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La notion de protéomique est apparue dans les années 1990 en définissant le
protéome, mot hybride associant protéine et le suffixe « ome » (désignant un
ensemble ou un systéme), comme 1’ensemble des peptides et protéines codées
par un génome a un instant donné et dans un environnement spécifique [1].
Depuis, le concept a été étendu a 1’ensemble des protéines d’un organite, d’une
cellule, d’un tissu ou d’un organisme entier.

La protéomique fait partie des approches dites « post-génomiques », comme
I’analyse des métabolites (« métabolomique »), des interactions protéiques («
interatomique ») ou encore des lipides (« lipidomique »).

En recherche clinique, la « protéomique clinique », nouvelle discipline
biologique et médicale, consiste a analyser le protéome d’un échantillon
biologique dans le but d’identifier soit des marqueurs diagnostiques,
pronostiques, théranostiques ou de suivis thérapeutiques des pathologies
humaines, soit des acteurs physiopathologiques pouvant servir de cible
thérapeutique [2].

Contrairement au génome, le protéome d’une cellule ou d’un tissu est
hautement dynamique puisqu’il évolue en fonction de son environnement
(température, potentiel redox, stimuli émis par d’autres cellules... au niveau
cellulaire ; stress, médication au niveau d’un organisme) ou de la condition
pathologique : a un génome correspond une infinité de protéomes en €volution
constante. Ces parametres extérieurs influencent la complexité du protéome par
la régulation au niveau transcriptionnel de 1’expression des geénes et en modulant
les modifications post traductionnelles des protéines. De plus, 1’analyse de la
totalit¢ des protéines d’un milieu biologique est une gageure analytique en
raison de la grande diversité des protéines (masse moléculaire de quelques
acides aminés a plus de 500 kDa, point isoélectrique entre 4 et 14, et surtout une

vaste gamme de concentrations protéiques variant d’un facteur 12).
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De maniére générale, les techniques d’analyse protéomique suivent un
schéma commun : séparation des protéines et identification par spectrométrie de
masse.

Chaque méthodologie présente des avantages ou inconvénients, et de par ses
caractéristiques et limitations, est plus spécifiquement dédiée a la découverte ou
la validation de biomarqueurs. De plus ces différentes méthodes donnent
généralement des informations complémentaires, et sont souvent utilisées
consécutivement dans les études protéomiques completes d’identification de
biomarqueurs [3].

En biologie fondamentale, elle va permettre une meilleure compréhension de
la physiologie des cellules et leurs régulations sous I’influence de stimuli
(approche sans a priori). L’un des premiers challenges est actuellement
I’acquisition de données reliées a la croissance, la différenciation, la sénescence,
aux modifications de I’environnement et aux manipulations génétiques. Un
grand espoir se porte aussi sur la puissance de la protéomique pour identifier de
nouvelles cibles d’interventions thérapeutiques sur les maladies, étant donné que
pres de 80 % des cibles des médicaments sont des protéines. En biologie
clinique, la protéomique devrait permettre d’identifier des nouveaux marqueurs
spécifiques et sensibles de maladies, qui pourraient s’avérer utiles au diagnostic
et au pronostic des maladies humaines comme le cancer, les maladies
cardiovasculaires, neurodégénératives ou encore infectieuses et inflammatoires.
L’analyse protéomique peut également Etre utilisée avec profit dans les études
toxicologiques [4].

Le but de notre étude est de faire le point sur les approches de la protéomique

et ses avantages.
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Le travail est divisé€ en deux parties:

— La premic¢re partie réservée aux généralités sur la protéomique est
composée de trois (03) chapitres:
o Chapitre I parle des rappels sur la protéomique.
o Le chapitre II est consacré aux approches protéomiques classiques.
o Le chapitre III est consacré a la protéomique sans gel en biologie

clinique.

— La deuxiéme partie relative aux applications, est divisée en deux
chapitres:
o Le chapitre I relate les applications dans le domaine biomédical.
o Le chapitre II aborde les applications dans le domaine de la

recherche clinique.
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CHAPITRE I : Rappels

I.1. Le Transcriptome

Si la génomique représente 1’¢tude des génomes sur leur totalité, le
transcriptome consiste a établir les profils d’expression des ARNm a grande
échelle. Classiquement, plusieurs techniques permettent d’étudier la
transcription des genes; il s’agit par exemple du Northern blot ou de
I’hybridation in situ. Toutefois, ces techniques sont d’utilisation difficile a
grande échelle et les progrés sont venus du développement des Puces. Par
principe, les ADN complémentaires de tous les genes dont on désire étudier
I’expression (en principe il pourrait s’agir de la totalit¢ des genes du génome)
sont déposés sur une puce. Les ARNm des tissus ou des cellules a étudier sont
alors extraits puis hybridés sur les ADNc de la puce. L’analyse des hybridations
permet non seulement de déterminer les génes qui sont exprimés mais également
de disposer d’une mesure semi-quantitative du taux d’expression de chacun des
genes. En pratique et selon cette approche, ce sont surtout des analyses
comparatives qui sont réalisées, par exemple la comparaison du profil
d’expression des ARNm d’une cellule tumorale versus la méme cellule normale
[S].

A P’heure actuelle, d’autres systémes sont en développement et ont pour but
de supprimer 1’analyse par microscopie confocale et font appel soit a des
faisceaux de minuscules fibres optiques soit a un systéme permettant la genése
d’un courant électrique en cas d’hybridation sur une des sondes de la puce.

D’ores et déja I'utilisation de ces puces a ADN a permis 1’é¢tude du
transcriptome de nombreux procaryotes (étude de la transcription sur des puces
portant 64 000 oligonucléotides et correspondant a la totalit¢ des génes de la
levure) et le développement de puces pour I’étude du transcriptome chez
I’homme est aujourd’hui en phase exponentielle. En dehors des puces, d’autres

techniques sont €¢galement utilisables pour les études du transcriptome. Il s’agit
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par exemple de la technique SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) qui
associe une technique de sélection des transcrits (apreés synthése d’ADNc) a un

séquencage partiel [5].

I.2. Le Protéome

Le protéome est I’ensemble des protéines produites par un génome particulier
et exprimées par des cellules, tissus ou organes a un moment donné, avec un
historique donné, dans un environnement et des conditions donnés. Ainsi, le
protéome peut Etre assimilé a une empreinte d’une condition particuliére
pathologique ou non. L’analyse protéomique consiste a caractériser, quantifier,
identifier toutes les protéines présentes dans un milieu biologique. Les
informations données par I’analyse du génome et du transcriptome et par
I’analyse du protéome ne sont pas nécessairement redondantes. Ce sont, au
contraire, des outils complémentaires pour la prise en charge des patients [6].

Sur un plan conceptuel, le prot€ome présente, par rapport au transcriptome, un
certain nombre d’avantages évidents: seule la protéine (et non pas I’ARNm)
présente un effet biologique; un méme génome peut naturellement donner
naissance a une variété quasi infinie de protéomes différents; le niveau
d’expression d’une protéine ne peut étre prédit « efficacement » a partir du seul
niveau d’expression des messagers (les messagers d’un méme géne sont eux-
mémes tres variables et certains messagers sont peu, voire pas du tout, traduits) ;
les protéines issues d’'un méme geéne sont trés variables, de méme que les
protéines d’'un méme ARNm (en prenant en compte toutes les modifications
post-traductionnelles dont le clivage, la phosphorylation, la glycosylation...). Il
faut d’emblée signaler que 1’analyse protéomique se heurte a de nombreuses
difficultés : il y a une quantité considérable de protéines possibles a analyser
(sans doute plusieurs millions chez I’homme, en particulier du fait de la diversité
des modifications post-traductionnelles); la mise en évidence de protéines

faisant I’objet de modifications mineures (mutation nucléotidique ponctuelle de
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type faux sens, aboutissant a une modification portant sur un seul acide amin¢)
reste tres difficile ; les protéines sont des entités chimiques qui présentent une
certaine fragilité en particulier vis-a-vis des protéases. De facon générale,
I’analyse protéomique revét plusieurs aspects dont la protéomique qualitative
qui correspond a 1’établissement de la liste de protéines exprimées par un
¢chantillon biologique défini, la protéomique quantitative qui en plus de
I’approche précédente permet de quantifier les protéines ainsi listées et 1’analyse
des interactions entre protéines [5].

I1 est maintenant établi que le protéome de cellules cancéreuses ne subit qu'un
nombre limit¢ de modifications par rapport au protéome des cellules normales.
Cela traduit probablement le fait que la cancérisation d’une cellule nécessite un
nombre limité de modifications moléculaires. Au niveau génique, il a d’ailleurs
¢té montré que I’on peut induire la cancérisation avec seulement quelques
modifications (mutations de quelques oncogenes et génes suppresseurs) et le
méme profil semble se dessiner au niveau protéique. Autre constatation, il existe
une hétérogénéité, une diversité des tumeurs ainsi que de diversité des
mécanismes menant a la cancérisation. Des différences en nombre limité et une
variabilité d’une tumeur a 1’autre, voila les difficultés principales de I’analyse

différentielle [7].

1.3. Les différents types d’analysesprotéomique

On peut distinguer de fagon conceptuelle deux grands types d’analyses
protéomiques: la protéomique descriptive et la protéomique fonctionnelle.

Dans le premier cas, celui de la protéomique descriptive, il s’agit de répondre
aux quatre questions suivantes: quelles protéines sont exprimées ; quel est le
niveau de cette expression ; quelle est la localisation subcellulaire de ces
différentes protéines et quelles sont les modifications post-traductionnelles dont
elles font 1’objet. Dans le second cas, celui de la protéomique fonctionnelle, on

cherche a répondre a des questions du type : quelles sont les molécules qui au
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sein de la cellule s’associent a nos protéines d’intérét ; quel typ€de
modifications structurales est responsable de quel type de modifications
d’activité.

