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Liste des principales abréviations

AcONH, : Acétate d’ammonium

ADC : Antibody-Drug Conjugate

Ag : Antigéne

Apo : Protéine non liée (sans ligand)

ARNmM, r : Acide ribonucléique messager, ribosomique
BS3 : bis(sulfosuccinimidyl)suberate

TWCCSNZ : Section efficace mesurée en azote dans

la cellule TWIMS du Synapt G2
CE : Energie de collision en cellule HCD (EMR)

CID : Collision induced dissociation ou énergie de

collision en source (EMR)

D,O : eau deutérée

DAR : Drug to Antibody Ratio

DDA: Data dependant acquisition

DIA: Data independent acquisition

Dn : Anticorps conjugué a « n » drogues
DTIMS : Drift Tube Ion Mobility Spectrometry
EHSS : Exact Hard Sphere Scattering

ESI : Tonisation électrospray

FWHM : Full Width at Half Maximum
GndHCI : Guanidin hydrochloride

HCD : High energy Collision Dissociation

HDX-MS : Echange hydrogéne/deutérium couplé a

la spectrométrie de masse
Holo : Protéine li¢e (a son ligand)

IM-MS: Couplage mobilité ionique spectrométrie
de masse

K, : Constante de dissociation

LC : liquid chromatography

mAb : Anticorps monoclonal

MS : Spectrométrie de masse

MS/MS : Spectrométrie de masse en tandem

m/z : Rapport masse sur charge

PA : Projection Approximation

PAGE : Polyacrylamide gel electrophoresis

Pi : Pression dans la premiére zone de pompage
PTM : Modification post-traductionnelle

Q : Quadripole

RF : Radiofréquence

RMN : Résonance magnétique nucléaire

Rs : Pouvoir séparateur en IM-MS

RX : Cristallographie aux rayons X

SDS : Sodium dodecyl sulfate

snoRNPs : small nucleolar ribonucleoproteins

SRIG : Stacked Ring Ion Guide

tp: Temps de passage de I’ion dans la cellule TWIMS
TM : Trajectory Method

TOF : Time-of-flight

t,: Temps de rétention

TWIMS : Travelling Wave Ion Mobility Spectrometry
UHYV : Ultra High Vacuum

Ve : Tension appliquée sur le cone d’échantillonnage
TCEP : tris(2-carboxyethyl)phosphine

Transfer CE : Tension appliquée a I’entrée de

la cellule de transfert du Synapt G2

Trap CE : Tension appliquée a I’entrée de la

cellule de collision du Synapt G2

XL : Cross-Linking
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Introduction générale

L’ensemble des processus cellulaires fait intervenir de nombreux partenaires (protéines,
ADN, métaux, etc...), s’associant sous forme de complexes non-covalents. En effet, les
différentes fonctions biologiques reposent sur des réseaux d’interactions spécifiques, et
I’altération de ces derniers peut moduler une fonction, et étre la cause de certaines
pathologies. Si les protéines peuvent de ce fait étre des cibles thérapeutiques potentielles, une
¢tude approfondie de la relation structure/fonction de ces complexes macromoléculaires
participe a la compréhension des mécanismes cellulaires associés. Dans cette optique, les
techniques biophysiques comme la cristallographie ou la RMN, peuvent accéder a la structure
d’un partenaire ou d’un complexe, avec une résolution atomique. Cependant, les difficultés
liées a la production d’un cristal, la quantité¢ de matériel nécessaire (> mg) ou la taille des
édifices analysables (< 30 kDa en RMN), constituent les facteurs limitant de ces approches.
Face a ces problématiques, le développement de nouvelles approches analytiques a constitué
un défi pour I’ensemble de la communauté scientifique. C’est dans ce contexte, que le concept
de spectrométrie de masse (MS) structurale a émergé depuis une dizaine d’années. Ce dernier
vise a combiner les approches de MS native, et de protéomique.

La MS native, développée au début des années 1990, permet de maintenir des complexes non-
covalents en phase gazeuse au sein d’un spectrométre de masse, et accéde ainsi a la
steechiométrie d’interaction, I’affinité et la spécificité d’interaction des différents partenaires.
Le couplage de la mobilité ionique a une analyse en conditions natives (IM-MS) a permis
d’apporter un ¢élément de caractérisation supplémentaire, avec notamment la détermination de
sections efficaces de collision et/ou la mise en évidence de changements conformationnels.

Si la protéomique classique permet d’identifier, quantifier et caractériser la structure primaire
des protéines, I’approche structurale permet de déterminer des zones d’interaction, localiser
des réarrangements conformationnels et d’accéder a une certaine dynamique protéique. Cette
derniére vise généralement a combiner un marquage de surface (« crosslink » - XL-MS ;
échange hydrogene/deutérium — HDX-MS ; marquage radicalaire — HRF), et un processus

classique d’analyse protéomique.

Les récents développements d’outils bio-informatiques permettent désormais a certains
laboratoires spécialisés de transposer les données de MS structurale en contraintes spatiales,
accédant ainsi a des modeles structuraux de complexes macromoléculaires. D¢s lors, la MS

structurale se présente comme une approche orthogonale et complémentaire pour la
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caractérisation de complexes non-covalents réfractaires a une analyse par cristallographie ou

RMN.

Dans ce contexte, les objectifs de ces travaux de theése se sont articulés autour de
développements méthodologiques en MS native et HDX-MS pour la caractérisation
structurale de protéines recombinantes et de leurs complexes associés. La mise en place et
I’évaluation de la technique HDX-MS a constitué¢ I’objectif principal de ces travaux de thése.
Un objectif parallele a ces travaux s’est porté sur 1’évaluation de la MS native haute résolution
pour la caractérisation de protéines thérapeutiques. Ainsi, des développements
méthodologiques spécifiques ont été réalisés, en vue de répondre a des problématiques

biologiques précises ; et I’apport de la combinaison de différentes approches a été évalué.

» La premiére partic du manuscrit a pour but de rappeler I’importance et la nature des
interactions non-covalentes mises en jeu dans la formation d’un complexe. Une étude
bibliographique centrée sur les techniques biophysiques de caractérisation structurale, ainsi
que sur les différents outils de MS structurale, permet de replacer ces travaux de thése dans
leur contexte.

» La deuxiéme partie est portée exclusivement sur 1’approche HDX-MS. Une étude
bibliographique permet de retracer les développements méthodologiques et instrumentaux
apportés a cette technique, et donne une vue d’ensemble sur les champs d’applications
actuels. La description approfondie du systéme utilis¢, son évaluation et la mise en place
d’un test de performance constituent les points clés de cette partie.

» La troisiéme partie est focalisée sur la caractérisation d’anticorps thérapeutiques, et de
leurs complexes associés. Dans un premier temps, 1’apport de la MS native a haute
résolution pour la caractérisation détaillée d’anticorps conjugués (« Antibody Drug
Conjugates ») est étudié. Le développement d’une méthode spécifique en HDX-MS,
combinée a la MS native pour la détermination d’épitopes (zones d’interaction d’un
anticorps au niveau de 1’antigéne) constitue ici un deuxieme axe de travail. Le potentiel de
cette approche par rapport a d’autres techniques conventionnelles est notamment exploré.

» La quatriéme partie de ce manuscrit est consacrée a la caractérisation de sous-complexes
protéiques impliqués dans la biogénese des ribosomes. Des méthodes de MS natives
spécifiques ont été¢ développées afin de déterminer des stoechiométries d’interaction et,
évaluer les affinités entre différents partenaires. L apport d’une stratégie visant & combiner
MS native, IM-MS, HDX-MS et XL-MS a enfin été évalué, lors de la caractérisation du

complexe Bed1p/Rtt106p, réfractaire aux techniques a résolution atomique.
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Partie 1- Introduction bibliographique

Cette premicre partie introductive consiste en une présentation de I’importance des complexes
non-covalents dans les différents processus biologiques. Dans un premier temps, un rappel sur
la nature des interactions non-covalentes sera réalisé¢; et les techniques biophysiques
classiquement utilisées pour leur caractérisation seront décrites. Dans un deuxiéme temps,
nous verrons que les techniques biophysiques les plus résolutives ne permettent pas toujours
d’aboutir a la structure d’une protéine ou d’un complexe, et que dans ce contexte, la
combinaison d’outils de spectrométrie de masse structurale se présente comme une alternative

crédible.

Chapitre 1: Les complexes non-covalents et les outils biophysiques associés a leur

caractérisation.

Chapitre 2 : La spectrométrie de masse structurale pour la caractérisation de complexes

non-covalents.
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Chapitre 1 : Les complexes non-covalents et les outils biophysiques
associés a leur caractérisation.

L’ensemble des processus biologiques fait intervenir un grand nombre de partenaires de
natures et de tailles différentes (protéines, oligonucléotides, ligands). Ces derniers peuvent
opérer seuls, ou en complexes régis par I’existence d’interactions non-covalentes dont la force
et la durée varient au cours du temps [1]. Les interactions non-covalentes sont caractérisées
comme faibles (1.10° a 1.10* kJ.mol™), contrairement aux liaisons covalentes qui sont
caractérisées comme fortes (énergie > 1.10° kJ.mol™). En effet, les atomes d’une liaison
covalente partagent des ¢€lectrons, alors que les interactions non-covalentes dépendent d’une
complémentarité stérique et interactionnelle entre plusieurs partenaires [2]. Les interactions

non-covalentes peuvent résulter de différentes contributions qui sont décrites ci-dessous.

