce’+—S:
aux fragments Y (peptide portant des fragments du glycane) ne permet pas de
E"—e'>—7Z>51 ¢ 'e7Z—e' < ESe’"—1 @ément le Eag opour les— -
glycopeptides correctement annotés. Ici, on observe notamment deux

fragments a 1163,63n/z et 1366,72m/z, correspondant trés probablement a la
™75071721S1 Zj E1e'>7ZEe+7Z—-7—+A203A9D8) NeSigntd elte Z 10 —

peptide d églycosylé serait donc a une valeur de m/z de 1163,63, et non pas de

1292m/z comme ici calculé ([M+H] *précurseur =2184,0Da et [M] giycane = 892 Da).

Ces erreurs étant retrouveées de facon récurrente dans les identifications
exclusives a la méthode de fragnentation a NCE constante, mais non détectées

lors de fragmentation steppeeHCD, il semble que la couverture des fragments
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™>%e7’e@]l MS>1 EZeeZl eZ>—" >21 ™M7>-7ee71 71 @ SeesS—E"*"
Z>>"—.7Z@il '—e'81EZ*+Z1S™ ™, " (E erhief, camd vétificatiorr Z1 ™ 7' e §7 .
—S—7Zee71e7Z@10e™7ZEe>Z0d]1lsZlogiifSee>S—E '>1eZ1EZ01S7;

'2—187 ZeeZ1 —71 @ 7e1l MSel’—+' e YtEppeclCR T td «S1 e>Se—7-
E~"—@Z>Y-Z1 ™M~751 « o7 —glycofieptides—trypsidesl mais les
résultats des deux méthodes de fragmentatio —1 ;@™ —e+1 E~"— e Z>Y -0l ™7 e §:
™Z5—Ze0Z—e1E'SEZ72—217—1—"-Z1—"—1— 0e'e7SceZ1e "¢ —
Figure45: Spectre MS/MS du glycopeptide LPGPSDTPILPQ porteur dgltane
HexNAc(2)Hex(3).
(page suivanZ i1 S 1 ™ . ce dxenmBhux iz 284,09 et 292,10, issus du NeuAc, invalide cette

identification. De plus, la relative faible abondance des ions glycopeptidiques Y ne permet pas de
E"—e'>—Z>1le "eZ—e' e ESe 1™, M . 7]

~ 140 ~



~ 141~



1.4 Glycosylation de la hCG et origine géographique

Les développements méthodologi ques précédemment introduits (digestion
aspecifique, fragmentation steppeeHCD, traitement de données) sont utilisées
pour identifier avec le maximum de confiance les structures des glycanes
présents sur les 8 sites de glycosylabn de deux hCG urinaires différentes de

™MS31 e “3'e’'— 71 - "e5S™UE77] e _e] ;" —el 'cecelidsipl cZ0el 7 —-

comme expligué précédemment (paragraphe |1.3] de ce chapitre), les N

glycopeptides ont été identifies en utilisant | e protocole bottomup avec une
digestion trypsique et une fragmentation a NCE constante ou en steppeeHCD.
Les O-glycopeptides quant a eux sont issus des digestions par la pronase et la
fragmentation steppeeHCD uniquement. Seuls les peptides ayant passé és

différents filtres (détaillés en 1.3.§+ sont conservés. Seules les compositions des

glycanes identifies sont fournies par PMi-Byonic, les structures SNFG

indiquées dans la table ci-dessous|Figure 46) sont déterminées comme les plus

probables au vu des informations spectrales, des structures annotées dans les

banques de structures glycosidiques, et des connaissances surd biosynthése

des glycanes dont nous disposons.Elles pourraient néanmoins étre erronées,

—"eS——-7—eleS—@le Z—E'S'—72-72—+1+7Z®1-"—" ®®SEE'S>'*Za

Zel ™M7755S'Z—e1 1571 € —e'5—-Z@1 ™MS>1 ¢ S7es7Z@1 +ZE"'—'§7

e '—e>7 e 7 (E " -ectronlricced® mobilité ionique, ou encore par des

approches de biologie moléculaire.

Figure46: Comparaison des glycopeptides identifiés pour chaque siteetldeNOglycosylationentre
©Z27i1-E'S—e’ee”—celes “>'odistidotesle-"e>S™ 577

(page suivante) Structures SNFG des glycanes identifiés pour chitéejde glycosylation, obtenues
par approche bottomp (trypsine ou pronase, NCE constante ou stegp€d).
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Cette table met « S<~>en évidence une certaine homologie de structures
glycosidiques entre les deux échantillons, puisque 159 structures sont
communes entre les deux échantillons sur tous les sites,tandis que 30 ou 95
formes sont uniqguement présentes dans séchantillon hCG-BBT ou hCG-CY,

respectivement.

Cependant, on peut également remarquer un nombre non négligeable de
structures identifices uni §2Z2—-7Z—e+1 ¢S—cel s 7—1 "721 ¢« S7e>721 ¢Ze1 -
Certaines caractéristiques des glycanes exclusivement identifiés dans

e« .E 'forhCG- 1771« -E'S—-«’ +GY-sofit'regroupées dans la table

suivante (Tableau 5).