¢ En ce qui concerne la protéomique descriptive, la réponse a la question:
quelles protéines ? releve plus précisément de la protéomique qualitative et ses
techniques font appel a 1’¢lectrophorése bidimensionnelle “couplée a la
spectrométrie de masse, a des techniques séparatives diverses cdouplées a une
analyse en spectrométrie de masse en tandem ou a ‘desybiopuces a protéines.
L’aspect quantitatif de I’expression des protéines (protéomique quantitative)
repose au plan méthodologique sur le principe du marquage différentiel effectu¢
soit avant la phase d’extraction des protéines (approche in vivo par la méthode
SILAC (Stable Isotope Labelling with Aminoacids in Cell culture)) soit apres
I’extraction de ces mémes protéines (approche i vitro par marquage par des
fluorochromes, par la méthode ICAX (Isétepe Coded Affinity Tag) ou par la
méthode ALICE (Acid-Labil Isotope-Coded Extractant)). En ce qui concerne la
localisation subcellulaire de la production des protéines, elle reléve de la
protéomique « topologique » ‘et s’appuie essentiellement sur la technologie
MELK (Multiple-Epitope-Ligand «Kartographie »). Enfin, pour ce qui est des
modifications post-traductiennelles, il est fait appel a une approche dite de
Shotgun MS consistant en une chromatographie en phase liquide suivie d’une
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) sur un échantillon biologique
correspondant a des'peptides obtenus apres clivage par différentes protéases [8].

* Au-dela de Panalyse différentielle, 1a protéomique offre maintenant la
possibilit¢ d’explorér les interactions protéine—protéine et les réseaux de
signalisation ntracellulaires qui gouvernent le phénotype et plus généralement
le comportement des cellules cancéreuses. Ce domaine d’activité que 1’on
appelle prot€omique fonctionnelle est actuellement en plein essor et est d’un
intérét primordial pour [D’analyse des mécanismes moléculaires de la

cancérisation. Des interactions, ligand—récepteurs, a 1’activation de voies de
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signalisation comme les MAP-kinases ou la régulation de P’activité des facteurs
de transcription, rien n’échappe dorénavant a [’outil protéomique.
Classiquement, 1’analyse de la signalisation cellulaire se faisait par emploi
d’anticorps antimolécules de signalisation et par un jeu couplant I’immuno-
précipitation au Western-blot. Il était possible de mettre en évidence des
interactions spécifiques. La limitation majeure de ces approches traditionnelles
est le caractére précongu des investigations. Si une protéine est suspectée
intervenir dans un processus, I’investigateur se procure I’anticorps en question
pour démontrer son implication. L’apport essentiel de la protéomique dans ce
domaine est de permettre une approche sans a priori, dans laquelle de nouveaux
partenaires non suspectés pourront étre découverts. Ces potentialités font
maintenant appel a des méthodologies spécifiques de mise en évidence des
interactions, des marquages par isotope stables dont la détection en
spectrométrie de masse peut permettre de mettre en €évidence une protéine mais
aussi de suivre ses modifications post-traductionnelles [9]. Dans le domaine du
cancer du sein, le décryptage des voies de signalisation des facteurs de
croissance et des hormones constitue une piste pour la mise en €vidence de
nouvelles cibles thérapeutiques. Une illustration de la potentialit¢ de ces
approches est fournie par les travaux réalisés avec le facteur de croissance FGF.
La cycline D a ainsi été montré étre une cible de la signalisation de ce facteur de
croissance et il a ét¢ mis en évidence que les protéines de stress, en particulier
HSP-90 (Heat Shock Protéine 90) voient leur syntheése augmentée de fagon
importante dans les premieres minutes de 1’activation des cellules de cancer du
sein par le FGF-2 [10, 11]. De facon intéressante, I’inhibition de 1’activité de
HSP-90 (par la substance geldanamycine) entraine un blocage de Ieffet
mitogéne du FGF-2 et se traduit par un blocage de la prolifération et de la
migration des cellules de cancer du sein. Ainsi, HSP-90 est nécessaire a

I’activation de la croissance des cellules de cancer du sein et cette protéine
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constitue une cible thérapeutique potentielle pour la mise en place de traitements
plus ciblés du cancer du sein.
Il est important de souligner que [’utilisation de la protéomique pour

I’analyse de la signalisation nécessite la complémentarité avec d’autres

approches de biologie cellulaire ef moléculaire. Ainsi, une identification en

spectrométrie de masse se fondant sur la reconnaissance d’une petite partie de la
protéine (fragment trypsique) devra toujours étre confirmée par une autre
approche comme la reconnaissance par anticorps. La véracité d’une interaction
devra toujours étre confirmée en microscopie confocale afin de confirmer dans
la cellule ce qui est constaté en tube a essai et I’effet d’une inhibition de la
protéine d’intérét devra étre étudi¢ apreés inhibition de la synthése et/ou de
I’activite de cette protéine par ARN interférence ou emploi de dominants
négatifs. Il est également important de toujours vérifier de fagcon ultime 1’impact
sur le phénotype cellulaire (prolifération, migration différentiation, croissance
sans ancrage). Ainsi, dans le domaine de l’analyse de la signalisation des
cellules cancéreuses, la protéomique est un outil qui s’inscrit nécessairement
dans une démarche plus globale et qui complémente 1’arsenal technologique

plus traditionnel [12].
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CHAPITRE II : Les approches protéomiques

I1.1. Electrophorése en gel bidimensionnelle (2-DGE)

L’établissement du profil d’expression globale des protéines sous leurs
formes variées dans un type cellulaire ou un liquide biologique est appelé
protéomique descriptive. Cependant, seulement 500 a 1000 protéines sont
caractéristiques d’un type cellulaire ; en effet, 80% des protéines ne sont pas
spécifiques d’une cellule comme les « protéines de ménage » souvent fortement
exprimées, car elles portent les fonctions essentielles a la vie de toute cellule. Or
st I’on considere qu’il existe environ 250 cellules hautement différenciées dans
le corps humain, 100000 protéines seraient potentiellement intéressantes.
L’¢étude de celles-ci, et plus particuliérement de leurs différences d’expression
en fonction de I’environnement et des conditions de vie, est appelée
protéomique fonctionnelle. Les modifications de I’environnement induisent des
variations d’expression de plusieurs protéines, spécifiques a cette cellule ou
communes a différents types cellulaires. Le protéome constitutif est la ligne de
base des ¢tudes fonctionnelles et 1’analyse des modifications post-
traductionnelles prend ici une importance toute particuliere. Toutes ces
modifications induisent des changements dans la masse des polypeptides
analysables par spectrométrie de masse (MS pour « mass spectrometry »), et
visibles par les méthodes bidimensionnelles, en particulier 1’¢lectrophorese
bidimensionnelle (2-DGE) qui est la technique au cceur de [D’analyse
protéomique. Finalement, la plus grande différence entre génomique et
protéomique réside dans le fait qu’a un génome statique va correspondre une
infinité de protéomes par organisme et en évolution constante, ce qui amene une

vision plus dynamique (figure 1).
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Figure 1 : Du géne a la protéine et leurs méthodes d’analyse [4].

L’ approche protéomique classique associe la 2-DGE a I’analyse des taches
d’intérét par spectrométrie de masse en utilisant le principe du « peptide mass
fingerprinting » (PMF), c’est-a-dire ’hydrolyse des protéines par une protéase,
généralement la trypsine, puis de déterminer précisément la masse des peptides
obtenus. Ceci est maintenant possible grace aux grands progreés qu’a connus la
spectrométrie de masse ces dernieres années. Les masses des peptides sont alors
enregistrées dans des banques de données et I’identité des protéines peut étre
retrouvée par la connaissance des sites de coupure par la protéase utilisée. Pour
déterminer les modifications post-traductionnelles, il est nécessaire de combiner
plusieurs types de MS.

La 2-DGE associe la séparation des protéines contenues dans 1’échantillon
biologique d’abord par isoélectrofocalisation (IEF) en fonction de leur point
isoélectrique (pl), c’est la premicere dimension, puis par électrophorese
dénaturante en gel de polyacrylamide (PAGE-SDS) en fonction de la masse
moléculaire (M), c’est la deuxieéme dimension ; on réalise en fait ici un tamisage
moléculaire [13].

L’IEF sur gel est devenue aisée et reproductible grace aux gels a gradient de
pH immobilis¢ dont il existe de nombreuses gammes plus ou moins étendues ; il

existe aussi des méthodes d’IEF « off gel » donc en milieu liquide. Un grand
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soin doit €tre apporté a la préparation des échantillons, toutes les protéines
n’étant pas facilement solubles ni méme extractibles; les méthodes actuelles
permettent de travailler sur quelques dizaines de microgrammes de protéines et
de réaliser des électrophoréses multiples en paralléle. Une fois les gels 2D
réalisés, les protéines sont révélées par des méthodes de coloration classiques
comme par le bleu de Coomassie colloidal (CBB) ou le nitrate d’argent
(AgNO:s3) plus sensible (figure 2).

On peut aussi utiliser la révélation de radioactivité aprés marquage sélectif,
par exemple I’incorporation de 35S-méthionine en cours de traduction ou le
marquage par le 32P pour I’étude des phosphorylations. L’emploi de marqueurs
fluorescents est en plein essor; le marquage peut étre réalisé avant la 2-DGE, ou
apres 1’étape d’IEF ou encore apres la 2-DGE par exemple avec le SyproRuby®.

Cette méthode permet un marquage différentiel par [’utilisation de
fluorochromes émettant a des longueurs d’onde différentes (methode 2-DIGE a
par exemple). Toutes ces méthodes de détection tres sensibles sont compatibles

avec la MS, mais elles nécessitent un appareillage colteux [14].

Figure 2 : Un exemple de profil d’électrophorése bi-dimensionnelle avec
I’étiquetage de taches contenant des protéines identifiées par spectrométrie de

masse [15].
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L’analyse des gels par un logiciel dédié va consister en ’acquisition des
données, puis a diminuer le bruit de fond, éliminer des défauts sur les gels,
dénombrer les taches (« spots »), les comparer par superposition de fichiers,
enfin effectuer une quantification relative par des mesures d’intensité et de
volume des spots, travail souvent long et nécessaire, suivi par des études
statistiques. Une analyse protéomique compléte va permettre d’établir une
référence qui pourra se présenter sous forme d’une banque de données
éventuellement mise a disposition sur internet [16]. Pour I’étude des complexes
membranaires (et autres complexomes), on peut utiliser 1’association de deux
types d’¢lectrophoréses : en Ire dimension le Blue Native-PAGE et en 2e
dimension le PAGE-SDS. Une pré-purification des protéines est souhaitable,
soit par « free flow electrophoresis » (IEF en veine liquide) soit par
chromatographie d’exclusion stérique ; la préparation de microsomes (vésicules
contenant du cytosol) doit étre purifice par éclatement du culot membranaire en
détergent. Les proté€ines constitutives du complexe sont solubilisées en détergent
neutre puis traitées par le bleu de Coomassie G-250 ; dans ces conditions les
protéines se séparent assez bien dans le gel de polyacrylamide en gradient et
dans un tampon qui contient de 1’acide amino-6-caproique (Blue Native-PAGE).
Puis, comme dans la 2-DGE classique, les protéines subissent le tamisage
moléculaire en PAGE-SDS. On peut colorer le gel 2D par le CBB, I’AgNOs3 ou

encore utiliser un anticorps [17].