1. Les interactions non-covalentes

Les interactions non-covalentes s’opérent a distance et selon une nature ¢€lectrostatique,

hydrophobe ou d’attraction et de répulsion (figure 1).
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Figure 1. Représentation schématique des interactions covalentes et non-covalentes.
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1.1. Les interactions de type électrostatiques

1.1.1. Les interactions ioniques

Ce type d’interaction résulte de 1’attraction entre deux charges de signe opposé. L’énergie de
cette interaction est fonction de la distance interatomique (d) et de la permittivité du milieu
(e). Ainsi, I’interaction sera d’autant plus forte que la distance entre les atomes chargés sera
courte (distance optimale ~ 3 A), et que la permittivité sera faible. Ces interactions ioniques
se trouvent renforcées d’un passage en phase aqueuse (¢ = 80) vers une phase gazeuse (& =

1), et peuvent quasiment étre assimilées a des liaisons covalentes (énergie ~ 1.10% kJ.mol™)

[3].
1.1.2. Les liaisons hydrogenes

La liaison hydrogéne implique un atome d’hydrogéne porté par un atome de forte
électronégativité (O, N, F et S) et un autre atome électronégatif porteur d’un doublet non liant
[3]. L’interaction est d’autant plus renforcée que I’atome li¢ a I’hydrogene est électronégatif,
et que le groupement accepteur et donneur d’hydrogene sont alignés. Les liaisons hydrogenes
sont notamment impliquées dans la stabilisation des structures secondaires des protéines ou

des doubles brins d’ADN. L’¢énergie de ce type de liaison est comprise entre 10 et 40 kJ.mol™.

1.1.3. Les interactions de Van der Waals

Les interactions de Van der Waals résultent de 3 contributions intervenant entre dipdle
permanents ou induits [3] :
Les interactions de Keesom (type dipdle-dipole) apparaissent entre molécules polaires.
La différence d’¢électronégativité entre les atomes présents au sein d’'une méme molécule
entraine une déformation du nuage électronique, et s’accompagne donc de la formation
d’un dipble permanent. Cette interaction est d’autant plus forte que le moment dipolaire est
élevé.
Les interactions de Debye (type dipdle-dipole induit) interviennent entre une molécule
polaire induisant la polarisation du nuage électronique d’une molécule apolaire.
Les interactions de London (type dipole instantané-dipdle induit) apparaissent entre

molécules apolaires. La dissymétrie du nuage électronique de 1’'une des molécules a un

10
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instant donné peut se traduire par la formation d’un dipdle instantané ; ce dernier pouvant

entrainer a son tour la déformation du nuage électronique d’une autre molécule.

Les interactions de Van der Waals operent a courte distance et sont relativement faibles (0 et
10 kJ.mol™) ; toutefois elles sont relativement nombreuses, et inversement proportionnelles a
la permittivité relative du milieu [4]. Elles sont donc renforcées en phase gazeuse et ne sont

donc pas négligeables.

1.2. L’effet hydrophobe

Un effet hydrophobe se traduit par la réorganisation de molécules apolaires dans un milieu
aqueux. En effet, les molécules non polaires vont alors s’assembler de manic¢re & minimiser la
surface de contact a I’eau. Cet assemblage ne peut étre strictement associé¢ a une interaction,
mais d’avantage a une impossibilité d’interaction avec un milieu aqueux [3]. L’¢jection des
molécules d’eau situées a la surface des molécules permet de favoriser la formation de
liaisons hydrogenes, et donc une augmentation de I’entropie du systéme. Les molécules
apolaires s’associent donc suivant un processus thermodynamique favorable [5]. En raison de
I’absence de solvant en phase gazeuse, 1’énergie d’interaction liée a un effet hydrophobe est

considérablement diminuée.

1.3. Les interactions totales d’attraction et de répulsion

L’ensemble des forces d’attraction conduit au rapprochement des molécules. Toutefois,
I’apparition de forces répulsives liées a ’impénétrabilité des nuages électroniques conduit a

un certain équilibre, et a la formation d’interactions non-covalentes dont I’énergie varie de

1.10° 2 1.10* kJ.mol™ [3].

11
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2. Les méthodes biophysiques utilisées pour la caractérisation de

complexes non-covalents

Un large panel de techniques biophysiques permet de caractériser des complexes non-
covalents. Ces approches sont souvent complémentaires et permettent de donner des
informations structurales de natures différentes. En effet, suivant le type et la résolution des

informations souhaitées certaines techniques seront alors privilégiées (figure 2).
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Figure 2. Techniques biophysiques classiquement utilisées en caractérisation structurale de protéines. * La

microscopie électronique génére des modeles structuraux a résolution quasi atomique.

2.1.Détermination de la topologie générale

2.1.1. La Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC)

=> [nformations obtenues : état d oligomérisation, estimation de la masse moléculaire

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC — « Size Exclusion Chromatography ») est
basée sur la séparation de molécules en fonction de leur volume hydrodynamique [6, 7]. Les
analytes sont élués au travers d’une colonne chromatographique contenant une phase
stationnaire polymérique de porosité définie, en conditions non-dénaturantes. Les molécules
les plus volumineuses ne pourront pas diffuser au sein de la phase stationnaire et seront alors
rapidement éluées, tandis que les molécules les plus petites seront en mesure de diffuser dans

les volumes poreux, et auront donc un temps de rétention plus important.

12
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D’un point de vue structural, cette technique permet d’accéder au volume hydrodynamique
des molécules (rayon de Stokes) et d’évaluer leur masse moléculaire a travers I'utilisation
d’étalons appropriés [8]. Cette approche analytique est aussi utilisée pour déterminer des
changements conformationnels, ainsi que des constantes d’affinité [9]. Toutefois, la résolution
de cette technique est limitée et reste principalement utilisée pour la détermination d’états
d’oligomérisation, ainsi que de stoechiométries d’interaction pour d’assez grandes molécules.
Il est a noter que la SEC est aussi utilisée dans un but préparatif, notamment pour un échange

de tampon avant une analyse MS en conditions natives [10].

2.1.2. La Diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS)

=> [nformations obtenues : rayon de giration, estimation de la taille globale

La diffusion des rayons aux petits angles (SAXS - « Small Angle X-ray Scattering ») est une
technique reposant sur la mesure de I’intensité des rayons X diffusés par une molécule en
solution ; cette mesure se faisant en fonction de 1’angle de diffusion (< a 10°) [11]. Cette
approche permet ainsi de déterminer le rayon de giration de 1’analyte et donc d’accéder a la
taille globale de ce dernier. La modélisation des données SAXS permet de générer des
modeles structuraux tridimensionnels, cependant avec une résolution assez limitée, de 1’ordre
de 10 a 15 A [12]. Si cette technique permet d’étudier I’assemblage de partenaires d’assez
grande taille, sa faible résolution ne permet pas de suivre la fixation de petites molécules

(ligands) sur d’autres molécules de grande taille (protéine).

2.2.Détermination de la topologie détaillée

2.2.2. La microcalorimétrie (ITC)

=> [nformations obtenues : constante d’affinité, steechiométrie d’interaction

La titration calorimétrique isotherme (ITC — « Isothermal Tritration Calorimetry ») est basée
sur la mesure des échanges thermiques se produisant lors de 1’association entre deux
partenaires. Les quantités de chaleurs émises ou absorbées durant 1’expérience de titrage entre
un récepteur et un ligand sont mesurées, et permettent de déterminer les différents parameétres

thermodynamiques liés a la complexation : la variation d’enthalpie libre (AG), d’enthalpie

13
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(AH) et d’entropie (AS) [13]. La détermination de ces grandeurs permet d’accéder a la
constante d’affinité¢ (K,), ainsi qu’a la steechiométrie d’interaction du complexe. Cette
approche se veut sensible et ne nécessite pas de marquage, toutefois son débit analytique reste

limité, avec environ 25 analyses réalisables en une journée [14].

2.2.3. Larésonance plasmonique de surface (SPR)

=>» [nformations obtenues : constante d’affinité, steechiométrie d’interaction

La résonance plasmonique de surface (SPR — « Surface Plasmon Resonance ») est une
technique permettant de déterminer la steechiométrie d’interaction ainsi que la constante
d’affinité pour un complexe. Pour ce faire, une molécule réceptrice sera immobilisée sur un
support fonctionnalis¢ (biocapteur recouvert généralement d’or), et I’association de son ligand
circulant en flux continu sera mesurée. L’application d’une Ilumiére polarisée
monochromatique sur I’interface métal/liquide selon un angle d’incidence particulier va
entrainer 1’excitation d’électrons libres du métal ; ces derniers entreront alors en résonance, et
conduiront a une chute de I’intensité de I’onde réfléchie. L’angle de résonance de cette onde
est fonction de 1’indice réfraction au niveau de I’interface métal/liquide, et dépend donc des
molécules y étant absorbées.