Tableaub : Comparaison des caractéristiques des gbgalentifiés uniquement dans un des deux
échantillons.
Les proportions sont exprimées relativement au total des glycanes identifiés uniquement dans
o -(E'S—¢’ " | psEAract@istiops Mises en évidences sont discutémsres.

hCGBBT hCGCY
Formes exclusives 30 95
Fucoses 12 42
40.00% 44.21%
Mono-sialylations 4 23
13.33% 24.21%
Di-sialylations 5 10
16.67% 10.53%
Tri-sialylations 2 7
6.67% 7.37%
>3 NeuAc 0 1
0.00% 1.05%
High-mannoses 3 7
10.00% 7.37%
Hybrides 3 6
10.00% 6.32%
Complexes biantennaires 5 21
16.67% 22.11%
Complexestriantennaires 2 24
6.67% 25.26%
Complexes >3antennes 7 21
23.33% 22.11%
Antennesdi-galactosyées 6 5
20.00% 5.26%
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La fucosylation des glycanes ne semble pas survenirpréférentiellement dans

e 7—17721+ S7e>71 <7 qealec0%-et-44% desoglycanes exclusifs étant
c7E"eCe-eleS—oele - E‘'S—e’ee”—1 . Slloh«absefvd uA lEgef Z E 'Y Z -7 —
défaut de mono-sialylation ¢«S—oele E‘S—e’ee”—1 10WY-1Y0RilXZ-0d
également plus de formes di-sialylées dans cet échantillon que dans

e E'S—e’ee”—1 10W]-1Y®RiI1IWW-0i1l ¢"<SeZ—-7—e31+S10’SeCs

1 S 1ir d8 relativement peu varier entre ces deux popul ations.

Une des différences les plus notables est la proportion de N-glycanes

complexes triantennesd 1872Se>71¢ el ™e7el1e>S—eZ1+:CSrguele -E'S—e’
eS—oel-+ -E'S—BBF Onlrétrouve dans ce demier une plus forte

™MLY TM ™5 60" ] o S — e Zgalactdopees— Bm e particulier les N-glycanes
E"-™eZiZ®l X Z1Z+1 Z "d1'eZ—'¢ - ®1>Z™ZE'YZ-2Z—+1®?Z
vs. 5%).

1.5 Conclusions

Les développements méthodologiques introduits dans cette partie ont montré

un intérét certain pour la résolution des sites de Oglycosylation de la hCG,

mais également pour la meilleure qualité des identifications. Néanmoins, il

0 Zoesl -+SeZ-7—+1tfavail>déd gatidatien manuel était requis afin

o Y'eZs1eZ®@1Z>>Z272>01e 'eZ—e' ¢’ ES+'~ —dddigéstiohPArZ 1+S1E"~ -« -
la pronase et la fragmentation steppeeHCD ait permis, dans cette étude,

© S7e—7—2751+S1E~—+'S—EZ1+Sycapcpridigeel’ e7 —+'« ' ESe""—m@le

Zoo'ESE ' e-1 9721 ¢S1e-0ZEs'"—1eZ1eZelesCE ™MZ™e'eZr]l Z
limitée par la capacité de rétention de ces analytes en chromatographie liquide.

'— > 7 (Ee " —1e S7exZel—-e'""eZ®leZle r MEHHIG ' A—51 —"+S——
LC-PGC, ou la LC multidimensionnelle (HILIC -C18, C18PGC, etc) pourrait
™Zs—Zee>371e S7e—7Z—e7>171—"—> tidbs AéteMabies.ce Lo ¢ E~"™Z ™

Des différences structurales ont été mises en évidence entre les glycopeptides
‘e ®Z®eleZleS1 1 "5’ —7Z1ESAE Slee B ZNB 0#i'1Se 52210 U

mais ces résultats pourraient étre approfondis a différents niveaux. S<”>+d1
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2—Z1S™MM,"E'Z1872S—'eSe’'YZ1™7 7555’1 ™75 700571 Ses’—7
eZ1e'—7Z@eZ187 7—71 o’ abf¥enfd p@sehed— L2 fuantification

eZ1leeCE e >—7Z01™Z7Z>—-Zee>S e .¢SeZEeull »ded techfiqués 1+ ZeeZ1
de filtration, pouvant aboutir a des conclusions erronées lors de

e '— o7’ ESe " —1e Ze™ EZe1™Se®eS—cleZl“ZeeZerlZlE

facon relativement simple & mettre en place serait le marquage isobare TMT.

S ™ ™, ~ E dblvre a™seulement été effleurée au cars de ce projet, et
principalement pour la sous-7z—'¢-1 ...1 ™M7' @87 ZeeZ1l — Zoeel —"¢'¢’.713§;
maximum de deux glycanes. La complexité des comhbinaisons possibles des
glycanes de la sous z— "« -t tedr superposition avec un nombre important
« .+See1 «tiont d8 la glycoprotéine rendent ce travail extrémement
complexe, mais nécessaire. En effet, un des réles des glycanes de la hCG est de
former une enveloppe hydrophile et chargée, modifiant ses propriétés physico-
chimiques et sa reconnaissance par les réc@ eZ7>0e1 —Z—-<>S—S'>Z0il Ze-
combiné des glycanes est donc au moins aussi important que leurs structures

individuelles.

Il faut également insister sur le fait que les échantillons analysés sont issus
¢« 7y —Z®leZ1™ei®'Z>®1leZ——7Z01pdd>» Céapeombtdnel7—10Z7-1
normalisation des glycoprotéoformes présentes par effet de moyenne.
Z™7 —eS__—e8le S—SeteZ1l+71E" " ditlepourrafEdiporer ee” —oe 1’ —-’
eZel> ™" —©Z®el87S—e1¥le —™MSEel®Z>1eSleetE @CeSe -
conditions physiologiques, comme ¢ !eZ1e¢Z1eS1e”"——7707281 21+ -Y eze'"

glycosylation au cours de la grossesse.