I1.2. Identification des protéines par spectrométrie de masse (MS)

Les taches d’intérét sont découpées des gels, soit manuellement au scalpel,
soit de facon automatisée avec un gels-potter qui travaille sur des plaques a 96
puits. Chaque tiche est ensuite traitée individuellement; notons que chacune
peut contenir une ou plusieurs protéines. Le traitement par la trypsine se fait en
micro-tubes ou, la encore, de fagon automatisée en plaques 96 puits. Des

protocoles précis d’hydrolyse trypsique ont été décrits ; il s’agit toujours d’un
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travail long avec de nombreuses €tapes nécessaires a la déshydratation du gel,

I’extraction des peptides, le dessalage de 1’hydrolysat peptidique, sa

conservation (Fig. 3) [18].

Figure 3 : Le principe du PMF (Peptide Mass Fingerprinting) : du
découpagedes morceaux de gel 2-DE a ’interrogation des banques de données

pour Uidentification de protéines [18].

La masse des peptides peut étre obtenue aussi bien par MS de type MALDI-
MS que ESI-MS, cette derniere ¢étant généralement couplée a la
chromatographie liquide (LC). Pour réaliser le PMF par MALDI-MS,
I’hydrolysat est dilué dans une matrice de type cinnamique, déposé sur une
plaque spéciale et séché ; en effet dans le principe du MALDI-MS (« Matrix-
Assisted laser Desorption/Ionization Mass Spectrometry ») la tiche du mélange
séché est bombardée sous vide par un laser (typiquement un laser pulsé a 337

nm) qui excite les molécules et ionise les peptides qui vont étre entrainés dans la
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plume gazeuse pour entrer dans le champ électrique généré par un aimant qui
accélere les ions, aussi sous vide, vers un détecteur [19].

Tous les MALDI-MS actuels permettent une acquisition automatique des
données et des bombardements programmables; ils sont tous équipés du mode
de détection en Temps de Vol (TOF ou « Time of Flight ») et du mode
reflectron qui améliore la précision sur la masse et la résolution en diminuant la

dispersion isotopique (Fig. 4).

Figure 4 : Principe de la MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted laser
Desorption/ lonization - Time of Flight - Mass Spectrometry) avec détecteur
reflectron. A: plaque de dépot de [’échantillon inclus en matrice et
bombardement par laser ; B: grille d’extraction ; une différence de potentiel est

appliquée entre A et B [18].

Dans ce principe d’ionisation les ions peptidiques formés majoritairement
sont monochargés donc de masse M+ 1 (M+ H+); dans le détecteur TOF
I’arrivée des peptides chargés se fait dans I’ordre croissant de masse les plus
lourds étant ralentis, voire €liminés (la vitesse est une fonction inverse de la
racine carrée du rapport M/Z) ; les ions monochargés sont analysés sous le

rapport M/Z—1 avec Z égal 1, les ions doublement chargés (M+2H+) sous le
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rapport M/2-2 et ainsi de suite méme si on voit peu de peptides plus de
triplement protonés (M + 3H+). Le reflectron permet de focaliser la distribution
isotopique en favorisant 1’émergence des peptides porteurs de '*C
majoritairement; les pics suivants, généralement accolés, contiennent une
proportion de C. Ce systéme de détection nécessite un calibrage par des
peptides de masse connue a 10* Da, souvent des angiotensines et des
neuropeptides ; on se sert aussi des peptides d’autodigestion de la trypsine pour
un calibrage interne [9,20].

L’automatisation de toutes ces étapes, de la 2-DE a I’analyse par MALDI-
MS, correspond a ce qu’on appelle la protéomique a haut débit, menant a
identifier plusieurs centaines de protéines dans une méme série. La dernicre
¢tape, si elle est fondée sur un travail avec des logiciels et des banques de
données accessibles sur internet, reste longue et pas toujours couronnée de
succes. Les deux principaux logiciels, Mascot® et Profound® , fondés sur des
algorithmes différents, permettent d’interroger les principales banques de
données protéiques que sont SwissProt®, Prosite® et celle de la NCBI (US
National Center for Biotechnology Information) ; elles contiennent les
séquences traduites des collections de séquences d’ADN maintenues dans la
GeneBank, ainsi que les résultats de clivage par les protéases de séquences

peptidiques connues [21].
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CHAPITRE III : La protéomique sans gel en biologie clinique

II1.1. Les couplages chromatographiques

D’emblée ces méthodes de couplage présentent I’avantage de garder
I’échantillon en milieu liquide, donc de pouvoir 1’analyser secondairement, voire
de I’aliquoter pour effectuer de nouvelles analyses et de réaliser d’autres
couplages plus ou moins directs [22]. Parmi ces méthodes alliant la CLHP a la
MS on peut citer le MudPIT (« Multidimensional Protein Identification
Technology ») qui combine la CLHP bidimensionnelle (¢échangeur cationique
fort et phase inversée) a ’ESI-MS a trappe d’ions; cette méthode a permis de
produire la plus grande analyse protéomique a ce jour avec 1484 proté€ines
identifiées dans une lignée de levure, mais encore sans applications cliniques
[23].

Selon des principes proches, la toute nouvelle technologie Proteome Lab®
(Beckman-Coulter)  couple  deux  chromatographies  sur  colonne
(chromatofocalisation en 1" dimension et phase inversée en 2°) avec élution en
continu des protéines et peptides de I’échantillon en fonction de leurs propriétés
physico-chimiques (pl et hydrophobie) ; les molécules recueillies pourront aussi
étre analysées par le classique PMF en MS, ou encore par électrophorese
capillaire étant donné que des couplages avec ces appareils ont été prévus [24].
Comme une analyse différentielle est possible, des résultats en clinique sont
prévisibles a court terme; en effet ces méthodes affichent clairement leurs
ambitions dans ce domaine.

Quant a la technologie ICAT (« Isotope-Coated Affinity Tag »), elle est
fondée sur le marquage différentiel des protéines de deux séries d’échantillons
par conjugaison de la biotine aux thiols cystéiniques par I’intermédiaire d’un
linker léger ou lourd (enrichi en deutérium) ; les protéines différemment
marquées sont mélangées et traitées par la trypsine; les peptides générés sont

ensuite séparés sur colonne d’avidine (affinité en CLHP) et analysés par MS qui
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verra la différence d’abondance entre les deux échantillons pour les peptides
liant la biotine (masse + 8 pour les peptides deutériés). Toutes ces méthodes
hautement résolutives souffrent d’un défaut de capacité suggérant un
préfractionnement des  échantillons et le développement d’outils

bioinformatiques plus performants [25].

I11.2. La protéomique quantitative

Plusieurs méthodes de quantification s’appuyant sur un marquage isotopique
différentiel des protéomes ont été¢ développées. Les échantillons sont marqués
par des isotopes stables et analysés de facon simultanée. La technologie ICAT®
(« 1sotope-coatedaffinity tag ») est basée sur le marquage différentiel des
protéines de deux séries d’échantillons par conjugaison de la biotine aux thiols
cystéiniques par ’intermeédiaire d’un groupe léger ou lourd (enrichi en
deutérium). Les protéines différemment marquées sont mélangées et traitées par
la trypsine ; les peptides générés sont ensuite séparés sur colonne d’avidine
(affinité¢ en CLHP) et analysés par MS [25].

Sur des principes proches, on peut aussi citer la technologie iTRAQ® («
isobaric tags for relative and absolute quantitation ») utilisable sur certains
spectrometres de masse; cette méthode présente ’avantage de permettre la
réalisation d’analyses multiples sans compliquer le spectre MS (tag isobarique).
Ces méthodes d’analyse différentielle par marquage isotopique chimique
nécessitent 1’emploi de logiciels d’analyse bioinformatique performants,
indispensables a I’intégration de I’ensemble des données, tout en diminuant les
risques de mauvaise identification ou quantification, qui n’est souvent que
relative. Une quantification absolue (quantité exacte) est pourtant requise en
biologie clinique pour I’évaluation de candidats biomarqueurs et en pharmacie
pour le controle de qualit¢ des médicaments. Suivant le principe de dilution
1sotopique, une quantification exacte d’un composé peut tre obtenue en MS en

ajoutant dans 1’échantillon a analyser une quantit¢ connue d’un étalon interne
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chimiquement identique au composé a doser, mais alourdi par 1’incorporation
d’isotopes stables. Plusieurs méthodes de quantification exacte de peptides et
protéines par IDMS (« isotopic dilution mass spectrometry ») ont ¢été
développées utilisant des peptides étalons marqués au °C et/ou a I’'°N [26].

Quelques années plus tard a été publi¢e la méthode iTRAQ (Isobaric Tag for
Relative and Absolute Quantifi cation) utilisant des sondes isobariques non
radioactives fixées par liaison covalente sur I’extrémit¢ N-Terminale et les
chaines latérales amines des protéines [27].

Il existe actuellement 8 sondes isobariques permettant la comparaison
d’autant d’¢échantillons, analysés apres marquage selon le méme principe que
I’ICAT. D’autres techniques de marquage métabolique in vivo par des isotopes
simples (°C, °N ou '*O) ont été présentées en paralléle [28].

L approche SILAC (Stable Isotope Labelling by Aminoacids in Cell culture),
est utilis€ée pour comparer les protéomes de cellules en culture : les cellules sont
cultivées en présence d’acides aminés marques par les isotopes précédemment

cités, et ces résidus s’incorporent dans les protéines lors de la traduction [29].

II1.3. Les biopuces a protéines et les analyses multiparamétriques

Les biopuces, initialement développées dans le domaine de la génomique,
autorisent aujourd’hui I’analyse de plusieurs centaines de milliers de séquences
en une seule expérience. Cependant compte tenu de la grande diversité et
I’hétérogénéité des protéines, il n’est pas réalisable de transposer ce principe a
I’é¢tude du protéome dans sa globalité. Néanmoins plusieurs types de biopuces
s’intéressant & un groupe spécifique ou une famille particuliere de protéines sont
actuellement proposés. La technique d’analyse protéomique haut débit SELDI-
TOF (Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight) associe
un fractionnement du protéome sur des puces a protéines (échange d’anions,
cations...) a une détection par un spectrometre de masse en temps de vol [30].