Par conséquent la mesure en temps direct de I’angle de réfraction, lors de I’association (flux
continu de ligand) et de la dissociation du complexe (flux continu de tampon), permet de
déterminer la steechiométrie d’interaction, mais aussi la constante cinétique d’association (ko)
et de dissociation (ko). Ces constantes permettront ainsi d’accéder a la constante d’affinité du
complexe (Ka) [15].

Si cette technique s’insére aujourd’hui dans une approche haut débit [16], la principale
limitation se situe au niveau de I’immobilisation d’un partenaire sur un biocapteur. En effet, la
flexibilit¢ de la molécule réceptrice peut étre réduite, ou le site d’interaction peut étre

partiellement masqué de part le greffage sur un support.

2.2.4. Les techniques de fluorescence

=> [nformations obtenues : mise en évidence d’interaction, de changements
conformationnels, constante d’affinité

Les méthodes spectroscopiques consistent & mesurer la quantit¢ de lumiére émise par des

¢lectrons revenant a un état fondamental, aprés avoir été excités par application d’un faisceau
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lumineux (UV ou visible). Cette propriété d’absorption et de réémission de photons, qualifiée
de fluorescence, permet de mettre en évidence des interactions. Plusieurs méthodes de
spectroscopie de fluorescence sont utilisées en biologie structurale, notamment le FRET.

La technique de FRET (« Fluorescence Resonance Energy Transfer ») est basée sur le
transfert d’énergie par résonance de fluorescence, entre un fluorophore donneur et un
fluorophore accepteur. Pour que ce transfert ait lieu, il est nécessaire que les groupements
donneur et accepteur soient suffisamment proches (< 10 nm). La mesure de ce transfert de
fluorescence permet de vérifier I’interaction entre deux partenaires ou encore d’identifier des
changements conformationnels [17].

Les techniques de fluorescence sont trés sensibles, mais I’introduction d’un groupement
fluorophore est souvent indispensable et peut générer des artefacts au niveau des sites
d’interaction. Toutefois, cette approche permet de mettre en évidence |’existence de

complexes in vivo [18].

2.2.5. Le dichroisme circulaire (CD)

=> [nformations obtenues : structure secondaire, formation de complexe

La technique de dichroisme circulaire (CD — « Circular Dichroism ») est basée sur la capacité
d’un composé a absorber de facon différentielle, une lumiere polarisée circulairement droite
ou gauche [19]. Cette approche est notamment utilisée en biologie structurale pour €lucider
les structures secondaires des protéines.

En effet, pour des longueurs d’ondes de I’UV lointain (190-250 nm), les spectres dichroiques
obtenus peuvent révéler spécifiquement des motifs hélices a, feuillets B ou coudes qui
n’auront pas les mémes propriétés d’absorption [20]. Cette approche est largement utilisée
pour quantifier de fagon relative les différentes conformations présentes en solution, mais
aussi sonder I’influence des conditions physicochimiques (température, pH, force ionique,...)
ou biologiques (ajout d’un intéractant) sur la structure d’une biomolécule. Bien que cette
approche soit rapide et sensible, elle reste peu compatible avec les tampons dans lesquels se
trouvent les protéines (phosphates, sulfates...) et nécessite donc de réaliser un changement de

tampon (borate, sels d’ammoniums).
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2.3. Les techniques a résolution atomique ou quasi atomique

2.3.2. La cryo-microscopie ¢lectronique (cryo-EM)

=> [nformations obtenues : structure a résolution quasi atomique

La cryo-microscopie électronique (cryo-EM — « Cryo-Electron Microscopy ») consiste a
observer un échantillon a basse température, sous un bombardement d’électrons [21].
L’échantillon biologique d’intérét est congelé a -180°C de manicre a préserver sa structure
native, et limiter sa dégradation lors de sa mise sous vide et de I’irradiation par le faisceau
d’¢lectrons. La multiplication des prises de clichés de diffraction sous différents angles,
permet de reconstituer un modele structural de 1’analyte avec une résolution quasi atomique

(~3 A)[22].

2.3.3. Larésonance magnétique nucléaire (RMN)

=> [nformations obtenues : structure a résolution atomique

La résonance magnétique nucléaire est une technique qui repose sur ’interaction entre des
noyaux atomiques de spins non nuls (H, C, F) et un champ magnétique. Ces noyaux
atomiques, soumis a un rayonnement électromagnétique, absorbent une certaine énergie du
rayonnement. Ensuite cette énergie est relachée a une certaine fréquence qui dépend de
I’environnement chimique. Ces fréquences, assimilées a un déplacement chimique sur un
spectre RMN, permettent de déterminer la structure haute résolution de la biomolécule ou du
complexe biologique en question. Si cette technique permet d’atteindre une résolution
atomique [23], elle permet de travailler a haut débit (entre 100 et 1000 échantillons par jour
selon la nature du complexe) [24], et d’accéder a des informations de types dynamiques de
part son analyse directe en solution [25]. Toutefois cette approche possede deux parametres
assez limitants en biologie structurale : la quantité d’échantillon nécessaire (> mg), et la taille

des complexes analysables (< 30 kDa).
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2.3.4. La cristallographie aux rayons X (DRX)

=> [nformations obtenues : structure a résolution atomique

La cristallographie repose sur la diffraction de rayons X par une biomolécule ou un complexe
se trouvant sous forme cristalline. Les clichés de diffractions générés selon différents angles
d’incidence des rayons, permettent de déterminer la nature et la position de chaque atome
avec grande précision (< 2 A) [26]. La détermination de la structure tridimensionnelle permet
alors d’élucider la steechiométrie, la conformation ou encore les sites d’interaction des
différents partenaires. Cette approche est largement utilisée en biologie structurale haute
résolution, toutefois I’obtention de cristaux de bonne qualité représente le principal écueil de
cette technique. A cette problématique, s’ajoutent la grande quantité d’échantillon nécessaire
(> mg) [24], ainsi que [I’aspect non dynamique de [’analyse (cristal = ¢tat

thermodynamiquement le plus stable).

3. Conclusions

Les différentes techniques biophysiques présentées sont complémentaires et permettent de
réaliser une caractérisation structurale de biomolécules ou de complexes biologiques avec des
résolutions allant de la topologie générale a la résolution de la structure au niveau atomique.
Toutefois, les limitations propres a chaque technique peuvent constituer un frein a la
caractérisation de certains complexes biologiques. Dans ce contexte, I’ensemble des outils de
spectrométrie de masse structurale s’imposent de plus en plus comme une alternative de

choix.
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Chapitre 2- Caractérisation de complexes non-covalents par
spectrométrie de masse structurale

Les limitations des techniques biophysiques observées dans le chapitre précédent ont souligné
la nécessit¢ de développer de nouvelles approches pour la caractérisation structurale de
complexes biologiques non-covalents. Si la spectrométric de masse était initialement
cantonnée a la caractérisation de la structure primaire d’une protéine, les développements
méthodologiques et instrumentaux ont permis I’apparition de nouveaux concepts regroupés

sous le terme de spectrométrie de masse structurale [27] (figure 3).
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Figure 3. Intégration des outils de spectrométrie de masse pour la caractérisation structurale de complexes

biologiques.
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Si les différentes techniques de MS structurale prises individuellement ne permettent pas
d’obtenir une description de la structure au niveau atomique, elles permettent d’obtenir des
informations de natures différentes et donc complémentaires (figure 4). Ensuite, c’est la
combinaison des données issues de ces différentes techniques qui permet d’accéder, au travers

de différentes étapes de modélisation, a des mode¢les structuraux de haute résolution [28].
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Figure 4. Présentation des principales techniques de MS structurale et des informations qui leur sont associées.

Les différentes techniques de MS structurale peuvent étre divisées en deux domaines :
- Les approches natives

- Etles approches de protéomique

Apres une description du principe de ces différentes approches, la nature des informations
dégagées de chaque technique seront discutées. Nous porterons aussi une attention
particuliere sur les parametres instrumentaux a optimiser, notamment pour les techniques qui

ont été utilisées au cours de ces travaux de theése.
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1. Les approches natives

1.1. La spectrométrie de masse native (MS native)

1.1.1. Principe

Le concept de spectrométrie de masse native ou supramoléculaire est basé sur le transfert de
complexes non-covalents existant en solution vers une phase gazeuse. Les travaux de Chait et
Henion en 1991 ont constitué le point de départ de cette approche [29, 30]. Si le maintien de
complexes non-covalents en phase gazeuse est possible, c’est grace a 1’apparition, a la fin des
années 1980, des techniques d’ionisation dites douces comme :

- le MALDI (« Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation ») (Nobel 2002)

- et ’ESI (« Electrospray lonisation ») (Nobel 2002).

Le principe de I'ionisation MALDI consiste a désorber/ioniser un analyte sous forme co-
cristallisé a I’aide d’un tir laser [31]. Si cette approche a été décrite dans la littérature pour
I’analyse de complexes supramoléculaires [32, 33], I'utilisation de matrices organiques
acides, ou 1’énergie communiquée a I’échantillon par le laser rendent difficile le maintien de
I’intégrité du complexe [34].