Enfin, la significativité biologique de ce s structures pourrait étre étudiée par
des tests de biologie moléculaire Se’ —1e¢Z1e-¢7>—"'—7>1ce'leaBsE"Y' s 170
glycosylées est altérée. Ces conclusions pourraient étre une piste pour
expliquer les différences de réponse aux traitements de la fécomlité chez la

femme.
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2. Analyse approfondie des données spectrales pour
¢ el — ' (ESe T —1eZ1esCE " eH-ZR1l-"—">"S5">7

2.1 Introduction et problématique

Z1e->"2e7—7—ele-—.5>Sele 7—717{™.>'7 —l(BtiOMUBAeUt ¢ E~ ™ > e .~ "
se résumer en trois étapes La préparation consiste a produire des
e (E"™M7™Me’e7]l ¥1 ™MSse’51 o671 ¢ - (E‘S—e'ee”—1 '—'¢’'Se]1 ™S
comprendre purifications, préfractionnemen ts, enrichissements et séparations
chromatographiques ou électrophorétiques, au niveau des protéines ou des
peptides. S—Se¢®@Z1™S>1@™ZEe>"—-¢>'21¢721-Se®@Z1Z—1S—7
la masse des ions formés et, apres leurrhgmentation (MS/MS), de mesurer la
masse de leurs fragments. Les informations ainsi collectées permettent de
©-872Z—EZ>12Ze1e o7 —o'e’ 7> 1sglymahed plidieurs/ apitathese 7 7 >
différentes mais interdépendantes sont possibles, dont le séquencage

peptidique de novgla comparaison a des banques de séquences protéigues, ou

a des banques de spectres.

Cesdifférentes méthodes se basent sur lamassedes fragments peptidiques et
glycopeptidiques pour identifier le précurseur fragmenté. Cependant
« Scflance desdits fragments est trés dépendante de la nature du
glycopeptide et de sa concentration initiale. Si la majorité des protéines sont
glycosylées, la forte hétérogénéité de ces modifications conduit a des

concentrations parfois trés faibles pour une glycoforme donnée. De plus, et

comme explicité précédemment (cf|2.3Glycoprotéomique bottom -up), la faible

ef e ' ESE’'e-1e "—'Se’"—1eZele*CE " ™MZ™Me'e7ele’'—" —7%71¢e S7

eZe1l *>Se+—7—é&ék 1Une -solution envisagée au laboratoire afin de
confirmer ou de proposer une identification précise des spectres MS/MS
eS'ceZ—7—+1™Z7™e..ddshoepdttions setdinees xes ions oxoniums
(fragments de sucres).En effet, chaque monosaccharideproduit des fragments
spécifiques (188), en particulier : les fragments mono-«-ce‘¢+>Se+-0c2Q, d
18Da), les fragments di-+-0e‘¢e>Se.ce 300 -36Da), et les fragments
résultantsde «S1™Z>e71e¢71e77i1l—"e-EZ¢Z0ele ZS702XoD> 2—1¢">—-Se
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CH:0,-66Da), e~ —e1’'e17Z01 ™ " @oe’'<eZ1e Zj>SruciiiatesS@mut’ —+">—-Se+’ " —
lesglycanes. Cette possibilité a recemment été confirmée par les travaux menés

par Marcus Hoffmann et al.(153) sur différents standards commerciaux
(immunoglobuline G, lactotransférine et fibrinogene hum ains, ribonucléaseB

bovine). La différenciation entre les O-glycopeptides et des N-glycopeptides

sur la base des ions oxoniums produits en MS/MS a également été

démontrée (189)i1 Zoel1l+>SYSZjl " —el-0SeZ-7Z—e1™75 "ele “<eZ>YZ>
e S<T—eS_EZleZel'"—el™ | —' ZycopeitideswO-GalNAt$d 1+ Z 0 1

ceux a O-GIcNAc (190).

Les travaux développés dans ce chapitreont pour objectif de vérifier certaines
propriétés spectrales proposées par M. Hoffmann et al ainsi que * - Y S « Edp

applicabilité a u ne protéine biopharmaceutique, la hCG.

2.2 Protocole de glycoprotéomique bottom -up et identification

Les trois familles de N-glycanes sont, mr ordre de structure mannosylée

croissante, les complexes, les hybrides, et les oligomannoses. Les ions oxoniums

produits par ces N-glycanes seront des dérivés des GIcNAc, des NeuAc, et des

hexoses (galactose et mannose principalement). S —ys&edes spetres de

fragmentation de glycopeptides différant uniquement par la composition de

leur groupement glycosylé (séquence peptidique et charge identiques,

— S ——7—e1-"—¢>7187721S1™>.0Z—E®Z1Ze1le '—eZ—e’'e-17
fonction de cette variable. En particulier, les ions issus de la fragmentation des

hexoses (mannose ou galactose) ne sontlétectés §Z ¥ds intensités relatives

tres faibles dans les spectres MS/MS attribués a des glycopeptidesomplexes.