Cette technique est spécifiquement dédi¢e aux €tudes de prot€éomique clinique
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car outre son extréme sensibilité (détection jusqu’a la femtomole) elle permet
I’analyse rapide de nombreux échantillons. Sa principale faiblesse réside en son
impossibilité d’identification stricte des biomarqueurs, qui sont seulement
caractérisés par leur masse moléculaire et leur affinité pour un type de biopuces.

Il convient de différencier la technologie du SELDI-TOF, qui est une
technique de protéomique pure utilisant les puces a protéines pour une
fragmentation des protéines en plusieurs sous-protéomes, des analyses
multiparamétriques (dites multiplexes) qui s’intéressent a un nombre certes
important, mais prédéfini de protéines. Parmi ces techniques qui appartiennent
néanmoins au champ de la protéomique au sens large du terme, on distingue les
technologies réalisées sur support solide de celles faites en milieu liquide [2]. Le
principe geénéral des analyses multiplexes en phase solide est la mise en
¢vidence quantitative d’une interaction entre un ligand fix¢é sur une surface et un
biomarqueur a doser [31].

Les protéines d’intérét dosées par ces puces sont €¢valuées classiquement selon
la méthode sandwich utilisée dans les tests ELISA. Pratiquement plusieurs types
d’anticorps immobilisés au fond d’un puits de plaque ELISA ou sur la surface
plane d’une puce, capturent leurs antigenes cible qui sont détectées dans un
second temps grace a un anticorps secondaire marqué.

La révélation est ensuite réalisée par la méthode adaptée au marquage
(chimioluminescence, fluorescence...) et lecture par des systémes dédiés
(scanner ou caméra CCD, Charge Coupled Device).

Le systeme d’analyse en milieu liquide repose sur une approche de
capture/détection comparable, a la différence que les anticorps de capture sont
fixés sur des billes colorées, chaque couleur étant associée a la mesure d’un
biomarqueur spécifique. Le dosage est effectué par une technique de type
cytométrie de flux, dans laquelle un premier laser détecte le type de billes, et un
second assure la quantification par lecture de I’intensit¢ du marquage par

I’anticorps secondaire.
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La technologie la plus aboutie fonctionnant sur ce principe est le systéme
Luminex®, permettant d’étudier jusqu’a 500 parameétres dans un volume

d’échantillon de 50 ul [32].
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L'¢tude du complément protéique total d'un génome offre aux biologistes les
clés des portes que le séquencage de 1'ADN ne peut pas les ouvrir. En effet, la
génomique ne permet pas de saisir toute la complexit¢ du fonctionnement

cellulaire.

Les données qui en découlent ne suffisent pas a déterminer:
— la raison pour laquelle un géne particulier est exprimé a un instant
donné,
— la concentration relative des produits d'expression,
— l'importance des modifications post-traductionnelles,
— les effets de la surexpression ou de la sous-expression d'un gene,
— la présence de genes de petite taille, ou encore les phénotypes dus aux
phénomeénes multigéniques.
Ainsi, €lucider chacun de ces points requiert une analyse des produits des genes,
ARN messagers (ARNm) ou protéines. Toutefois, un ARNm n'a qu'une seule
fonction: celle de porter temporairement une information. De plus, son
expression ne conduit pas directement a I’expression des molécules dont dépend
la vie cellulaire. Ainsi, seule la protéomique qui est une étude ciblée directement
sur les protéines peut aller au-dela des limites de la génomique et vise a
déterminer les niveaux et le mode d’expression des prot€ines, leurs éventuelles
modifications post-traductionnelles, les relations qui se nouent entre elles [33].
De facon trés générale, la protéomique est utilisée en biochimie, en
bactériologie-mycologie, en toxicologie, en immunologie, en hématologie, en
cancérologie, en rhumatologie, en neurologie, en anatomie-pathologie, en

pneumologie, en cardiologie, en monitoring-thérapeutique, en recherche.
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CHAPITRE I : Applications de la protéomique dans le domaine biomédical

I.1. En Biochimie Médicale

La protéomique est utilisée pour comprendre les mécanismes

physiopathologiques. Elle permet d’identifier des marqueurs prédictifs pour le
diagnostic des maladies biochimiques. Elle permet aussi I’identification de
nouvelles cibles thérapeutiques et de nouveaux médicaments.
Ainsi plusieurs auteurs ont travaillé sur la mucoviscidose (MV) qui est une
maladie génétique a transmission autosomale récessive et qui est due aux
mutations sur le gene CFTR (cystic brosis transmembrane protein). Plus de 1600
mutations de CFTR ont été identifi¢es, la mutation la plus fréquente étant une
délétion de Phe en position 508, AF508.

Certains chercheurs auteurs tentent surtout d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques pour la mutation AF508 CFTR dans la mucoviscidose. Ainsi,
Roxo-Rosa et al. Ont effectué¢ les premiers travaux de protéomique dans le
contexte de la mucoviscidose depuis en utilisant la protéomique différentielle
(gels 2D associées a la spectrométrie de masse (SM) de type MALDI-TOF)
[34]. Les résultats de ces travaux ont montré que 2 filaments intermédiaires, les
kératines 8/18 (K8/18), sont impliqués dans le dysfonctionnement de AF508
CFTR [35].

Une autre approche biophysique de SM permettant aussi 1’analyse des
structures des protéines a permis de préciser les sites d’interaction entre K8 et
AF508NBDI1.

Récemment, 1’association des techniques de dock-in avec les approches de
biologie cellulaire, de physiologie et de biophysique a conduit a 1’identification
de molécules « interruptrices » des interactions et correctrices de I’activité de

AF508CFTR dans les cellules provenant des malades atteints de mucoviscidose.

En conclusion, les approches de protéomique et de SM, en association avec

d’autres méthodologies s’aveérent étre indispensables pour comprendre les
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mécanismes physiopathologiques, et contribuer utilement a la recherche de
correcteurs des dysfonctionnements observés au cours des maladies. L’exemple

des recherches sur la MV le montre trés clairement [36].

I.2. En Bactériologie Médicale

L’identification rapide des microorganismes par MS-MALDI- TOF repose sur
I’analyse des protéines ribosomales et des protéines associées aux membranes
apres transfert d’une colonie ou extraction des protéines. Elle passe par une
comparaison des spectres obtenus avec des spectres de référence validés [37].

La protéomique est de plus en plus réalisée sur des microorganismes modeles
ou pathogeénes. De ce fait, certains auteurs ont travaillé sur les mécanismes
d’efflux et la résistance chez Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne important en médecine humaine et
il est surtout associé aux infections rencontrées chez les patients hospitalisés. A
coté de la faible perméabilité de sa membrane externe, I’expression de plusieurs
systemes d’efflux, dont P’activité a été rapportée pour la premicre fois en 1994,
lui permet de résister a divers antibiotiques et biocides [38].

Le génome de P. aeruginosa est parmi les plus gros génomes bactériens et
permet D’expression d’un grand nombre de protéines impliquées dans la
régulation, le transport, la virulence et la résistance; cette capacité assure une
adaptation et une flexibilité importante a la bactérie. Plusieurs génes, associés en
opéron, codant pour des éléments de pompes d’efflux ont été caractérisés chez

P. aeruginosa (tableau I) [39].
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Tableau I : Pompes d’efflux et résistance [39].

Le séquengage entier du génome de P. aeruginosa a permis d’identifier des
genes codant pour plusieurs pompes d’efflux dont 12 codant pour un
transporteur de type RND, et I’'implication de quatre d’entre elles a ét€ prouvée

dans la résistance aux antibiotiques (Fig. 5) [40].
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Figure 5 : Représentation schématique d’une pompe d’efflux [39].

La détermination des structures cristallographiques de ces différentes
protéines a apporté des informations majeures pour la compréhension de certains
aspects du mécanisme de I’efflux du systeme RND [39].

D’autres auteurs ont utilis¢é la protéomique pour I’identification
d’Acinetobacter spp. au laboratoire fréquemment isolé de 1’environnement et de
la flore cutanée, et responsable d’infections opportunistes. La principale espece
impliquée en pathologie humaine est Acinetobacter baumannii dont le véritable
habitat reste encore aujourd’hui mal précisé. L’identification de ces bactéries
peut €tre délicate a toutes les étapes, de I’examen direct (cette bactérie a Gram
variable est souvent confondue avec un staphylocoque) jusqu’a 1’identification
de D’espece, quasi impossible avec les caracteres biochimiques utilisés
habituellement. Un critére simple et pratique en laboratoire: seule 1’espece
baumannii et certaines souches du groupe génomique 13 T&U ont une
croissance a 44 °C. L’identification protéomique via le MALDI-TOF parait

prometteuse, mais les bases de données doivent étre consolidées [41].
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La spectrométrie de masse par désorption laser assistée par matrice (matrix
assisted laser desorption ionisation time of flight ou MALDI-TOF) permet
I’identification des microorganismes par analyse de leur contenu protéique,
principalement les protéines ribosomales [42]. Méthode rapide et fiable pour les
bactéries d’intérét médical, elle montre des performances comparables a celles
d’un systeme automatisé¢ d’identification phénotypique de référence. En effet,
avec les bases de données actuelles en MALDI-TOF, I’identification est
satisfaisante au genre mais pose encore des problémes pour 1’identification au

rang d’espece.

1.3. En Toxicologie

L'analyse protéomique peut aussi étre utilisée en toxicologie, domaine ou elle
a montré son potentiel trés tot [43]. Méme si les études toxicologiques sont trés
lourdes, elles peuvent utiliser des marqueurs indirects, ce qui diminue I'impact
du manque d'exhaustivité de I'analyse protéomique [44, 45].

La toxicologie est probablement un des champs ou le potentiel de l'analyse
protéomique est le plus grand. Les techniques prot€omiques permettent de
comprendre le mécanisme d’action d’une drogue ou d’identifier ses cibles.

Certains auteurs ont fait des études sur la toxicité des agents thérapeutiques.
Ainsi, Vido et al. ont cherché a identifier des activités responsables de la
détoxification du cadmium, métal lourd tres toxique a faible concentration, chez
Saccharomyces cerevisiae. lls ont comparé le profil d’expression des protéines
totales de levures soumises a un stress au cadmium et non traitées: 54 protéines
sont induites et 43 sont réprimées. Parmi ces protéines induites, ils ont pu
identifier deux voies: glutathion et thioredoxine, qui semblent étre essentiels

pour une protection contre I’empoisonnement au cadmium [46].