L’ionisation ESI repose sur I’application d’une différence de potentiel entre le capillaire
contenant I’échantillon et I’entrée du spectromeétre de masse [35]. L’analyte sera alors ionisé
et transmis en phase gazeuse. Aujourd’hui, cette méthode est largement répandue pour les
analyses de type natives. En effet, I’ionisation ESI est encore plus douce que 1’ionisation
MALDI, et permet une meilleure préservation des complexes en phase gazeuse. De plus, la
production d’ions multichargés constitue un autre avantage, dans la mesure ou I’étude

d’édifices de hauts poids moléculaires est rendue possible.

1.1.2. Informations accessibles

L’analyse de complexes non-covalents en conditions natives permet de maintenir la structure

de ce dernier, et d’en mesurer le ou les rapports m/z associés.

- En combinant cette mesure de masse, a une autre en conditions dénaturantes, il est possible
de vérifier la nature non-covalente du systétme mais aussi de déterminer la

steechiométrie d’interaction [36, 37], ou encore I’état d’oligomérisation [38, 39]. Cette
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approche permet notamment d’étudier la dynamique d’assemblage d’un complexe par
analyse en temps réel [40], mais aussi de mettre en évidence des phénomenes de
coopérativité [41, 42].

Le développement de méthodes de quantification relative basées sur des expériences de
titrage ou de compétition permet d’évaluer la spécificité [43] et 1’affinité des complexes.
La réalisation d’une gamme de titration permet de déterminer des constantes d’affinité
(K,) ou de dissociation (Kg) pour une gamme de 107 a 10 M [44, 45]. Des expériences de
compétition directe et/ou indirecte permettent quant a elles d’évaluer I’affinité relative
d’un partenaire avec différents types de ligands [46]. Ces deux types d’expériences
particuliéres ont notamment été utilisés pour la caractérisation d’un complexe impliqué
dans la machinerie d’assemblage des snoRNPs a boite C/D (cf. chapitre 1 de la partie 3).
La stabilit¢ d’un complexe en phase gazeuse peut aussi étre évaluée [46]. Des
expériences de Vcsg visant a déterminer 1’énergie nécessaire pour induire une dissociation
du complexe a hauteur de 50 %, permet de sonder la contribution des interactions
électrostatiques intervenant dans la formation du complexe [47].

L’analyse de complexes et de sous-complexes, qu’ils soient purifiés ou générés
expérimentalement (dénaturation partielle ou dissociation en phase gazeuse) permet

d’obtenir des informations sur les connectivités des différentes sous-unités [48, 49].

1.1.3. Instruments utilisables en MS native

De fagon majoritaire, ce sont les analyseurs de types TOF ou Q-TOF qui sont utilisés pour des
approches natives. En effet, cette géométrie d’analyseur permet d’identifier avec une relative
précision des ions avec de hauts rapports m/z [50], et permet de caractériser des composés de
treés hauts poids moléculaires [51-53]. De plus, la possibilité de moduler assez aisément la
pression au niveau du bloc source contribue aussi a leur succes dans ce domaine (voir dans le
paragraphe suivant I’influence de ce parameétre). Cependant, depuis 2012 et I’introduction
d’un instrument a analyseur Orbitrap, la MS native a haute résolution est désormais accessible
[54].

Au cours de cette theése, la grande majorité des analyses en conditions natives ont été réalisées
sur des instruments a géométrie Q-TOF (Synapt G2 HDMS, Waters) et Orbitrap (Exactive
Plus EMR, ThermoFischer Scientific). Les spécificités et les avantages de ces instruments

seront notamment discutés dans le chapitre 1 de la partie 3.
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1.1.4. Parameétres instrumentaux importants

L’analyse de protéines en conditions natives requiert au préalable une étape de changement de
tampon dite de dessalage, de maniere a éliminer les sels non volatils du tampon de stockage
(NaCl, Tris, HEPES, MOPS, ...). Cette préparation d’échantillon peut étre réalisée selon
différents procédés (filtration sur gel, ultrafiltration sur membrane, dialyse), avec un tampon
présentant I’avantage de mimer les conditions de stockage (pH et force ionique) avec des sels
volatils. Dans ce contexte, c’est 1’acétate d’ammonium (AcONH4) qui est le plus largement
utilisé [50, 55].

D’un point de vue instrumental, 1’analyse de complexes non-covalents par MS native requiert,
de fagon générale, I’optimisation de deux paramétres majeurs :

- La tension d’accélération (Vc¢)

- Etla pression de I’interface (Pi)

Les optimisations sont réalisées avec pour objectif de trouver le meilleur compromis entre
transmission des analytes au sein du spectromeétre de masse, maintien des complexes non-

covalents, et meilleure désolvatation possible (figure 5).
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Figure 5. Optimisation des paramétres instrumentaux en MS native (adaptée a partir de [56]).
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= La tension d’accélération

La tension d’accélération ou tension de cone (Vc) permet de communiquer une certaine
énergie cinétique aux ions. Aux travers de collisions avec des molécules de gaz résiduelles,
cette énergie cinétique est convertie en énergie interne. Toutefois, si la tension de cone doit
étre suffisamment importante de maniére a obtenir une bonne transmission de 1’analyte, ainsi
qu’une désolvatation convenable, elle doit étre optimisée de maniére a ne pas entrainer la
dissociation du complexe a analyser. A titre représentatif, I’analyse du complexe co-purifié
Bced1pFL/Rtt106p(65-320) par MS native (5 uM) a différentes valeurs de Ve, a mis en
¢vidence I’influence de ce facteur sur la qualité de la caractérisation du complexe (figure 6).
Ainsi, pour une valeur de Vc relativement faible (80 V, figure 6 a), le complexe 1:1 est
caractérisé. Toutefois ce paramétrage ne semble pas optimal pour la transmission, et la
désolvatation des ions (cf. zoom 18+). Pour une valeur de Vc importante (200 V, figure 6 c),
la désolvatation des ions apparait meilleure, cependant elle est optimisée au détriment du
maintien du complexe non-covalent en phase gazeuse. En effet, ’intensité apparente du
complexe est inférieure a celle observée pour un Ve de 120 V (figure 6 b). Dans le cadre de
I’analyse du complexe co-purifi¢ BcdlpFL/Rtt106p(65-320), un Ve de 120 V se présente
alors comme le meilleur compromis entre transmission/maintien du complexe et désolvatation

des ions.
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Figure 6. Influence de la tension de cone (Vc) sur la transmission et la désolvatation du complexe
Bed1pFL/Rtt106p(65-320). Le complexe co-purifié est infusé a 5 uM (AcONH, 150 mM, pH 7.5) en conditions
natives sur le Synapt G2 HDMS (Pi : 6 mbar), a différentes valeurs de Ve : 80 V (a), 120 V (b) et 200 V (c).

= La pression de ’interface

La pression de I'interface peut étre modulée grace a la mise en place d’une vanne de fuite
dans le circuit de pompage primaire. Le contrdle de la pression a ce niveau permet de moduler
le libre parcours moyen des ions. L’augmentation de la pression entraine une augmentation du
nombre de chocs entre les ions et les molécules de gaz résiduelles ; ainsi 1’énergie interne des
ions est limitée, permettant de conserver l'intégrit¢é du complexe non-covalent en phase

gazeuse [57]. Ces propos sont ici illustrés a travers I’analyse du complexe myoglobine-héme
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(figure 7). Pour une tension d’accélération constante (Vc : 100 V), nous pouvons remarquer
que le maintien intégral du complexe protéine-ligand n’est observable que pour une pression
en source suffisamment élevée (6 mbar, figure 7 a). Si la diminution de cette pression permet
d’améliorer légerement la désolvatation, elle se fait au détriment du maintien du complexe. En
effet, pour des valeurs de Pi plus faibles (4 et 2 mbar, figure 7 b et c), la proportion d’apo-

myoglobine se trouve fortement augmentée.
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Figure 7. Influence de la pression de l’interface (Pi) sur la désolvatation et le maintien du complexe
Myoglobine/héme. L’échantillon est infusé a 5 pM (AcONH,4 150 mM, pH 7.5) sur le LCT en conditions natives
(Ve : 100 V), a différentes valeurs de Pi : 6 mbar (a), 4 mbar (b) et 2 mbar (c).

1.1.5. Discussion

Si la MS native permet d’accéder a de nombreuses informations complémentaires (cf.
paragraphe 1.1.2.), il n’en demeure pas moins que cette approche possede certaines
limitations. En effet, la qualité¢ des résultats est étroitement liée a 1’étape de préparation

d’échantillon (échange de tampon), ainsi qu’a une optimisation fine des parametres
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instrumentaux. Ces optimisations permettent de maintenir 1’intégrité du complexe en phase
gazeuse, et d’obtenir une mesure de masse la plus précise possible.

D’un point de vue applicatif, la caractérisation de protéines membranaires par MS native a
longtemps constitué un point limitant. Si ’analyse de ce type de protéines est possible en
milieu micellaire (détergents) [58], cette approche n’est pas routiniére et de nombreuses

optimisations expérimentales et instrumentales sont nécessaires.