Le processus de fragmentation priv ilégié pour les antennes e ces N -glycanes

(formes non sialylées) ne semble donc pas passer par la perte des galactoses

terminaux. Au contraire, *S1™7Z>eZ 1’ —2e¢S—.71¢ S721-""—cleZ7j1-"—"

e~ 70eleS1e™>—Z1eZ1 '~—17 " — B66 18estfaforafficl 0 — & £

Les ions [Hex +H]+, [Hex 20 +H]+, [Hex X 20 +H], et
[Hex X 20CH:20 +H]* (m/z 163,06; 145,05; 127,04et 97,03,respectivement)

sont détectables dans les spectred1S/MS de N-glycopeptides high-mannoseDe
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plus, comme montré en|Figure 47|80 1« ’ — erélativee de ces ions est corrélée au

nombre de résidus mannose dans le N-glycopeptide précurseur.

Figure47: Spectresle fragmentation HCD des glycopeptides NVTSESTCCVAK portant un N
glycane complexe duigh-mannose.
La structue du N-glycane identifié est indiquée en-éisY "oe 1« Z1E ‘'S872721 e ™ZEe>211 '—eZ—0e’e-
ions oxoniums liés au mannose augmente avec fgian de mannose dans legi/copeptide
fragmenté.

- ™ S (B dlifiéfentes caractdistiques structurales des N-glycopeptides
fragmentés sur le profil des ions oxoniums a été évalué Nous avons ici choisi

délibérément de reprendre le protocole >ZeZ—71 Se'—1 oZ1 o Zij™e' E'e7:

e Sse72—7—e751e7@le’ee->7—e7Zl-+S™MZi

2.2.1 Préparation ¢«Z1e -E'Sp—e’ee”

Le protocole suivi,de ¢S1 ™5>.™MS,Se’ " _Je71e E‘'S—e’'ee”—1“70357 ¥1-

chromatographie liquide et la mesure de masse, est celui-ci mis en place et

publié «S—0e1¢Z1ESe>Z1e 2—1™>"“Zel1E " ——ZiZ1le S—SeteZl-:

hCG apres digestion sur réacteur enzymatique (147) En effet, ce protocole a

permis la détection et eidentification de glycopeptides trypsiques de la hCG.
Ze1e>SYSZi1™>.eZ—+ ®1I¥1EZIE'S™ ' e>718hBree1l ™~ 7517¢“7Z

oxonium » des spectres MS/MS de MNglycopeptides, les parametres
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susceptiblesd "~ ™S E 7> 1 «S 1= S — cerhgmdntatian ticivent étre

précisément définis.

En résumé | -@E'S—e’ee”—1 ¢Z1 ¢-™Sse]l Zeel 2—71 @702’ "—1 '—
recombinante (Ovitrelle® , Organon) concentrée a 0,5ug/uL. Cette protéine est

produite par transfectio — 1+Z 1« 1 @pourdes-delix sous-unités de la hCG

chez les cellules CHO (Chinese Hamster Ovariyil e BviKlemt ue les

glycoformes synthétisées dans ces cellules ne sont pas identiquesou en

concentrations égales a celles produites chez la femme(191,192) le modéle

CHO est couramment utilisé pour la production de (glyco)protéines

recombinantes a visée thérapeutique du fait de la similarité des processus de

biosynthése. La solution a été filtrée sur membrane (Microcon 10kDa)

permettant de retenir les deux sousunités de la hCG (masses moyennes de

14kDaet23” S1™%251 ..1721181>Z20 WZE2NoA+Zec LUFPE"™"'Z —oel]
remplacer le solvant original par un tampon Tris (Tris 50mM, CaClz 10mM,

pH 8.0), compatible avec les réactions sibséquentes

Slr-e2@Ee""—1Ze1ls Se"¢+S e Ontélé-effectldEtamta menboarie
avec, respectivement, une solution de DTT & 5mM (incubation de 40 minutes
¥1[\U (81 ™Mz'cel SY ZE liodeacéthnueles & «25mML (ncubation a
température ambiante +S—oel+ “<e E 2>’ -miftigs) Ces-traitexhents
permettent de rompre les ponts disulfures présents entre résiduscystéine, au
nombre de 5 pour la sous-Z—'¢-1 ...1 Z«1 «71\1-M=7» 1Gebilibiscrisce
covalentes ayant un réle structural important, la dénaturation de la hCG est
— EZ0e®S'>Z21Se’—1e S7e-7Z—e751e SEEZee'< '+ 1eZ®ls> e’

permettre la digestion de la protéine.

Apres lavage des agents réducteurs et alkylants pus reprise en tampon Tris,

e E'S—e’ee”—1S1 0.1 ¢’ e.>.1 S¥fpIecinG hradddVire,’ Sighth (O

Aldrich ) a un rapport massique enzyme / protéine de 1:100 pendant 15h a

37°C sous agitation modérée.L '— E 72<Se’ " —1e”—e771™75_-7eleS1e’eZ02e’ " -
de la hCG par latrypsine et ™M7Z>—Ze1le '@~ ¢Se’'~ — Lgljoosflagcn Eue 1+7 1

des peptides distincts (cf{Figure 27). Les échantillons ont été dilués 20 fois avant
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analyse MS>10e ™Z@Ee>"—-05'71e71-SeeZ1Se’'—1e -Y'e7>1¢S1@Se7>
MS et par soucis de comparabilité avec la digestion sur IMER entreprise en

paralléle.