Par ailleurs, d’autres ont consacré leurs études sur la radiotoxicité. Les effets

secondaires a court terme s’expliquent grandement par le mode d’action
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cytotoxique de la radiothérapie. L hypothese de la cellule cible qui prédomine
depuis plusieurs années, suppose ainsi que les effets secondaires soient dus a la
perte cellulaire par mort radio-induite avec pour résultante une déficience
fonctionnelle au niveau de 1’organe cible. Si cette hypothése semble plausible
pour les effets secondaires précoces, elle reste difficilement applicable aux effets
tardifs, qui supposent des mécanismes plus complexes sur le long terme. La
réponse tissulaire est en effet le siége d’activations cellulaires multiples
aboutissant notamment a la fibrose radio-induite [47].

Plusieurs études aussi se sont focalisées sur I’effet des rayonnements ionisants

sur le protéome en vue d’identifier des marqueurs dosimeétriques sans les relier a
un effet secondaire particulier. Ces types de marqueurs sont utilisés pour
déterminer quelle dose d’irradiation a pu recevoir une personne exposee a des
rayonnements.
L’¢tude de M¢énard et al. a pu identifier par une approche de type surface-
enhanced laser desorption and ionization-time of flight (SELDI-TOF) une série
de marqueurs sériques dont la concentration varie au cours du traitement (23/29)
[48].

Ainsi, Ao et al. , par une approche de protéomique quantitative ont pu mettre
en évidence 76 protéines sériques qui voient leur expression modifiée entre deux
groupes de patients. Parmi celles-ci, le complément C3, la C4b-binding protein
alpha chain et la vitronectine sont particulierement surexprimées chez les sujets

atteints d’une toxicité tardive sévere [47].

I.4. En Immunologie

L’utilisation de la protéomique en immunologie nous permet de mieux
comprendre le systéme immunitaire ainsi que les causes et les mécanismes de
son dysfonctionnement.
De ce fait plusieurs auteurs ont utilis€ les approches protéomiques pour

déterminer des Auto-Ag des différentes composantes subcellulaires dans les
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hépatites auto-immunes (HAI). On distingue habituellement dans le cadre des
hépatopathies auto-immunes, les affections auto-immunes a tropisme
hépatocytaire, les hépatites auto-immunes (HAI) et celles a tropisme biliaire,
cirrhose biliaire primitive (CBP) et cholangite sclérosante primitive. Des
manifestations d’auto-immunité avec en premier lieu la présence d’auto-
anticorps (Ac) sont souvent indispensables au diagnostic [49].

La plupart de ces Ac antinucléaires (AAN), antimuscles lisses (AML),
antimicrosomes de foie et de rein de type 1 (liver kidney microsome, LKM-1),
anticytosol de foie de type 1 (liver cytosol, LC-1), anti-mitochondries sont
dépistés par une technique d’immunofluorescence indirecte (IFI) sur coupes
tissulaires qui ne préjuge pas de leur cibles moléculaires [49, 50]. Cette cible est
pourtant fondamentale a connaitre. C’est pour cela que certains auteurs ont pu
identifier des auto-Ag de la membrane plasmique grace a la protéomique.

Toda et al. ont identifié un de ces Ag membranaires comme un sulfatide par

SM [51].
Tahir1 et al. ont mis en évidence d’autres molécules, dont des heat shock
proteins (HSP) ainsi qu’une liver arginase [S2]. Mais ces proté€ines ne sont pas
connues habituellement comme ayant une localisation a la membrane plasmique.
Cependant, des travaux de Sostaric et al. basés sur 1’analyse protéomique
rapportent la localisation possible a la membrane plasmique des HSP [53].

Ainsi Ballot et al. ont travaillé sur I’Ag soluble liver antigen (SLA) par
approche protéomique. Dans leur étude, des isoformes de 1’a-énolase sont
rapportées comme ¢tant le SLA de 50 kDa. Cette méme analyse a identifi¢ aussi
d’autres protéine SLA reconnues par une faible proportion de sérum de malades,
de masse moléculaire 35 et 58 kDa, respectivement, la N-hydroxyaryl amine
sulfotransférase et des isoformes de la catalase [S4]. On peut noter que 1’a-
énolase a été identifiée par analyse protéomique comme auto-Ag dans plusieurs

maladies auto-immunes, la polyarthrite rhumatoide, le lupus érythémateux
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dissémingé, la maladie cceliaque, I’encéphalopathie d’Hashimoto, la maladie de
Behget, ainsi que dans 1’asthme et certains cancers [55].

Ces sérums positifs pour les Ac anti-LKM atypiques marquent une bande a 25
kDa sur immunoblot avec du cytosol et du microsome de foie et de rein de rat.
En ¢lectrophorése bidimensionnelle, cette bande focalise sous plusieurs spots
s’¢étalant de pl 7,5 a pl 9,5. L’identification par SM des spots immunoréactifs
trouve une GST théta-2 de rat qui présente 59% de similitude avec la GST-T1

humaine, confirmant le résultat de [D’identification par immunocriblage.

L’analyse protéomique des autres spots fmmunoréactifs|met aussi en évidence

d’autres isoformes de la GST, appartenant aux familles alpha, mu et pi, plus
distantes phylogénétiquement de la famille théta qu’elles ne la sont entre elles,
posant le probleme de la reconnaissance d’un ¢€pitope commun ou non. Mais
d’autres cibles sont identifiées dans ces spots immunoréactifs, la sous-unité

béta-1 du protéasome ainsi que I’anhydrase carbonique de type 111 [56].

I.5. En Hématologie biologique

Dans ce domaine, la protéomique permet la caractérisation et 1’identification
de mélanges complexes de protéines dans des échantillons biologiques. Les
applications de la protéomique sont innombrables et font d¢ja partie intégrante
du savoir nécessaire au développement de 1’hématologie. Ses progres
technologiques intéressent au plus haut point le monde de la médecine
transfusionnelle. L’application des techniques protéomiques a la meédecine
transfusionnelle a récemment fait 1’objet d’un grand intérét, tant au niveau de la
connaissance fondamentale des composés sanguins (globules rouges, plaquettes,
leucocytes, cellules souches, et plasma), que de I’étude des conditions de
stockage des produits sanguins et du contrdle de I'impact des procédés de

production sur la qualité des produits (Tableau II) [57].
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Tableau I1 : Résumé des différentes analyses protéomiques et des méthodes

utilisées |57].
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Certains auteurs ont porté leurs études sur les érythrocytes pour montrer toute
la complexit¢ de 1’appareil protéique du globule rouge par les approches
protéomiques.

En 2002, Low et al. ont identifi¢ 84 protéines membranaires par une approche
d’¢électrophorése mono et bidimensionnelle [58].

En 2004, Kakhniashvili et al. ont identifi¢ 181 protéines (91 associées a la
membrane et 90 protéines solubles) par chromatographie liquide—spectrométrie
de masse en tandem [59]. Jusqu’a maintenant, [’essentiel des ¢études
protéomiques du globule rouge a porté sur le catalogage des protéines, et
relativement peu sur la biologie de la cellule.

Deux groupes ont essayé¢ d’exploiter les listes de protéines produites par ces
¢tudes protéomiques pour prédire in silico des réseaux d’interactions entre
protéines, et finalement extraire de I’information biologique de ces données
brutes: Goodman et al. sont parvenus a produire un mode¢le d’interactions
protéiques qui rend compte des différences connues entre globule rouge d’un
individu sain et atteint de drépanocytose [60].

En suivant une approche similaire, Alessandro et al. ont pu montrer d’une part
I’importance des défenses contre le stress oxydatif dans le globule rouge, ont
validé leur modéle en montrant le role central de Sec23B, une protéine
impliquée dans le transport du réticulum endoplasmique a 1’appareil de Golgi et
dans la vésiculation chez les érythroblastes et qui a été identifiée par d’autres
¢tudes comme marqueur d’anémies congénitales de type II [61]. Ces efforts pour
extraire de [D’'information biologique des catalogages protéomiques sont
complétés par des études plus ciblées qui comparent, d’une part, les protéomes
de globules rouges sains et atteints d’une pathologie donnée et, d’autre part, qui
essaient de mettre en évidence des réseaux d’interactions entre protéines. Par
exemple, I’équipe de Goodman s’est attachée a comprendre le mécanisme
d’action de I’hydroxyurée dans le traitement de la drépanocytose: en comparant

des globules rouges de patients traités in vitro par I’hydroxyurée ou non traités,
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il a pu étre montré par une approche en DIGE que des protéines participent a la
lutte contre le stress oxydatif (catalase, thioredoxine peroxydase, biliverdine
réductase) ou au maintien de I’intégrité de la membrane (chaperon incontaining
TCP1 complex) [62].

Par la suite, une étude in vivo a confirmé ces résultats: chez des patients, des
modifications des protéines responsables du controle du cytosquelette et de la
dégradation et réparation des protéines ont €té observées par une analyse par
DIGE des globules rouges avant et aprés traitement [63]. Ces deux études
montrent que I’outil protéomique permet d’obtenir des renseignements détaillés
sur le mode d’action de I’hydroxyurée dans le traitement des drépanocytoses.

Récemment D’Amici et al. ont étudié par €lectrophorése bidimensionnelle

I’évolution du protéome des membranes de globules rouges stockés en condition
habituelles, en absence d’oxygéne et en présence d’inhibiteur de protéases.
Leurs résultats montrent clairement que le stress oxydatif est responsable de
I’essentiel des modifications observeées lors du stockage, qui affectent
principalement des protéines du cytosquelette [64].
Les résultats obtenus par 1’analyse protéomique des globules rouges lors du
stockage ont donc permis de confirmer que le stress oxydatif joue un réle
important dans la Iésion de stockage, et que la membrane du globule rouge subit
un profond remodelage des les premiers jours.

De trés nombreuses études ont €té consacrées ces derniéres années a la
caractérisation des protéines plaquettaires et a leur role dans la fonction de ces
particules sanguines. Le protéome plaquettaire est de mieux en mieux
caractérisé, et les sous-fractions, telles que le protéome membranaire, le
glycoprotéome, le phosphoprotéome de constituants particuliers telles que les
granules alpha ont été explorées [57].