1.2. La spectrométrie de masse native couplée a la mobilité ionique (IM-MS native)
1.2.1. Principe

La spectroscopie de mobilité ionique consiste a séparer des ions en fonction de leur charge et
de leur conformation, au sein d’une cellule remplie de gaz sous I’influence d’un champ
¢lectrique ; cette approche peut étre assimilée a de « I’exclusion stérique en phase gazeuse »
(figure 8). Les ions de conformations plus compactes subiront alors moins de chocs avec le
gaz résiduel que des ions avec une conformation étendue, et seront alors drainés plus
rapidement au sein de la cellule IMS. Toutefois la conformation des ions n’est pas le seul
parameétre influant sur leur temps de dérive au sein de la cellule. En effet, la charge de 1’ion
aura aussi une incidence. Ainsi, a conformation « égale », un ion plus chargé répondra plus
favorablement au champ électrique et sera alors drainé plus rapidement qu’un ion plus

faiblement chargé [59, 60] (figure 8).
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Figure 8. Représentation schématique de la séparation des ions en fonction de leur conformation et de leur

charge, au sein de la cellule IMS.
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1.2.2. Informations accessibles

Si cette approche peut étre utilisée comme une dimension de séparation supplémentaire pour
une analyse protéomique [61], elle permet d’accéder a un niveau structural lors d’analyses en
conditions natives :

- En effet, la mise en évidence de différences au niveau du temps de dérive au sein de la
cellule de mobilité ionique peut révéler des différences de conformations globales [62].

- A partir de la mesure des temps de dérive, il est possible de déterminer les sections
efficaces de collision (CCS) des analytes (cf. paragraphe 1.2.5.). La CCS est représentée
comme |’aire projetée du volume en phase gazeuse occupé par la molécule analysée.

- Le suivi de ces temps de dérive et/ou CCS peuvent permettre la mise en évidence de

changements conformationnels durant I’assemblage de complexes multi-protéiques

[48, 63] (cf. partie 4 chapitre 2).

La nature des informations permet notamment d’étudier la dynamique d’oligomérisation

[64], ainsi que les mécanismes de dépliement/repliement des protéines [65].

Cette approche a aussi montré son intérét pour la caractérisation de systemes protéines-

ligands. Ainsi le criblage de ces systemes non-covalents par IM-MS peut mettre en

évidence des changements conformationnels tres fins (A CCS de ~ 1%), et participer a la

pré-sélection de candidats thérapeutiques [46, 66].

La dimension mobilité ionique combinée a une activation de la conformation des ions en

phase gazeuse permet d’accéder a des informations d’ordre de stabilité. Si dans certains

cas, la résolution effective en mobilité ionique permet de mettre en évidence des
différences globales entre deux systémes, I’application d’énergie croissante peut mettre
¢vidence des différences au niveau des profils de dépliement de la protéine ou du complexe
en question [67, 68]. Cette approche est connue sous le terme de CIU (« Collision Induced

Unfolding »).
1.2.3. Instruments utilisables en IM-MS native
A T’heure actuelle, il existe deux types d’instruments permettant d’utiliser la spectroscopie de
mobilité ionique pour la caractérisation structurale de complexes supramoléculaires :

- La gamme Q-TOF 6560 proposée par Agilent Technologies
- La gamme Synapt de chez Waters.
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D’un point de vue conceptuel, ces deux gammes sont assez différentes dans le sens ou :

- Pour l'instrument Agilent, la cellule de mobilité ionique est placée entre la source
d’ionisation et le quadripdle ; alors que sur les instruments Waters, cette cellule se
trouve entre le quadripdle et ’analyseur TOF.

- Les cellules de mobilité aussi sont différentes : le premier instrument cité, possede une
cellule IM de type DTIMS (« Drift Tube Ion Mobility Spectrometry »), alors que la
gamme Synapt est équipée d’une cellule de type TWIMS (« Travelling Wave Ion
Mobility Spectrometry »).

Au cours de cette these, les expériences de mobilité ionique ont été réalisées sur un Synapt G2

HDMS (Waters) (figure 9).
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Figure 9. Représentation schématique du Synapt G2 HDMS (Waters) en mode IM-MS native. La cellule de

mobilité ionique est encadrée en pointillés rouges.

Cet instrument possede donc une cellule de mobilité ionique « Travelling Wave », constituée
de guides d’ions SRIG (« Stacked Ring ion Guide »). Les premicres lentilles sont alimentées
en Hélium de maniére a thermaliser les ions entrants, alors que le reste de la cellule est sous
Azote. Les ions seront alors drainés au travers de la cellule de mobilité par des vagues de
potentiels se propageant de lentille en lentille. La séparation des ions se produit alors sous

I’effet de chocs avec les molécules de gaz. Les ions qui seront alors ralentis jusqu’a un certain
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point, subiront des phénoménes de «retour en arriere » («roll-over »); et seront alors

entrainés par les vagues de potentiel suivantes [69] (figure 10).
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Figure 10. Séparation des ions dans la cellule TWIMS. Les vagues de potentiel successives drainent les ions

ralentis par les chocs avec les molécules de gaz (adaptée a partir de [59]).

Toutes les autres parties de cet instrument seront détaillées dans le chapitre 1 de la partie 3.

1.2.4. Optimisations instrumentales

En plus des prérequis liés a une analyse en conditions natives (cf. 1.1. MS native), I’utilisation
de la dimension mobilité ionique nécessite une optimisation fine de certains parametres
instrumentaux, de manicre a atteindre un pouvoir de séparation maximum tout en conservant
la conformation native des espéces séparées.
Dans ce contexte, I’optimisation de deux couples de paramétres est primordiale [66] :

- Hauteur et vitesse de vague

- Débit de gaz dans la cellule TWIMS

= Influence de la hauteur et vitesse de vague

Une augmentation de la vitesse de vague (WV) va entrainer un nombre de « retour en
arriere » ou « roll-over » plus important. Ce phénomeéne aura tendance a augmenter le
temps de passage des ions dans la cellule IM et donc a améliorer la résolution de séparation
(figure 11) (I’équation permettant de calculer la résolution de séparation en IM-MS est

présentée en annexe du manuscrit). Toutefois, il nécessaire de ne pas dépasser une valeur
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limite a partir de laquelle des phénomenes de diffusion ou élargissement des pics
apparaitront, ces derniers entrainant une diminution de la résolution (figure 11).

Concernant la hauteur de vague (WH), une augmentation de cette valeur diminue les
mouvements de «roll-over » ; ainsi, le temps de passage dans la cellule IM se trouve
diminué. Cependant, des valeurs de WH trop faibles favorisent les phénomeénes de
diffusion et entrainent une diminution de la résolution (figure 11). Une valeur de WH
permettant d’obtenir une résolution suffisamment importante sans faire sortir les ions de la

cellule IM trop rapidement doit ainsi étre déterminée.

WHIV)

Figure 11. Influence de la hauteur et vitesse de vague sur la résolution de séparation (Rs) pour le complexe Bcl-

xL apo et holo ABT-737 (adaptée a partir de [66]).

= Influence des débits de gaz dans la cellule TWIMS

L’autre couple de parameétre a optimiser, est le rapport des gaz hélium/azote présents au sein
de la cellule IM. Si les parametres de hauteur et vitesse de vague conditionnent le nombre de
mouvements de « roll-over », la pression en gaz de la cellule TWIMS permet de moduler le
nombre de collisions entre les ions analysés et les molécules de gaz. Dans ce contexte une
augmentation de pression jusqu’a un certain point permet d’augmenter la résolution de
séparation (figure 12), cependant la aussi une valeur seuil ne doit pas étre dépassée afin de ne
pas entrainer de phénomenes de diffusion.

I1 est ici important de noter qu’il n’existe pas une valeur optimale pour les parametres de
vague, débit et pression de gaz; il est possible de trouver plusieurs couples de valeurs

permettant d’obtenir une résolution de séparation équivalente (figure 12 a).
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Figure 12. Influence du rapport des pressions He/N, de la cellule TWIMS sur la résolution de séparation (Rs)
pour le complexe Bel-xL apo et holo ABT-737. Le panel (a) présente les facteurs de résolution calculés pour
différents ratio Qpu./Qnz ; le panel (b) présente les mobilogrammes et les facteurs de résolution associés pour

différents ratios Qu/Qn; (adaptée a partir de [66]).

1.2.5. Calculs de CCS
= CCS expérimentales

Comme énoncé précédemment, la caractérisation du temps de dérive au sein de la cellule IM
permet de calculer des CCS [62].

Dans une cellule IM de type « Drift Tube » la mobilité d’un ion, notée K, est définie par le
rapport entre sa vitesse dans la cellule IM (v,) et le champ ¢électrique (E). Le fait que ce champ
électrique soit ici linéaire, 1’équation de Mason-Schamp permet de corréler directement la
mobilité d’un ion a une section efficace (CCS) [70].