2.2.2 Analyse LC-MS/MS

La séparation en chromatographie liquide a été effectuée surun systeme
RSLCnano UltiMate 3000 (ThermoFisher Scientific). Les peptides ont été
chargés entriplicats dans un tampon aqueux (98%H:0, 2% ACN, 0,05% TFA)
sur une cartouche de préconcentration (PepMap 100C18, diamétre 300um) a
un débit de 15 pL/min , dans le but de remplacer |a solution saline dans laquelle
a été faite la digestion par un solvant adapté a la séparation
chromatographique . En particulier, cette étape a pour but de retirer les sels
résiduelsdel -E‘'S—BIES>1's @1l " —el7—17%¢Z¢1— sStmrZ1l0ez>1s Ze
enmode ESI -E‘'S—e’ee”—1700e1Z—@2'*Z1>S—ee>-1072>172—21C
format capillaire ( PepMap 100 C18,diametre 75 um, longueur 50 cm, taille de
particule 3 um, porosité 100 A). La phase mobile est constituée « un mélange
de solvant A (98% H20, 2% ACN, 0,1% FA) et B (10%H 20, 90%ACN, 0,1% FA)
dans des proportions initiales de 98% A et 2% B, a un débit de 220nL/min. Le
gradient de la séparation chromatographique consiste enune augmentation de

la part de tampon B, de 2% a 40% en 60 minutespuis a 90% en une minute.

La chaine de chromatographie est couplée a un appareil de type QgOrbitrap

(Q iSE+'YZ01 ‘Z>—""0'Z>1 EB'Z—+'«'EU1™Ss1e ' —27>—--.0'S">71
ESl.LesvolZ—Z@1-S—"™7e.001™Z>—ZesZ—sle 7o no-&SGet"—1e 2—271
¢ SZ7e—Z7—eSe’" _1'-™" eSS __e71e7-MParomppertaix’'acurces’ — 1

ESI conventionnelles. Le spectrométre de masse est configuré pour fonctionner

en mode datadependentop 10, soit « SeeZ>—S —EZ1s Z2—1e™ZE*>Z1 10Q-
masse de 400 a 2000 m/z, ésolution de 70000 a 200m/z, temps maximum

« ' —“7ZEe " —rhs 2dmplisssge cible de la Gtrap AGC 3e6) et de la

fragmentation des espécesassociéesaux 10 pics les plus intenses (fenétre

e '@"eSe’T—1+71 ™. @Rz gadirhe He Masée variable aveaninimum

fixé & 90m/z, résolution de 15000 & 200n/z, *Z— ™ol —-Sj'—72—-1+¢ "—“ZE " ~"—
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120ms, remplissage cible de la Gtrap AGC 1e5, énergie de collision normalisée
NCE 25, exclusion systématique des précurseurs monochargés et exclusion

dynamique des précurseurs fragmentés de 10s)

2.2.3 ldentification glycoprotéique

‘el —e e (ESe T —1eZ1leeCE™MZ™Me'eZ @1l Zele S——"eSe’ 717
grace au logiciel PMI- ¢~ —' (velsion 2.15.7),0e ™ . (E’'Se’' e -1¢S—0ele 'eZ—e’ e’ (
de glycoprotéines. Labanque de données potéiques utilisées pour la digestion
in silicoest constituée de 5 séquences annotéedans SwissProt, correspondant
aux séquences confirmées des différentes isoformese Z1+S1° PO1215G1 7111
(PODN86; PODN87; Q6NT52; ABNKQ9). Ze'e'@Se+'"—1 « tie—del «S—3
données réduite permet de réduire de fagon importante la charge de calcul et
eSle7>-Z1eZ1e '—oalipuixe 821 «S7e—7 —+ S+’ de faux-pesitifs;

Sur un échantillon pur ifié, cette pratique est néanmoinspréférable du fait du
fonctionnemen e 1 eZ e 1 See™>'e —7Z @1l '—eZ>> «Se “sedtidgpdbazl et oes, -7
résultats 81 E~—e72'eS—e1 ¥1 2—Z71 <S'®Zl ¢21 — =721 o 'oZ—-

« 7+’ ¢’ 02 Suné grahee base de données pour un échantillon simple.

La banque de données utilisée pour les Nglycanes es une banque de structures

mammaliennes «large », contenant les masses et compositions de 309 N

glycanes de mammiféres (banque Byonic «309 mammalian @ sodium). Elle

™Z7>—Ze1 721 -Si'—'®Z>17Z1 —"—Z1+¢ S——"eSe’"— @l Z—1 ™
glycoprotéines ici étudiées sont produites dans un organisme hétérologue non

humain. Lesidentifications des N-glycanes sont limités a une identification par

peptide.

Zw@1S7e57Z01™S>S— 570l « réglésLommeaécrit-cl-apres—lsds
sites de protéolyse sont ®ux de la trypsine, c'esta-dire du cbté carboxylique
des résidus Lysine et Arginine, avec une tolérance pour deux missed cleavages
au maximum (afinde ¢Z—'>1E " —™eZ1e71e SEEZo Sites).-1e'—"¢.717
Les modifications communes (2 modifications par peptide maximum)

recherchées sont la carbamidom éthylation des cystéines, lysines et résidus N

~ 152 ~



©Z>5—"—S7il 0Se"¢eSe’"—1 ™S>51 . 1 ehent, et’ mamg ™> —E ™!
freqquemment des fonctions amines) 01 »ydation des méthionines
(modification spontanée en solution aqueuse); la déamidation des asparagines
et glutamines (réaction spontanée mais €galement produit de déglycosylation
de « Soe ™ S nStaimmEnt en conditions neutres ou basiques. La tolérance
e« Z5>727>1®z>1S1-7Z®7>721Zdpm&A U3 et 20mDa &nlMIIMSY

224 jo>SEe " —1eZoceimérat—SZ1e

Les fichiers «résultats » produits par le logiciel Byonic contiennent notamment,

pour chaque spectre ¢~ —e1 ¢ 'eZ —e’e’ESe'~—] [Bslmétatiofhdes oo’ <+ 7
(échantillon, numéro de spectred1 « -+S «Harg& duEprécurseur, etc), la
séquence du peptide, ses modifications et, le cas échéant, la composition du

sucre identifié, ainsi que la protéine dont est issue ce peptide.