Ainsi Majek et al. ont utilisé la protéomique pour comparer 1’activation des
plaquettes par la thrombine, le collagene ou I’acide arachidonique en vue de

mettre en évidence les modifications des cascades événementielles impliquées
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dans D’activation plaquettaire par ces différents agonistes [65]. L’effet de
I’activation plaquettaire par la thrombine sur I’expression de protéines telles que
HIP-55 a été évalué par Tucker et al. [66]. Ces différentes ¢tudes ont montré la
complexité des interactions protéiques plaquettaires et ont permis d’ébaucher la
caractérisation systématique de I’expression du génome au niveau plaquettaire.
Les données obtenues par 1’analyse protéomique des plaquettes sont
particuliérement importantes pour définir les protocoles d’études qu’il faut
mettre en place pour mieux comprendre I’effet du milieu et de la durée de
conservation des plaquettes sur les Iésions de stockage plaquettaire. Quelques
¢tudes portant sur ce sujet ont éte publiées ces dix dernieres années [67, 68, 69].
En utilisant une approche d’¢lectrophorése bidimensionnelle combinée a la
spectrométrie de masse, Thiele et al. ont mis en évidence une série de
modifications du profil protéique durant le stockage, notamment touchant la
septine 2, la chaine béta de I’actine, ainsi que de la gelsoline qui pourraient étre
utilisées comme marqueurs des lésions apoptotiques induites par le stockage
[67].
D’autres ont abordé la caractérisation des prot€ines ou de microparticules
plaquettaires relachées dans le surnageant des plaquettes stockées jusqu’a sept
jours [70, 71]. Une série de protéines, ayant potentiellement un rdle biologique
dans D’interaction plaquettes—endothélium (tremlike transcript 1 et integrin-
linked kinase) ont été découvertes dans le milieu de conservation. De plus,
plusieurs peptides tels que CXCL7, PDGF, ou CCLS5 ont ét€¢ mis en évidence
avec une augmentation marquée lorsque la durée de stockage passait de cing a
sept jours. Ces études semblent, pour plusieurs auteurs, €tre suffisamment
prometteuses pour que certains pensent que les outils protéomiques puissent étre
considérés comme étant potentiellement utiles pour le contrdle de la qualité [57].
Plusieurs groupes ont récemment proposé d’utiliser les outils protéomiques
pour ’optimisation et le controle qualité¢ des procédés utilisés pour produire du

plasma transfusionnel et des dérivés thérapeutiques du plasma [S57]. Par
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exemple, le groupe de Josic a utilisé les outils protéomiques pour caractériser
toutes les étapes de production de plusieurs protéines thérapeutiques, comme le
facteur VIII, le facteur IX, a partir de plasma humain [72, 73]. D’autres auteurs
ont utilis¢ les derniers outils protéomiques mis au point pour identifier les
contaminants présents dans les formulations thérapeutiques dérivées du plasma,

comme Basilico et al. dans différentes préparation de facteur VIII [74].

#



CHAPITRE II : Applications en recherche expérimentale

Tous les outils de 1’analyse biologique moderne sont utilisés par les groupes
de recherche impliqués dans la recherche expérimentale touchant les cellules
souches. La protéomique ne fait pas exception et les cellules souches d’origine
embryonnaire, germinative, dérivées de sang de cordon ou adultes ont ¢été
analysées par des outils protéomiques... [57].

I1 faut cependant remarquer que ces études n’ont pas, pour 1’instant, permis de
disséquer des mécanismes moléculaires qui permettent d’orienter la recherche
dans une voie déterminante, ni de trouver les clefs associées a la différentiation
spécifique d’une cellule souche vers une cellule différentiée. En revanche,
I’analyse protéomique fait indéniablement partie de I’arsenal qui sera utilisé
pour le controle de la qualit¢ des cellules qui seront produites dans des
bioréacteurs et joue un role dans les processus associés a 1’ingénierie et a la

thérapie cellulaire de demain... [57].

I1.1. En Cancérologie

L’apport de la protéomique dans la recherche sur les différents cancers
existants est crucial. Tout d’abord, 1’identification et la détermination des
fonctions des protéines permet une meilleure compréhension des événements
cellulaires, ce qui procure de nouvelles pistes de recherche dans les mécanismes
de cancérisation [75].

En effet ’expression de nombreux genes est altérée lors de la transformation
cancereuse et lors de la progression tumorale. Ces modifications génétiques et
transcriptionnelles se traduisent par des altérations quantitatives et qualitatives
des protéines présentes dans la tumeur, I’environnement péritumoral et les
fluides biologiques. L’analyse protéomique permet 1’étude globale des protéines

et de leurs modifications post-traductionnelles [76].

|



En cancérologie, il est possible d’explorer le protéome tumoral et le protéome
circulant. L’exploration du protéome tumoral se fait directement sur la tumeur.
En conséquence, elle s’applique aux tumeurs détectées par les approches
conventionnelles. Elle vise a mieux classer les tumeurs en établissant des profils
d’expression protéiques ayant une valeur pronostique et a comprendre la
maladie dans sa globalité. L’exploration du prot€éome circulant est plutot dédiée
a la recherche de nouveaux marqueurs circulants caractéristiques d’un type de
cancer. Les marqueurs circulants offrent en théorie la possibilit¢ de détecter un
cancer par I’examen d’un fluide biologique comme le sang ou les urines. Ils sont
soit dérivés de protéines secrétées ou libérées par les cellules cancéreuses dans
la circulation sanguine, soit traduisent au niveau sanguin des modifications
engendrées par la présence d’une tumeur dans un organe [77, 78].

Les auteurs ont travaillé sur les différents types de cancers par la

protéomique. Mais nous allons donner I’exemple du cancer des cancers du sein
qui restent la premiere cause de mortalité féminine entre 35 et 55 ans.
De nouveaux marqueurs ont ¢été identifiés plus récemment. C’est le cas
notamment de la chaperonne moléculaire 14-3-3 sigma qui est déterminée par
Vercoutter-Edouart et al. grace a la protéomique. Cette étude montre que le taux
de protéine 14-3-3 sigma est dix fois moindre dans les cellules de cancer du sein
que dans les cellules mammaires normales et son niveau apparait tres faible dans
les biopsies de cancer du sein [79].

De fagcon complémentaire a 1’analyse protéomique, Hermeking et al. en
utilisant les méthodes de la génomique, ont montré une hyperméthylation du
geéne de 14-3-3 sigma dans les cellules de cancer du sein, entrainant une perte
d’expression des ARNm de 14-3-3 sigma dans les tumeurs mammaires [80]. 14
3-3 sigmag est maintenant considérée comme un marqueur précoce de la
cancé€risation mammaire et cette protéine suscite également de 1’intérét pour son
role potentiel dans le controle du phénotype tumoral. En définitive, la mise en

¢vidence de 14-3-3 sigma comme suppresseur de tumeur illustre Ia
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complémentarité des approches de la génomique et de la protéomique pour la
mise en évidence de modifications moléculaires caractéristiques du processus de
canceérisation.

Un autre exemple est constitué par le facteur de croissance NGF (nerve
growth factor). Facteurs de neurotrophique par excellence, le NGF est bien
connu pour son role stimulateur de la survie et la différenciation des neurones au
cours du développement du systéme nerveux. De fagon inattendue, I’équipe de
Doll¢ a montré par analyse protéomique que ce facteur de croissance est
fortement exprimé dans les cellules de cancer du sein alors qu’il n’est pas trouvé

dans les cellules ¢pithéliales mammaires normales [81].

I1.2. En clinique

Depuis quelques années la recherche de biomarqueurs a fait I’objet d’un
nombre grandissant d’¢tudes dans le champ de la rhumatologie, particulierement
dans le cadre des rhumatismes inflammatoires. De ce fait nous allons donner
I’exemple du diagnostic de rhumatisme inflammatoire dans lequel I’outil
protéomique est extrémement intéressant car il parvient a déceler des protéines
spécifiquement exprimées dans différents milieux biologiques.

Certains auteurs ont consacré leurs études sur le protéome du sérum. Par
exemple, apres avoir montré par chromatographie 2D, que la protéine S100A9
est surexprimée dans le liquide synovial de polyarthrite rhumatoide (PR),
Drynda et al. ont caractéris¢ la surexpression de 1’hétéro-complexe S100A8/
S100A9 dans le plasma de 23 PR [82]. L’¢tude par chromatographie liquide
HPLC (high-performance liquidchromatography) de Zheng et al sur du plasma
d’un nombre plus restreint de patients souffrant de PR a confirmé la possibilité
d’utiliser les protéines de la famille S100 comme biomarqueurs diagnostiques de

PR [83].
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L’équipe de Seny, en utilisant la technique SELDI-TOF (Surface-enhanced
laser desorption/ionization - time of flight) plus adaptée a 1’analyse d’un nombre
important de patients, suggere que la protéine SIO0AS8 offre une sensibilité de
que 75 % pour une spécificité de 85 % pour le diagnostic de PR [84]. Dans une
autre ¢étude, Liu et al. montrent qu’un algorithme combinant 4 biomarqueurs
détectés par cette méme technique offre une sensibilit¢ de 90 % et une
spécificité de 92 % pour le diagnostic de PR [85].

D’autres auteurs ont fait des études du protéome du liquide synovial et de la
salive. Le sang circulant offre I’avantage d’étre facilement accessible pour
I’ensemble des patients. Cependant 1’analyse du protéome d’autres liquides
biologiques permet de s’affranchir de certains problémes techniques liés aux
protéines majoritaires ou a la dilution des protéines d’intéréts dans le sérum
(Fig. 6). Certains milieux biologiques peuvent présenter I’intérét de porter
I’empreinte de la réaction inflammatoire. Par exemple, le liquide synovial reflete
de maniere plus fine la synovite rhumatoide tout comme la salive 1’atteinte des
glandes salivaires du syndrome de Gougerot- Sjogren (GS) [86]. L’équipe de
Baillet a comparé le protéome du liquide synovial de PR a celui d’arthrose et
d’arthrite non rhumatoide [87]. Parmi les 74 pics protéiques du liquide synovial
dont I’intensité est statistiquement différente entre le groupe PR et arthrose et les
27 pics dont le signal différe dans le liquide synovial de PR et de synovite non
rhumatoide, les trois biomarqueurs les plus surexprimés dans le groupe PR sont
les protéines S100A8, S100A12 et SI100A9. La protéine S100AS8, dont
I’expression est dix a quinze fois plus importante dans le liquide synovial de PR,
offre une sensibilité de 91 % et une spécificité de 75 % pour le diagnostic de PR
devant une arthrite inflammatoire.

Le syndrome de GS, fréquemment associ¢ a la PR, peut parfois poser des
problémes diagnostiques. Ainsi 1I’équipe de Hu et de Ryu ont fait des études
protéomiques de la salive de patients souffrant de cette pathologie et ont révéle

la surexpression de f2-microglobuline et d’1gGk [88, 89].
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Figure 6 : Protéome du liquide synovial de patient souffrant de polyarthrite
rhumatoide (PR), d’arthrite non rhumatoide et d’arthrose par technique
SELDI-TOF. Les protéines S100A8 (fleche blanche), S10049 (fleche noire) et
S100A12 (fleche grise) sont surexprimées dans le liquide synovial de PR [86].