Pour une cellule IM de type « Travelling Wave », ce champ ¢électrique n’est pas linéaire [71],
et I’équation de Mason-Schamp reliant CCS et mobilité ionique ne peut étre directement
utilisée. La détermination des CCS avec une cellule TWIMS (""CCS) doit alors passer par
I’utilisation d’une droite d’étalonnage. Cette derniére est réalisée a I’aide de protéines
modeles dont les CCS ont été déterminées avec un instrument de type DTIMS (°'CCS) [72].
Les équations permettant de déterminer une CCS expérimentale a partir de données TWIMS

sont décrites en détail en annexe du manuscrit.
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= CCS théoriques

La CCS d’une molécule peut étre calculée in silico, a partir d’une structure haute résolution
obtenue en cristallographie, RMN ou cryo-EM. En effet un programme comme MOBCAL,
développé par 1’équipe de Jarrold et mis a jour par Ruotolo et al., [62], simule et intégre les
collisions entre les atomes de la molécule et le gaz tampon. De cette simulation, la CCS peut
étre déterminée selon trois algorithmes :

- L’algorithme « Projection Approximation » (PA) : cette méthode de simulation assimile
les atomes a des sphéres dures, et la CCS est déterminée par une moyenne des aires
projetées de ces spheres. Si cette approche facilite le calcul et augmente sa rapidité, elle a
tendance a sous-estimer les valeurs de CCS étant donné qu’elle ne considére pas
I’ensemble des collisions entre atomes.

- L’algorithme « Exact Hard Sphere Scattering » (EHSS) : cette approche permet de
tenir compte d’une partie des collisions entre les ions et les molécules de gaz. Cet
algorithme permet alors de déterminer des CCS plus fiables, néanmoins la considération
d’un mode¢le de sphere dure occulte certaines interactions.

- L’algorithme « Trajectory Method » (TM) : cette méthode de simulation permet de
déterminer les CCS les plus justes, étant donné que I’ensemble des interactions se
produisant entre les ions et les molécules de gaz est considéré. Cette approche nécessite

cependant un temps de calcul plus important.

Toutefois, en I’absence de structures hautes résolution, il est aussi possible d’estimer une CCS
a partir de la masse d’une protéine, et de 1’équation proposée par Ruotolo et al., [62] (cette
approximation étant basée sur un mode¢le sphérique) :

Q = 2.435 x M?/3,

1.2.6. Discussion

L’utilisation de la dimension mobilité ionique permet d’accéder a un certain niveau de
caractérisation structurale d’une molécule ou d’un complexe en conditions natives :
détermination des CCS et mise en évidence de changements conformationnels assez fins.
Toutefois, 1’activation de ce mode entraine une diminution de la sensibilité (~ facteur 10), et

la détermination de CCS avec un Synapt G2 (cellule IM remplie d’azote, ' CCSnz) passe par
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’utilisation d’une droite d’étalonnage avec des molécules dont les CCS ont été déterminées
par DTIMS (cellule IM remplie d’hélium, ®"CCSge). Le choix des étalons est alors primordial
pour la détermination d’une CCS fiable [73, 74].

2. Les approches de protéomiques

2.1. Généralités

Avant d’introduire les méthodes de caractérisation structurale utilisant une approche
protéomique, une bréve introduction a ce qu’est la protéomique sera réalisée, et les concepts
analytiques seront présentés.
La protéomique se présente comme la science permettant la caractérisation du protéome
(ensemble des protéines) d’un échantillon biologique (tissu, fluide) provenant d’un organisme
particulier (humain, animal, plante, ...). Cette approche permet notamment de déterminer la
présence de protéines particulieres, de caractériser leurs modifications post-traductionnelles
ou encore de les quantifier.
La stratégie classique en protéomique consiste a (figure 13) :

- Séparer les protéines sur gel d’électrophorése si I’échantillon est complexe,

- Digérer I’échantillon par 1’action d’une enzyme,

- Séparer les peptides générés par une étape de chromatographie liquide,

- Analyser ces derniers par spectrométrie de masse,

- Puis a identifier les peptides et protéines par une recherche dans une banque de

données.
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Figure 13. Représentation schématique d’une analyse classique en protéomique (adaptée a partir de [75]).

Au niveau de I’analyse par spectrométriec de masse, 1’identification ou le séquencage des
peptides issus de la digestion enzymatique se fait au travers d’expériences de spectrométrie de
masse en tandem, dites de MS/MS. Pour ce faire, deux modes d’acquisitions sont possibles :

- Le DDA (« Data Dependant Acquisition »)
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- Le DIA (« Data Independant Acquisition »)

Le mode DDA consiste a alterner une analyse MS et analyse MS/MS. Selon le spectrometre
de masse utilisé, les trois a dix ions les plus intenses pourront étre sélectionnés sur le scan MS
et fragmentés lors du scan MS/MS (figure 14).
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Figure 14. Représentation schématique du mode d’acquisition DDA.
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Une autre approche nommée DIA consiste a s’affranchir d’une étape de sélection, et donc
permet en théorie de limiter la perte d’information due a la non-sélection d’un ion. Ce mode
d’acquisition DIA regroupe deux méthodes majeures :
La technologie SWATH [76], permettant une isolation séquentielle des précurseurs sur une
fenétre de masse, et leur fragmentation.
La technologie MS® [77], permettant de fragmenter I’ensemble des ions précurseurs sur
une large gamme de masse, en alternant des scans basse et haute énergie (cette technique a
notamment ¢été utilisée pour les approches HDX-MS et sera décrite plus précisément dans

la partie 2).

Au niveau de la fragmentation, plusieurs approches sont possibles :

- La dissociation induite par collision avec un gaz neutre (Ar, N,, He) : CID (« Collision
Induced Dissociation »).

- La dissociation par transfert ou capture d’¢lectron : ETD (« Electron Transfer Dissociation)

et ECD (« Electron Capture Dissociation »).
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Selon le type de dissociation utilisée, la nature des fragments sera différente. Si le mode CID
génére préférentiellement des ions b et y, les modes ECD/ETD générent des ions ¢ et z

(figure 15) :

N s U ' He
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Figure 15. Nomenclature de Biemann des ions fragments. [78]

Ainsi la détermination des masses des ions fragments consécutifs, permet de remonter a la
séquence de I’ion précurseur, et donc du peptide. C’est a partir de cette approche que les

protéines sont identifiées et séquencées.

2.2. Le pontage chimique ou crosslink (XL)

2.2.1. Principe

Le pontage chimique ou encore « crosslink » consiste a lier covalemment les sous-unités
constitutives d’un complexe non-covalent. Cette étape de pontage est réalisée par une réaction
chimique, et I’ajout d’un agent bi- (voire tri-) fonctionnel spécifique, muni d’un bras espaceur
(figure 16). Cette approche permet notamment d’étudier des complexes de types protéine-
protéine ou protéine-ADN [79, 80]. L’analyse de complexes pontés peut se diviser en deux
parties principales (figure 16) :

L’analyse du complexe ponté intact, de maniere a déterminer la stoechiométrie

d’interaction.

L’analyse du complexe avec une stratégie classique de protéomique de maniére a

déterminer les peptides pontés.
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Figure 16. Représentation schématique des stratégies d’analyses possibles en « crosslink ».

Informations accessibles

L’approche « crosslink » permet de déterminer de nombreuses informations d’ordre structural
suivant la stratégie analytique adoptée.
L’analyse intacte de complexes pontés peut éEtre utilisée afin de vérifier 1état
d’avancement de la réaction de pontage ou déterminer la steechiométrie d’interaction
d’un complexe [81]. Cette approche peut se trouver en appui de la MS native, et montre un
intérét particulier pour des complexes peu stables en acétate d’ammonium [82]. Dans ce
contexte, I’analyse par MALDI est privilégi¢e, toutefois la formation de complexes de

hauts poids moléculaires nécessite 1’utilisation de détecteur particulier comme le CovalX

L’analyse de complexes « crosslinkés » par une approche protéomique permet d’identifier
les peptides pontés. La caractérisation de ces derniers renseigne sur la proximité spatiale
entre deux acides aminés spécifiques. Ainsi, il est possible de déterminer des zones
d’interaction ou spatialement proches [81, 84, 85]. L’identification de peptides pontés

inter et intra, permet d’accéder a un niveau de caractérisation assez fin [86], dans le sens ou
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il est possible de modéliser dans I’espace les points d’ancrage, grace a la connaissance de

la taille du bras espaceur [28, 87].

2.2.3. Partie expérimentale

Dans la conception d’une expérience « crosslink », plusieurs parameétres doivent &tre
déterminés avec précaution, dont la nature de I’agent pontant.
En effet, le type d’agent doit étre choisi en fonction de sa spécificité a réagir avec des
acides aminés en particuliers, tout en préservant I’état natif du complexe. Suivant la
séquence des partenaires en interaction, il sera préférable de cibler des acides aminés
basiques [88], acides [89] ou autres [90]. Plusieurs groupements réactifs ciblant

spécifiquement certains acides aminés sont disponibles commercialement (tableau 1) :
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Tableau 1. Sélection de fonctions réactives portées par les agents pontants avec les acides aminés ciblés

spécifiquement (adapté de [82]).

- S’il est possible de sélectionner les points d’ancrage de part la nature des groupements
réactifs de 1’agent pontant, il est aussi possible de choisir la taille du bras espaceur
(généralement comprise entre 5 et 20 A). Ainsi, en multipliant 1’utilisation de « linkers »
de taille différentes, la détermination de proximités a plus ou moins longues distances est

accessible, et permet d’améliorer la résolution structurale du complexe analysé.