Dans le but de prendre en compte tous les spectres, y compris ceux dont la

qualité «Z1 e 'eZ—e’e’ ESe’ " sl faibleletendE prédérte que peu de

>Se_7 —e@leeCE"™M7Z™e'e'§77001S7Eappligué aquant d¥ S>e' Ez'7Z>1
score desreésultats. Ainsi, les spectres peu intenses seront également pris en

E" —™eZ1™"751e S>Feelhe SV TaSNAe1eZ1eS1™> " e7Ee'"—1s '"—o0
Afin de ne pas prendre en compte les biais introduits par la possible migrati on

©Z1+7@E 721721 SE’'*Z1®’'S+'37717foini¥s Bi facONS R/ 721l
sialylés des glycopeptides high-mannose(M5 a M10), hybrides (M4A1G1l a

M6A1G1) ou complexes (A1G1l et A2G2)ont été conservés. De ce fait, les

spectres MS/MS montrant une trSEZ1 -Y’'eZ—eZ1+¢721+S1 ™>.ceZ—EZ1e+ S7?
NeuAc (fragments a m/z 274, 292 etc), mais étant attribués a des formes non

sialylées, ont également été retirés du jeu de données. Ces données

représentent, apres filtre, 246 spectres MS/MSsur un total de 51 339 spectres

MS/MS (et 2219 N-glycopeptides identifiés) .

Z1e"e' E'Ze1l ¢"—"E1—Z1™Z>-Ze1™Sele Zje>SctralebZ —172—1+' &
(intensités et m/z) ainsi que les métadonnées (identification, état de chargegtc).

Il a donc été nécessaire de comprZ>1 EZcele” —— -Ze1S71-éditt—1e 7—71—
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spécialement dans ce but Les intensités de chaque ion oxonium sont extraites

avec UnZl "+ >S—@EZ1 «Z1 WV- S1 « 75572751 7?51 +S1 -Scee’Zl
métadonnées «nom du fichier brut », «Nom de la protéine identifié e »,

« Séquence du peptide», «Modifications (hors glycosylation) », « Famille du

N-glycane », «Composition du N -glycane », «Identifiant du spectre MS/MS »,

et «Etat de charge du précurseur». Afin de normaliser les intensités des ions

étudiés, des ratios sont calculés entre les fragments issus de la GIcNAc ou de

« ‘Zi~0eZ1Zsule S émelvoie de fragmentation (monosaccharide entier,

mono-déshydraté, di-déshydraté, etc).
Les rapports calculés sont les suivants:

|GIcNAc / |Hexose
|GIcNAc X /lHexose X
|GIcNAc X X /|Hexose X X

leieNac X X -cH20 [ |Hexose X X -CH20

Parmi les 246 spectres considérésla présence ce certains spectres MS/MS ne

contenant pas certains fragments induit que certains de ces ratios ne pourront

pas toujours étre calculés. Les Nglycanes complexes en particulier ne

produisent que relativement peu de fragments issus du mannose. Dans le cadre

de ce développement de méthode, seuls les spectres ayant permis de calculer
EZ®e1lZ15Se’ @l e"—+1 E"~— e Zistitjues IC&filite perntlS+teZ1 S

conservation de 98 spectres

Zele  —— . Z®1™Z>—Zses"—ele SMM™M'Z77,1ELRCGS™ ™M "EZ1
etnon pas 4 02+S—+S>e31 ™ 75151 ™57 571 il Z1™e7z@dls -

facteurs sur la population des ions oxonium s sera évaluée.

2.3 Résultats : Analyse des données spectrales

"72e1@E"——Z1e SYS'Z—e1e-"¥1>7-S>3(153)0 57> 7e@ I P ™MAER 1~ —
oxoniums liés au mannose augmente drastiquement lorsque des N
glycopeptides de la famille des high-mannosesont sélectionnés et fragmentés.

Les données expérimentales et les ratios calculés sdrint égralement répertoriés

dans la table suivante (Tableau 6).
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Tableal6 : Identification deglycopeptides par analyse des ions oxoniums.
98 spectres MS/MS ont été filtrdses données issue 1+ '« Z 4o pat @/6nic ainsi que la quantification des fragments oxoniums sont récapitulés dans cette table. Les ions isshigde la Glc
sontreprése—+- @17 —1<+72781EZ72il'cecezele21-S——"0Z1" 721 2—1S725721'Zi"0Z1le™ —e1>7Z™>. .0