L’analyse clinique protéomique du LCR représente un outil majeur dans la
découverte de marqueurs biologiques dans le champ des affections
neurologiques. Les marqueurs biologiques du LCR apparaissent comme des
outils essentiels en termes de diagnostic, de pronostic et de valeur prédictive de
I’état pré symptomatique; ils permettent également d’approcher les mécanismes
physiopathologiques des affections neurologiques. L’intérét d’un diagnostic
précoce et valide s’est avéré croissant, en particulier dans les affections
neurodégéneratives comme la maladie d’Alzheimer [90].

Ainsi on donne I’exemple de la maladie d’Alzheimer. En effet trois
principaux marqueurs biologiques sont particulierement étudiés dans le LCR
pour le diagnostic de la MA: la protéine Tau totale, sa forme phosphorylée
phospho-Tau et le peptide A-B. Ces marqueurs sont les témoins des deux 1ésions

histopathologique de la MA, leur validation est actée pour le diagnostic positif
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de la MA, et reste a définir pour les stades précoces de 1’affection et dans les
diagnostics différentiels.

L’une des avancées dans le champ des marqueurs biologiques dans le cadre de
la MA restent la possibilit¢ de doser de fagon indépendante les formes
phosphorylées de Tau ou phospho-Tau (P-Tau). Ainsi, les différentes P-Tau
peuvent étre analysés par Elisa sur différents épitopes dont principalement les
thréonines 181, 231 et les serines 199, 235, 396 et 404. Le dosage le plus
couramment utilisé est celui développé par la société Innogenetics1 dirigé contre
I’épitope en thréonine en 181. Les valeurs de référence varient avec 1’age. La
valeur seuil pathologique de ce dosage est supérieure a 60 pg/ml (valeurs de

référence du test ELISA) [91].

I1.3. En anatomopathologie

Dans ce domaine, la prot€éomique permet d’analyser des tissus extrémement
variés (tube digestif, foie, cceur, rein, glandes salivaires accessoires, voies
aériennes, poumon, larynx, cavit¢ buccale, organes génitaux, organes
lymphoides, synoviale, ceil, thyroide, voies urinaires et tissus mous) pour
rechercher des protéines cibles.
Nous allons donner I’exemple de typage optimal des amylose qui font
ayjourd’hui partie des quelques exemples de maladies pour lesquels la
protéomique est réalisée en pratique clinique. Les amyloses forment un large
spectre de maladies liées a la présence dans 1’espace extracellulaire de différents
tissus, de dépdts proteéiques insolubles de conformation béta plissée responsables
d’une toxicité cellulaire. Ce repliement protéique anormal confeére aux dépots
amyloides une biréfringence jaune-vert spécifique apres coloration par le Rouge
Congo et analyse en lumiere polarisée. Aujourd’hui, une trentaine de protéines

sont reconnues comme pouvant étre responsables d’amylose [92].
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Le succes de la protéomique pour ce typage est avant tout lié au fait que la
protéine recherchée est habituellement la protéine dominante au sein des dépdts
analysés.

L’¢équipe de Colombat a eu l’occasion d’analyser différents tissus par
différentes techniques. Les résultats montrent que I’immunomarquage n’est pas
contributif dans 92 % des cas, essentiellement du fait de I’absence de fragment
de tissu congelé. Pour les 8 % restant, une spectrométrie de masse est quand
méme réalisée du fait d’un doute clinique sur I’exactitude des résultats de
I’immunomarquage. Sur les 94 amyloses (96 échantillons provenant de tissus
vari€s) ¢tudiées, la prot€¢omique est informative dans 95 % des cas. Le pattern
d’amylose avec co-expression de 1’apo E et du composant P est présent dans
tous les cas. Les variétés d’amylose identifiées sont: amylose AL ou primitive
(48 %), amylose ATTR (23 %), amylose AA (9 %), amylose apo Al (5 %),
amylose apo AVI (2 %),amylose a calcitonine (2 %), amylose a chaine alpha du
fibrinogene (2 %), amylose apo AIl (1 %), amylose a insuline (1 %), amylose a
lysozyme (1 %) et amylose a séménogéline (1 %).

Le typage est pertinent avec I’ensemble des données (cliniques, biologiques et
génétiques) du dossier du patient dans 97 % des cas. Pour les 3 % restant (2 apo
AVIet 1 AL), le résultat du typage méritent d’étre confirmé par des techniques
plus complexes [93].

Parallélement cette méme équipe a constitué deux groupes témoins : un
groupe de divers tissus sains (n= 15) et un groupe de maladie des deépots de
chaines légeres (LCDD) pulmonaires (n= 9) [94]. Pour les tissus sains, [’analyse
protéomique n’a pas mis en €vidence de protéine amyloide dominante. Pour les
cas de LCDD, I’analyse protéomique a identifi¢ une chaine légere kappa
dominante sans le cortége de protéines habituellement associées aux amyloses
(Fig. 7), ces auteurs rapportent le cas d’une amylose dont le typage a nécessite le

recours a la protéomique [95].
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Figure 7 : Exemple de typage par protéomique d’une amylose inhabituelle
[93].

I1.4. Monitoring thérapeutique-pharmacologie

L'analyse protéomique s'applique en pharmacologie a 1’estimation in vitro de
l'efficacit¢ des nouveaux meédicaments et a 1'étude comparative des relations
structure/activité d'une série de composés.

La caractérisation complete du protéome mitochondrial peut mener au
développement de nouveaux médicaments, en particulier dans le domaine des
anti-cancéreux qui viendraient alors enrichir la liste des principes actifs
protéiniques, comme l'érythropoiétine et 1'interféron [33].

Ainsi nous pouvons donner des exemples d’application de la protéomique sur
I’¢tude de I’efficacité des agents thérapeutiques. De nombreuses €tudes utilisant
la protéomique ont déja €té utilisées pour étudier les effets d’un médicament sur
des échantillons biologiques.

Le groupe de Eberini a fait une application de la protéomique aux effets
d’agents thérapeutiques par 1’établissement de profils protéiques typiques d’une
catégorie d’agents. Cette étude montre que I’indométhacine a servi a établir un
profil d’expression protéique typique des agents anti-inflammatoires non

stéroidiens (NSAID) [96]. En établissant le méme type de profil pour d’autres
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NSAID potentiels, il devient alors possible de prédire leur efficacité par
comparaison avec le profil type correspondant au traitement a I’indométhacine.
De méme, le groupe de Liick a observé le devenir d’un systéme de prise de
thérapeutique par voie intraveineuse constitué¢ de particules de latex servant de
transporteur pour 1’agent thérapeutique. En comparant les gels 2D des protéines
adsorbées sur ces particules dans différents milieux in vitro, sérum frais ou
inactivé, plasma, il a pu déterminé que ces particules provoquent 1’activation de
la voie alternative du complément, permettant ainsi leur élimination in vivo [97].
Par ailleurs d’autres auteurs ont travaillé¢ sur 1’identification de marqueurs

predictifs de la réponse a la radiothérapie grace a I’approche protéomique.

Dans le cas du cancer du sein, Wang et al. ont identifi¢ un panel de protéines
impliquées dans la résistance des cellules cancéreuses mammaires aux radiations
en comparant des cellules MCF radiorésistantes avec des cellules MCF
radiosensibles [98]. Par une approche 2-DE/MS, 100 protéines
différentiellement exprimées entre les deux lignées cellulaires ont été identifiées.
La peroxyrédoxine II (PrxII) présente un niveau d’expression quatre fois plus
¢levé dans les cellules MCF radiorésistantes que dans les cellules MCF
radiosensibles. La diminution de son niveau d’expression par des ARN
interférents conduit a une radiosensibilisation des cellules MCF, alors que sa
surexpression augmente la radiorésistance des cellules MCF.

De par son role dans les processus d’oxydoréduction, ces résultats sur la PrxIl
montrent I’importance des dérivés réactifs de 1’oxygene dans la résistance des
cellules cancéreuses mammaires aux radiations. Smith et al. ont, quant a eux,
utilisé une combinaison de trois approches prot€omiques pour 1’analyse de la
radiorésistance de cellules du cancer du sein [99]. Ils ont ainsi utilisé la 2-
DE/MS, la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en
tandem (LC-MS/MS), et une méthode quantitative par iTRAQ pour identifier

des biomarqueurs prédictifs de la radiorésistance tumorale mammaire. Trois

5|



lignées cellulaires de cancer du sein (MCF7, MDA-MB-231 et T47D) et leurs
dérivées radiorésistantes (MCF7RR, MDA-MB-231RR et T47DRR) ont été
analysées. En 2-DE/MS, les auteurs ont identifi¢ 50 protéines présentant un
changement d’expression significatif dans une ou plusieurs lignées cellulaires
radiorésistantes. En LC-MS/MS, 242 et 310 protéines ont été identifiées
respectivement dans la lignée parentale T47D et la lignée dérivée T47DRR.
Enfin, par iTRAQ, les auteurs ont identifi¢ 40 protéines présentant une
différence d’expression significative entre les trois lignées cellulaires parentales
et leurs dérivées. Parmi I’ensemble des protéines identifiées, les auteurs se sont
plus particulierement intéressés a deux proté€ines sous-exprimées dans les trois
lignées cellulaires radiorésistantes: la protéine du protéasome 26S et la protéine
GRP78. Il est a noter cependant que cette derniere protéine GRP78 est
surexprimée dans les lignées cellulaires radiorésistantes de carcinomes

nasopharyngés [100].

Dans le cas des Cancer de la téte et du cou, Ramsamooj et al. ont été les
premiers a comparer les profils protéiques de lignées cellulaires tumorales de la
téte et du cou radiorésistantes et radiosensibles [101]. Par des approches
d’électrophoreése bidimensionnelle couplée a la spectrométrie de masse (2-
DE/MS), les auteurs ont identifi¢ 14 protéines préférentiellement exprimées
dans les lignées cellulaires radiorésistantes et 15 protéines préférentiellement
exprimées dans les lignées cellulaires radiosensibles.

Récemment, Lin et al. ont étudi¢ deux autres lignées cellulaires tumorales par
protéomique [102].