- Une des limitations principales de cette approche se situe au niveau du rendement de la
réaction de pontage [90]. Toutefois, il apparait nécessaire de contrdler la quantité d’agent
pontant de manicre a ne pas induire des associations non-spécifiques [91]. Si les peptides
« crosslinkés » sont beaucoup moins abondants que les peptides « normaux », des

méthodes d’enrichissement ont ¢été développées, sur des principes différents :
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chromatographie d’exclusion stérique [84], affinité [92, 93] ou encore sur la chimie

«click » [94, 95].

- La recherche des peptides pontés constitue un autre point clé dans cette approche. De
maniére a faciliter et valider ’identification de ces derniers, il est envisageable d’utiliser
un mélange d’agent pontant marqué aux isotopes stables (Iéger/lourd) [88], ou encore
certains agents particuliers permettant de générer des ions spécifiques (reporters) au

moment de la fragmentation [93, 95].

2.2.4. Traitements des données

L’analyse de données « crosslink » a longtemps constitué un point trés limitant de cette
approche. En effet, s’il est possible d’implémenter de nouvelles modifications dans les
moteurs de recherche comme Mascot, classiquement utilis¢é en protéomique, ce type de
logiciel ne peut gérer que les peptides linéaires et non les pontés.

Dans ce contexte, plusieurs dizaines de logiciels ont été développés [96], comme MassMatrix
[97], X-Quest [98], p-link [99] pour ne citer qu’eux. Si pour certains de ces derniers, les
données brutes d’un constructeur particulier était un prérequis, ou la plateforme de
visualisation des résultats peu conviviale, ces aspects ont été pris en compte avec la suite

logicielle MS Studio [100] (cf. partie 4 chapitre 2).

2.2.5. Discussion

L’approche « crosslink » peut étre particulierement informative dans la détermination de
steechiométrie d’interaction, de zones de proximités. Ces données sont particulierement
intéressantes pour donner des contraintes spatiales pour la modélisation de structures
protéiques. Toutefois, le succes de cette technique et du pontage est protéine dépendant, et ne
permet pas de suivre un protocole généralisable ; de nombreuses optimisations expérimentales
sont donc nécessaires. Un autre point limitant se situe au niveau de I’identification des
peptides pontés. La faible proportion de ces derniers nécessite ’utilisation de spectrometres
de masses trés sensibles et/ou une étape d’enrichissement. De plus, si les logiciels de
retraitement ont tendance a se développer pour un large public, il n’en demeure pas moins

qu’aucun critére de validation n’est standardisé.
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2.3. Autres approches de marquage de surface

2.3.1. Principe

Dans les approches de protéomique structurale, il existe des techniques orthogonales au XL-
MS, n’impliquant pas de pontage covalent entre différents partenaires. Parmi ces autres
méthodes, nous pouvons trouver :

- L’échange hydrogéne/deutérium. Cette approche fait 1’objet d’une description détaillée
en partie 2.

- Le marquage radicalaire ou « Hydroxyl Radical Footprinting » (HFP). Cette technique
repose sur I’oxydation radicalaire des chaines latérales des acides aminés de surface d’une
protéine ou d’un complexe en conditions natives [101, 102]. L’oxydation se fait ici a
travers 1’utilisation d’espece radicalaire (HO'), qu’il est possible de générer selon de
nombreuses méthodes (radiolyse de I’eau, photolyse de peroxyde d’hydrogene, réaction de

Fenton, ...) [27, 101].
2.3.2. Informations accessibles

La méthode de marquage HFP permet d’obtenir des informations d’accessibilité¢ et de

dynamique [103, 104]. Ainsi, dans une approche comparative, cette méthode peut étre utilisée

de maniere a :

- Suivre P’effet conformationnel d’une mutation, d’une modification post-traductionnelle
ou de la fixation d’un ligand sur une protéine [27, 104, 105].

- Déterminer des zones d’interaction pour des complexes de types protéine-ADN [106] ou

protéine-protéine [107].
2.3.3. Discussion
Si I’approche HFP permet d’obtenir des informations structurales intéressantes, la mise en
place expérimentale de 1’oxydation radicalaire n’est pas triviale. De plus, la réactivité des

chaines latérales est trés hétérogéne selon 1’acide aminé accessible, ce qui influe sur la

résolution des résultats [104].
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3. Les approches mixtes

3.1. La spectrométrie de masse native couplée a la fragmentation en phase gazeuse

(« Top-down native MS »)

Les récents développements instrumentaux ont permis I’essor de [’approche « Top-down
native MS ». Cette technique permet désormais d’analyser des complexes non-covalents et de
les fragmenter in situ, de manicére a étudier la topologie ou I’arrangement d’un complexe
[108]. En effet, I’utilisation de méthodes de fragmentation ETD ou ECD induisent une
dissociation des partenaires protéiques tout en maintenant une partie des interactions non-
covalentes [109]. Ainsi, la caractérisation des fragments générés permet de déterminer des
zones de contact pour des systemes protéine-ligand [110, 111] ou protéine-protéine [112,
113].

Bien que prometteuse, 1’approche « Top-down native MS » doit encore faire I’objet de
développements instrumentaux et informatiques : ’efficacité de fragmentation n’est pas a ce

jour optimale, et le retraitement des données est peu automatisé.

3.2. La protéolyse ménagée

Le principe de la protéolyse ménagée repose sur I’action d’'une enzyme de fagon contrdlée en
conditions non dénaturantes, sur un complexe supramoléculaire. Les zones se trouvant enfouis
ou a I’interface d’une interaction seront moins accessibles au solvant et donc protégées vis-a-
vis de la digestion enzymatique. L’analyse des fragments générés permet alors d’identifier des
domaines minimum d’interaction [114, 115], ou des changements conformationnels liés a la
fixation d’un partenaire [114, 116].

Si les méthodes d’analyses des fragments générés sont généralement réalisées en conditions
dénaturantes, il est possible de combiner I’approche avec une analyse en conditions natives de
maniere a vérifier la présence d’un complexe minimal d’interaction (cf. partie 4 chapitre 2).
L’utilisation de plusieurs enzymes est souvent nécessaire de fagon a augmenter la résolution
des domaines ou en cas de résistance a la digestion d’une protéine. De plus, la reproductibilité
limitée des résultats, le traitement des données peu automatisé [117] et la faible résolution des

zones déterminées [27] constituent des inconvénients a cette approche.
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Conclusion de cette partie

Cette premicre partie rappelle 'importance des complexes non-covalents en biologie, ces
derniers intervenant dans des processus clés du fonctionnement cellulaire. Cette introduction
bibliographique a permis de définir les différentes interactions mises en jeu dans la formation
de complexes supramoléculaires, mais aussi de rappeler la nécessité de caractériser ces
assemblages, pour expliquer les processus biologiques associés.

De nombreuses techniques biophysiques permettent d’accéder a des informations structurales
avec des résolutions hétérogenes, allant d’une topologie globale a la résolution de la structure
au niveau atomique. Les techniques permettant d’accéder a ces caractérisations haute
résolution, comme la cristallographie ou la RMN, peuvent se heurter a des problématiques de
production de cristal, taille de complexe analysable ou grande quantit¢ d’échantillon
nécessaire.

Dans ce contexte, la MS structurale se présente comme une approche orthogonale de choix.
En effet, la MS présente 1’avantage d’étre sensible, permet de caractériser des systémes de
hauts poids moléculaires, et accede a des informations d’ordre dynamique. Si les différentes
techniques de MS structurale prises individuellement ne permettent pas d’obtenir des
informations a résolution atomique, la combinaison de ces différents outils couplés a la
modélisation moléculaire peut s’en rapprocher.

Toutefois, 1’utilisation de ces outils nécessite encore des développements méthodologiques,
instrumentaux et bio-informatiques. Les parties suivantes porteront notamment sur
I’évaluation et I’apport de la technique échange hydrogeéne/deutérium en protéomique
structurale, ainsi que sur la combinaison d’approches de MS structurale pour la caractérisation

approfondie de systémes non-covalents.
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Partie 2- La méthodologie échange Hydrogeéne/Deutérium (HDX)

Dans la continuité de ce qui a ¢été présenté dans la partie précédente concernant les
technologies utilisées en MS structurale, nous allons ici nous focaliser sur une approche qui
prend de plus en plus d’importance dans ce domaine et qui a constitué le coeur de ce travail de
thése : les échanges Hydrogeéne/Deutérium couplés a la MS (HDX-MS). Un premier chapitre
permettra d’introduire le principe de cette technique ainsi que de montrer les champs
d’applications possibles. Dans un second temps le systéme instrumental utilisé et les schémas
analytiques qui y sont associés seront détaillés. Enfin une discussion autour d’optimisations
expérimentales et instrumentales sera réalisée a travers I’évaluation des performances du

systeme afin de bien appréhender les points cruciaux de cette approche.

Chapitre 1 : Principe de I’échange Hydrogéne/Deutérium et état de ’art.

Chapitre 2 : Description du syst¢éme HDX-MS utilisé et du processus analytique associé.