Métadonnées Intensités Ratios

Réplicat # Protéine| Seq. Peptide |Mod. Peptide|Glyc. (Fam.)| Glycane|ID Spectre|z | m/z 97.0|m/z 127.0m/z 138.] m/z 45.1{m/z 163.]m/z 168.1m/z 186.1m/z 204.%Int. 204/163Int. 186/145 Int. 168/127|Int. 138/97|

r3 CGB3 | CRPINATLAVEK Caml Complex | Al1G1 4956 |3|1.77E+043.18E+032.38E+052.00E+033.61E+03 1.12E+094.53E+04 1.27E+05 35.322 22.610 35.317 134.576

rl CGB3 |CRPINATLAVEK Caml Complex | A2G2 5252 |3]1.68E+041.35E+04 1.81E+0§4.04E+033.80E+03 1.00E+0q2.93E+058.55E+05 225.147 72.585 74.114 107.563

rl CGB3 [CRPINATLAVEK Caml Complex | A2G2 5186 |3 |5.52E+041.74E+046.03E+0§1.75E+041.43E+04 3.20E+0§9.71E+052.67E+0q 187.082 55.462 183.991 | 109.357

rl CGB3 | CRPINATLAVEK Camil Complex | A2G2 5116 |3|1.27E+047.87E+04 1.54E+073.01E+042.76E+04 8.69E+0q 2.64E46|7.0/E+06| 256.103 87.687 110.474 | 121.029

rl CGB3 |CRPINATLAVEK Camil Complex | A2G2 5047 |3(2.73E+041.61E+042.53E+063.44E+033.48E+031.39E+0§4.31E+05 1.19E+06| 342.328 125.286 86.411 92.719

r2 CGB3 |CRPINATLAVEK Camil Complex | A2G2 4983 |3 |2.46E+041.92E+04 3.18E+06|5.71E+034.21E+03 1.75E+065.13E+09 1.48E+0q 352.071 89.760 91.063 129.384

r2 CGB3 | CRPINATLAVEK Camil Complex | A2G2 4917 |3 |9.63E+045.77E+049.19E+062.09E+04 1.65E+04 5.29E+06 1.50E+04§ 4.32E+0¢ 262.079 71.922 91.703 95.446

r2 CGB3 |CRPINATLAVEK Camil Complex | A2G2 4846 |3 |5.29E+044.18E+046.91E+062.52E+042.11E+04 3.89E+0¢ 1.15E+04 3.26E+0q 154.353 45.671 92.913 130.575

r3 CGB3 | CRPINATLAVEK Camil Complex | A2G2 4917 |3|7.69E+044.50E+04 8.60E+062.33E+041.37E+04 4.74E+061.42E+0§ 4.08E+0¢ 298.219 60.938 105.377 | 111.910

~ Q9T ~

r3 CGB3 | CRPINATLAVEK Camil Complex | A2G2 4845 |3|1.31E+0%8.20E+041.22E+072.01E+042.38E+04 6.69E+0€ 2.09E+04§ 5.84E+0¢ 245.684 104.155 81.562 93.060

rl CGB3 | CRPINATLAVEK Caml HM M10 5090 |3 (3.22E+048.12E+04 7.60E+041.20E+051.43E+055.01E+G}|2.15E+04 9.34E+04  0.654 0.180 0.617 2.362
rl CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M10 5024 |3 [5.63E+041.27E+058.93E+042.19E+052.54E+0595.09E+042.21E+04 1.24E+05  0.488 0.101 0.400 1.586
r2 CGB3 | CRPINATLAVEK Camil HM M10 4813 |3|4.01E+049.95E+04 6.26E+041.58E+(®|1.68E+05 3.63E+04 1.64E+049.42E+04 0.562 0.104 0.365 1.563
r2 CGB3 | CRPINATLAVEK Caml HM M10 4747 |3 |3.38E+049.03E+044.32E+041.19E+051.39E+05 2.92E+041.27E+046.67E+04  0.481 0.107 0.323 1.277
r3 CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M10 4796 |3|4.40E+041.17E+(|6.92E+041.76E+091.98E+054.58E+041.90E+041.17E+05 0.589 0.108 0.390 1571
r3 CGB3 | CRPINATLAVEK Caml HM M10 4730 |3|4.68E+041.09E+056.33E+041.57E+051.78E+054.13E+041.93E+04 8.44E+04  0.475 0.122 0.378 1.353
rl CGB3 | CRPINATLAVEK Camil Hybrid |[M4A1G1| 5169 |3|2.03E+036.24E+032.85E+058.28E+039.24E+03 1.48E+095.16E+04 1.69E+05 18.327 6.230 23.772 140.108
r2 CGB3 |CRPINATLAVEK Camil Hybrid |[M4A1G1| 4996 |3 |2.25E+033.55E+031.33E+051.71E+032.78E+036.57E+042.39E+048.43E+04 30.304 13.976 18.498 59.296
r2 CGB3 | CRPINATLAVEK Caml Hybrid |M4A1G1l| 4934 |3|2.73E+033.43E+032.26E+053.21E+037.02E+03 1.09E+053.81E+041.09E+05 15.585 11876 31.714 82.807
r3 CGB3 | CRPINATLAVEK Caml Hybrid |M4A1G1l| 4908 |3|3.68E+038.21E+032.93E+057.83E+037.11E+031.34E+0594.51E+04|1.72E+05 24.192 5.760 16.334 79.664
rl CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M5 5399 |3(1.77E+041.10E+04 1.96E+049.31E+031.23E+041.03E+047.69E+03 2.52E+04  2.055 0.826 0.935 11.116

rl CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M5 5328 |3(7.21E+043.38E+044.78E+043.25E+04 3.09E+04{2.75E+04 1.18E+04 6.13E+04  1.986 0.363 0.813 6.621