Apres fractionnement subcellulaire, les auteurs ont identifié par spectrométrie
de masse, 64 protéines potentiellement associées a une radiorésistance tumorale.
Parmi elles, nombreuses sont celles impliquées dans la régulation de la réponse

au stress, I’apoptose et la glycolyse.
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Il s’agit notamment de DP’annexine V (sous-exprimée dans les lignées
cellulaires radiorésistantes) et de la Gp96, la Grp78, ’HSP60. De manicre
intéressante, la sous-régulation de Gp96 rend sensible les cellules
radiorésistantes in vitro et in vivo. Dans un autre modéle, notamment de
carcinome nasopharyngé, Feng et al. ont identifié 34 protéines différentiellement
exprimées entre une lignée cellulaire radiosensible de carcinome nasopharyngé
et son clone radiorésistant en utilisant une approche combinant la 2-DE et
I’identification par MALDI-TOF [100]. Quatre de ces protéines, Mn-superoxyde
dismutate, GRP78, 14-3-3c et Maspin, ont ensuite été validées par western blot
et immunohistochimie sur 39 biopsies tumorales radiorésistantes et 51
radiosensibles. La combinaison de ces quatre protéines permet de discriminer les
carcinomes nasopharyngés radiosensibles des radiorésistants avec une sensibilité

de 90 % et une spécificité de 88 % [103].

IL.5. Parasitologie

Plusieurs ¢tudes protéomiques sont utilisées en parasitologie pour identifier des
protéines qui peuvent étre des marqueurs ou cible thérapeutique. Mais nous
focalisons seulement dans 1’é¢tude protéomique de la sortiline, un récepteur
déterminant pour la toxoplasmose causée par le parasite Toxoplasma gondii.

Les apicomplexes, y compris Toxoplasma gondii et Plasmodium falciparum qui
représentent un vrai probléme de santé publique et vétérinaire. Ils ont comme
dénominateur structural commun la présence de trois organites apicaux:
rhoptries, micronemes et granules denses exclusivement trouvés dans ces
parasites et essentiels pour envahir et survivre dans les cellules hotes. Les
récepteurs qui sont responsables dans le tri, le transport des protéines présentes
dans ces organites sécrétoires ne sont pas encore connues mais demeurent au

centre du développement de stratégies thérapeutiques.
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Les travaux de Tchilabalo et al. ont porté sur un récepteur putatif nommé
TgSORTLR ("T. gondiiSortilin-LikeReceptor") qui est localis¢ simultanément
dans P’appareil de Golgi et les structures endosomales. L’¢tude protéomique du
complexe protéique, isolée grace a I’utilisation d’un agent chimique pontant le
DSP, a permis d’identifier des protéines partenaires telles que les micronémes
(MIC1, MIC4) et les rhoptries (ROP1, ROP2, ROP4 et ROPS).

[Is ont démontré¢ que le domaine N-terminal de TgSORTLR interagit
spécifiquement avec les protéines ROP et MIC, alors que son extrémité
cytoplasmique C-terminale se fixe spécifiquement aux protéines endosomales et
joue un role capital dans le trafic antérograde et rétrograde du récepteur, dans sa
localisation subcellulaire et ses fonctions biologiques.

Ainsi, la TgSORTLR est non seulement impliquée dans le tri des protéines mais
¢galement dans la biogenése d'organites apicaux, et I’infection de I’hote [104] et
permet donc d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques contre la
toxoplasmose, le paludisme et autres maladies parasitaires humaines et

vétérinaires.
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La protéomique est la technique qui permet 1’étude du protéome. Le protéome
désigne I’ensemble des protéines exprimées par le génome d’une cellule, d’un
tissu ou d’un organe, a un instant donné et dans un environnement donné. La
protéomique fait partie des approches dites « post-génomiques », comme
I’analyse des métabolites (« métabolomique »), des interactions protéiques («
interatomique ») ou encore des lipides (« lipidomique »). Elle permet de
déterminer les protéines qui sont exprimées, leurs niveaux d’expression, leurs
localisations subcellulaires et leurs modifications post-traductionnelles.
Elle permet aussi de déterminer les molécules qui au sein de la cellule
s’associent a nos protéines d’intérét et le type de modifications structurales qui
est responsable de quel type de modifications d’activité.

L'é¢tude du complément protéique total d'un génome offre aux biologistes les
clés des portes que le séquencage de 1'ADN ne peut pas les ouvrir. En effet, la
génomique ne permet pas de saisir toute la complexit¢ du fonctionnement
cellulaire. Les données qui en découlent ne suffisent pas a déterminer la raison
pour laquelle un geéne particulier est exprimé a un instant donné, la concentration
relative des produits d'expression, l'importance des modifications post-
traductionnelles, les effets de la surexpression ou de la sous-expression d'un
gene, la présence de geénes de petite taille, ou encore les phénotypes dus aux
phénomenes multigéniques. Elucider chacun de ces points requiert une analyse
des produits des génes, ARN messagers (ARNm) ou protéines. Toutefois, un
ARNm n'a qu'une seule fonction: celle de porter temporairement une
information. De plus, son expression ne conduit pas directement a I’expression
des molécules dont dépend la vie cellulaire. Ainsi, seule la protéomique qui est
une étude ciblée directement sur les protéines peut aller au-dela des limites de la

génomique.
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L’ approche protéomique est fondée sur le couplage de trois technologies de
pointe :

— I’¢lectrophorese bidimensionnelle (2-DE), qui permet de séparer plusieurs

milliers de protéines d’un méme €échantillon;

— la spectrométrie de masse (MS), qui permet d’identifier ces protéines et

met en évidence leurs modifications post-traductionnelles;

— la bioinformatique, qui permet la quantification du niveau des protéines et

la constitution de bases de données.

Un grand espoir se porte sur la puissance de la protéomique pour identifier de
nouvelles cibles d’intervention sur les maladies et leurs traitements étant donné
que pres de 80 % des cibles des médicaments sont des protéines (soit des
enzymes, des récepteurs ou encore des facteurs de transcription). Plus encore,
elle peut identifier des prot€ines marqueurs spécifiques et sensibles de maladies,
biomarqueurs qui sont utiles aux diagnostics, pronostics, suivis évolutif et
thérapeutique des maladies humaines comme le cancer, les maladies
cardiovasculaires, neurodégénératives, infectieuses, inflammatoires etc.

De facon trés générale, dans le domaine biomédical, la protéomique est
principalement utilisée en biochimie médicale, en bactériologie médicale, en
toxicologie, en immunologie et en hématologie biologique. En recherche
expérimentale, elle est aussi principalement utilisée en cancérologie, en clinique,
en anatomopathologie, en Monitoring thérapeutique-pharmacologie et en
parasitologie.

En biochimie, elle peut étre utilisée pour 1’identification d'une nouvelle cible
thérapeutique ex : recherche de la mutation AFS508CFTR dans la mucoviscidose.

En bactériologie médicale, la protéomique est de plus en plus réalisée sur des
microorganismes modeles ou pathogeénes ex: recherche des mécanismes d’efflux
de la résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques.

La toxicologie est probablement un des champs ou le potentiel de l'analyse

protéomique est le plus grand. Certains auteurs ont fait des €tudes sur la toxicité
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des agents thérapeutiques comme par exemple I’identification des activités
responsables de la détoxification du cadmium, métal lourd trés toxique a faible
concentration, chez Saccharomyces cerevisiae. Par ailleurs, d’autres auteurs ont
consacré leurs recherches sur la radiotoxicité des rayonnements ionisants.

L’utilisation de la protéomique en immunologie nous permet de mieux
comprendre le systéme immunitaire ainsi que les causes et les mécanismes de
son dysfonctionnement. De ce fait plusieurs auteurs ont utilisé les approches
protéomiques, par exemple pour la détection des Auto-Ag des différentes
composantes subcellulaires dans les hépatites auto-immunes (HAI).

Dans le domaine de I’hématologie biologique, ses progres technologiques
intéressent au plus haut point le monde de la médecine transfusionnelle. Ainsi,
I’application des techniques protéomiques a la médecine transfusionnelle a
récemment fait 1’objet d’un grand intérét, tant au niveau de la connaissance
fondamentale des composés sanguins (globules rouges, plaquettes, leucocytes,
cellules souches, et plasma), que de I’¢tude des conditions de stockage des
produits sanguins et du contréle de I’impact des procédés de production sur la
qualité des produits.

En cancérologie, I’apport de la protéomique dans la recherche sur les
différents cancers existants est capital. Dans ce domaine, il est possible
d’explorer le protéome tumoral et le protéome circulant. L’exploration du
protéome tumoral se fait directement sur la tumeur. L exploration du protéome
circulant est plutot dédiée a la recherche de nouveaux marqueurs circulants
caractéristiques d’un type de cancer. Des auteurs ont beaucoup travaillé sur les
cancers du sein qui restent la premicre cause de mortalité féminine entre 35 et 55
ans.

En clinique, depuis quelques années la recherche de biomarqueurs a fait
I’objet d’un nombre grandissant d’études. Certains auteurs utilisent la

protéomique pour le diagnostic de rhumatisme inflammatoire, d’autre aussi I’ont
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utilis€ pour la caractérisation des marqueurs biologiques dans le cas de la

maladie d’Alzheimer.

Dans le Monitoring thérapeutique-pharmacologie la protéomique s'applique
en pharmacologie a I’estimation in vitro de l'efficacit¢ des nouveaux
médicaments et a 1'é¢tude comparative des relations structure/activité d'une série
de composés. La caractérisation compleéte du protéome mitochondrial peut
mener au développement de nouveaux médicaments, en particulier dans le
domaine des anti-cancéreux qui viendraient alors enrichir la liste des principes
actifs protéiniques, comme 1'érythropoiétine et I'interféron. Ainsi certains
auteurs ont fait des applications de la protéomique sur 1’étude de I’efficacité des
agents thérapeutiques. Par ailleurs d’autres auteurs ont travaillé sur
I’identification de marqueurs prédictifs de la réponse a la radiothérapie grace a
I’approche protéomique.

L’ambition initiale de la prot€omique de description au niveau moléculaire de
I’ensemble fonctionnel du génome par 1’exploration d’un inventaire de la totalité
des protéines reste encore loin d’€tre atteinte. Aujourd’hui, la protéomique est
utilisée pour mesurer 1’expression de geénes par la quantification des protéines
pour caractériser un processus biologique et en déterminer les mécanismes de
controle. Les attentes sont nombreuses dans le domaine du diagnostic, mais le
colt de telles techniques va limiter 1’utilisation aux pathologies pour lesquelles
aucun autre moyen précoce de diagnostic n’est utilisable. Dans le domaine
thérapeutique, ces attentes vont viser la caractérisation non seulement de
nouvelles molécules actives sur des cibles particulieres, mais aussi 1’activité

thérapeutique de nouveaux produits.
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