~ 95T ~

rl CGB3 |CRPINATLAVEK Caml HM M5 5253 2.46E+041.09E+051.71E+058.90E+04 1.07E+059.93E+04 4.62E+04 2.10E+05  1.964 0.519 0.911 6.954
rl CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M5 5187 7.36E+04 3.59E+05 6.28E+05|3.51E+09 3.86E+05 3.26E+05 1.43E+09 6.84E+05  1.775 0.408 0.908 8.533
rl CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M5 5156 2.20E+031.17E+04 8.28E+042.15E+04 2.66E+04 4.16E+04 1.67E+04 1.30E+05  4.887 0.780 3.559 37.542
rl CGB3 |CRPINATLAVEK Caml HM M5 5123 7.23E404| 3.48E+05 5.49E+093.35E+04 3.44E+05 3.00E+05 1.57E+09 6.73E+05  1.958 0.468 0.862 7.587
r2 CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M5 5147 3.35E+03 1.38E+04 2.32E+041.09E+04 1.30E+04 1.36E+04 7.25E+03 2.33E+04  1.796 0.665 0.991 6.932
r2 CGB3 | CRPINATLAVEK Camil HM M5 5081 8.34E+033.74E+04 6.00E+043.52E+04 3.37E+04 3.01E+04 1.35E+04 8.29E+04  2.459 0.382 0.806 7.193
r2 CGB3 |CRPINATLAVEK Caml HM M5 5016 2.13E+041.21E+051.91E+051.10E+05 1.21E+05 1.15E+055.11E+04 2.44E+05  2.008 0.463 0.947 8.965
r2 CGB3 | CRPINATLAVEK Camil HM M5 4956 7.20E+043.35E+05 5.65E+093.34E+04 3.45E+05 3.01E+05 1.38E+05 6.56E+05  1.905 0.413 0.898 7.843
r2 CGB3 | CRPINATLAVEK Camil HM M5 4890 3.62E+041.84E+05 2.90E+091.72E+091.72E+051.70E+05 8.30E+04 3.50E+05  2.037 0.482 0.925 8.0
r3 CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M5 5136 1.75E+091.31E+04 3.27E+049.71E+031.67E+04 1.13E+04 2.58E+03 2.85E+04  1.707 0.266 0.863 18.653
r3 CGB3 | CRPINATLAVEK Camil HM M5 5070 3.35E+03 3.85E+04 5.92E+043.54E+04 3.51E+04 3.09E+04 1.59E+04 6.92E+04  1.971 0.448 0.804 17.649
r3 CGB3 | CRPINATLAVEK Camil HM M5 5000 1.65E+041.22E+051.93E+051.09E+04 1.15E+05 1.02E+095.30E+04 2.18E+05 1.895 0.486 0.841 11.723
r3 CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M5 4939 8.15E+043.64E+05 5.72E+093.45E+04 3.57E+09 3.20E+05 1.70E+05( 7.15E+05  2.004 0.493 0.880 7.019
r3 CGB3 | CRPINATLAVEK Camil HM M5 4873 5.79E+043.17E+054.67E+0592.92E+092.91E+052.67E+05 1.30E+095.61E+05  1.930 0.445 0.841 8.069
rl CGB3 | CRPINATLAVEK Camil Hybrid |M5A1G1| 5124 2.06E+039.52E+03 2.91E+0598.51E+039.17E+03 1.37E+054.99E+04 1.69E+05 18.477 5.861 14.434 141.170
r2 CGB3 |CRPINATLAVEK Camil Hybrid |M5A1G1| 4945 2.17E+032.37E+03 1.05E+092.99E+03 3.53E+03 5.64E+04 1.92E+04 6.87E+04 19.470 6.428 23.803 48.149
r2 CGB3 | CRPINATLAVEK Camil Hybrid |[M5A1G1| 48M 1.66E+093.87E+03 2.09E+053.12E+036.84E+03 1.14E+09 3.63E+04 1.21E+05 17.724 11.609 29.470 126.216
r3 CGB3 | CRPINATLAVEK Caml Hybrid |M5A1G1| 4852 2.12E+037.86E+03 2.46E+099.66E+03 7.72E+03 1.32E+05 3.87E+04 1.53E+05 19.826 4.007 16.781 115.715
rl CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M6 5235 2.45E+032.21E+04 2.55E+042.02E+04 2.67E+04 1.05E+04 7.07E+03 3.29E+04  1.228 0.350 0.478 10.399
rl CGB3 | CRPINATLAVEK Caml HM M6 5167 1.47E+049.16E+04 9.43E+049.00E+04 1.15E+05 5.86E+04 2.73E+04 1.25E+05 1.082 0.308 0.640 6.425
rl CGB3 | CRPINATLAVEK Caml HM M6 5101 2.69E+04 1.55E+05 1.63E+091.59E+09 1.65E+059.12E+04 4.50E+04 1.99E+05  1.203 0.283 0.589 6.052
r2 CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M6 4968 5.99E+03 3.35E+04 3.62E+04|3.54E+04 4.23E+04 2.36E+04 1.29E+04 4.51E+04| 1.065 0.365 0.705 6.043
r2 CGB3 | CRPINATLAVEK Caml HM M6 4901 2.04E+041.16E+05 1.19E+091.23E+091.37E+056.36E+04 3.33E+04 1.55E+05  1.134 0.272 0.549 5.855
r2 CGB3 | CRPINATLAVEK Caml HM M6 4836 6.51E+035.30E+04 5.85E+045.82E+04 6.13E+04 3.07E+04| 1.63E+04 7.07E+04  1.154 0.281 0.579 8.988
r3 CGB3 |CRPINATLAVEK Camil HM M6 4971 1.61E+031.79E+04 2.77E+042.71E+042.97E+04 1.65E+04 3.15E+03 3.47E+04 1.167 0.116 0.921 17.198
r3 CGB3 