Chapitre 3 : Optimisations expérimentales et instrumentales en HDX-MS et mise en

place d’un test de performance.
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Chapitre 1 : Principe de I’échange Hydrogene/Deutérium et état de
Part.

1. Historique

L’idée d’initier un échange isotopique pour réaliser une caractérisation structurale de protéine
est relativement ancienne. En effet Hvidt et Linderstrom-Lang [1] sont les pionniers en la
matiere, lorsqu’ils suivent I’échange H/D sur I’insuline a 1’aide de tube a gradient de densité,
et relient le taux d’échange a un ordre de dynamique protéique (figure 1). Une vingtaine
d’années plus tard, I’apport d’une digestion enzymatique avec comme objectif I’amélioration
de la résolution spatiale a ét¢é mise en évidence par les travaux de Rosa et Richards [2].
L’année 1991 fut charnieére dans le développement de cette approche avec les travaux de
Katta et Chait, décrivant le suivi du changement conformationnel de I’ubiquitine bovine avec
le premier couplage de 1’échange H/D a la spectrométrie de masse [3]. C’est alors que se sont
accélérées les évolutions de cette méthodologie avec notamment, 1’utilisation d’une digestion
pepsique [4], les premicres études de zones d’interaction [5] et ’amélioration des systémes
chromatographiques [6]. Voyant l’intérét grandissant de cette technique pour I’étude
structurale de protéines, la société Waters a commercialisé le premier systtme HDX en 2011.
Toutefois une revue publiée par lacob et al, [7] correspondant au début de ma thése posait une
question ouverte: « Are we out-of quicksand ?» (Sommes-nous sortis des sables

mouvants ?). Des points clés ont été soulevés dans cet article, comme :

- Lareproductibilité des expériences est-elle avérée ?
- Peut-on parler de technique haut débit ?
- L’ensemble des protéines se prétent-elles a ce type d’approche ?

- Quelle résolution peut-on atteindre ?

Tous ces points seront discutés a travers un passage en revue du principe, des applications et

des optimisations réalisées sur le systéme implanté au laboratoire.
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Figure 1. Historique de 1’évolution des échanges isotopiques et de I’instrumentation associée pour la
caractérisation structurale de protéines.

2. Principe de I’échange H/D couplé a la spectrométrie de masse

Cette technique est basée sur 1’échange d’hydrogénes d’une protéine pour des atomes de
deutérium. Toutefois tous les protons ne sont pas sujets a cet échange, et certains autres
possedent une cinétique d’échange tellement rapide, qu’elle n’est pas compatible avec une
analyse MS. En effet les hydrogénes liés aux carbones o ne s’échangeront pas avec des
deutériums, alors que les hydrogénes des chaines latérales s’échangeront de maniére trop

rapide pour étre conservés durant le temps requis d’une analyse LC-MS. Seuls les protons

amidiques auront une vitesse d’échange compatible pour un suivi par MS (figure 2).

H H H H H H
-0 I\!I-C H -Ci}f'wll -CH-C0 r“!.I-C H-COM-CH-CO rlu-c H -Ci}fl*l -
{lH ’ CH; CHa CH; (CH. )
CONH, COOH El:lH 5H MH,
Azn Asn Ler Cps Lys

Figure 2. Présentation des hydrogénes présents sur la structure primaire d’une chaine polypeptidique. En vert
sont représentés les protons du squelette carbonés qui ne s’échangent pas, en bleu les hydrogénes des chaines
latérales qui ont une vitesse d’échange trop rapide, et enfin en rouge les protons amidiques dont I’échange avec
des atomes de deutérium sera suivi par MS. La séquence de la chaine polypeptidique prise en exemple est
indiquée par un code a trois lettres en italique : Asparagine (Asn), Acide aspartique (Asp), Serine (Ser), Cystéine

(Cys) et Lysine (Lys).
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Ainsi selon ’accessibilité de certains acides aminés au solvant deutéré ou leur implication au
niveau des structures secondaires, leurs protons amidiques pourront s’échanger contre des
deutériums. Ce processus entrainera un incrément de masse au niveau de la protéine qui
pourra €tre déterminé par MS, et suivi au cours du temps (figure 3). Ainsi des informations

d’ordre dynamique et sur des zones d’interaction pourront étre établies.
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Figure 3. Principe général d’une expérience d’échange hydrogene/deutérium couplée a la spectrométrie de masse

(HDX-MS) (adapté de [8]).

Toutefois si la vitesse d’échange est intimement liée a la structure de la protéine et a
I’accessibilité au solvant, la maitrise de certains parameétres techniques comme le pH et la

température est essentielle dans cette approche.

= L’influence du pH
La maitrise du pH est un des parameétres majeurs pour controler les phénomenes d’échange
H->D, mais aussi limiter les phénomeénes de ré-échange D->H. Suivant la gamme de pH dans

laquelle on se trouve, cette réaction pourra se produire selon un processus de catalyse basique

ou acide (figure 4).
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Figure 4. Réactions de 1’échange hydrogéne/deutérium selon le processus de catalyse basique (a) ou acide (b).

Il a ét¢ montré au travers d’une étude sur des peptides polyalanines synthétiques, que le
phénomeéne de catalyse était minimal pour un pH compris entre 2.5 et 3.0 (figure 5) [9]. Cette
¢tude a notamment montré que le maintien du pH dans cette zone était primordial, car pour
une différence d’une unité de pH, la vitesse d’échange était multipliée par dix [9]. C’est
pourquoi une fois le temps de cinétique d’échange souhaité atteint, une trempe acide ou
abaissement brutal du pH est réalisé, de maniere a « figer » la structure de la protéine deutérée

le temps de I’analyse LC-MS.
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Figure 5. Influence du pH sur la constante d’échange hydrogéne/deutérium (adapté de [9]).

= L’influence de la température

Le second paramétre expérimental primordial dans une expérience HDX, est le contrdle de la
température. Une augmentation de la température de I’ordre de 10°C entraine la
multiplication de la vitesse d’échange d’un facteur trois [9] (figure 6). Avec la trempe acide,
I’abaissement de la température de 1’échantillon a 0°C est le moyen de limiter au maximum
les phénomenes de ré-échanges li€¢ a la présence résiduelle d’hydrogeénes dans les tampons et

constituent I’étape dite de « quench ».
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Figure 6. Influence combinée du pH et de la température sur la constante d’échange hydrogéne/deutérium

(adapté de [9]).
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= L’influence de I’environnement en acides aminés

La vitesse des échanges H/D est aussi liée a I’environnement en acide aminé des protons
amidiques en question. Des expériences basées sur 1’¢tude de dipeptides [9] ont montrés que :

- les résidus polaires présentaient un effet inductif (délocalisation de la densité
¢lectronique de la liaison peptidique) entrainant une augmentation de la catalyse
basique et donc une réduction de la fixation de deutérium.

- les acides aminés apolaires et aromatiques induisent quant a eux une diminution de la
constante d’échange, du fait de leur faible activité catalytique (acide et basique) et/ou
de leur encombrement stérique.

- Les résidus acides et basiques n’induisent qu’une trés faible modification de la

constante de la vitesse d’échange.

= L’influence de la structure secondaire

La vitesse d’échange des protons amidiques dépend aussi de leur implication dans des liaisons
hydrogenes [10, 11] et de leur accés au solvant deutéré, [11, 12]. Si ces protons sont
impliqués dans la stabilisation de structures secondaires en hélice a ou feuillet B, ou enfouis
dans un cceur hydrophobe, leur cinétique d’échange sera considérablement réduite. Cette
derniére pourra étre abaissée d’un facteur 10® [11] par rapport a des hydrogénes situés sur des

boucles a la surface des protéines présentant un acces facilité au solvant.

2.1. La source d’introduction du deutérium

La technique d’introduction du deutérium la plus utilisée consiste a diluer une protéine dans
de I’eau deutérée (D,0). Cette dilution d’un facteur compris généralement entre 10 et 20,
génére un milieu réactionnel contenant plus de 90 a 95% de D,0, permettant ainsi d’initier
I’échange entre les protons amidiques de la protéine et les atomes de deutériums présents en
solution.

Une deuxiéme méthode consiste a délivrer le D,O au travers d’une membrane ionique
sélective en nafion (figure 7). Ainsi selon un phénomeéne d’osmose, les protons amidiques
pourront s’échanger pour des deutériums, sans passer par une étape de dilution. Ce procédé
permet donc de s’affranchir de problémes éventuels liés a la faible affinité d’un complexe, et

de limiter la quantité d’échantillon initiale nécessaire. Si la preuve de concept a été faite pour
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I’é¢tude du repliement de protéines a 1’échelle globale et peptidique, ou pour I’étude
d’interactions protéine-protéine [13], cette approche ne demeure que trés peu exploitée,
probablement dii au manque d’automatisation du systéme de retraitement associ¢ ainsi qu’a

I’investissement pour un instrument dédié.

MearhEls sealve
b gy Catnal 2

Figure 7. Représentation schématique du systéme d’échange hydrogéne/deutérium via une membrane. Dans le

canal 1 se trouve 1’échantillon alors que dans le canal 2 circule un flux de D,O (adapté de [13]).

2.2. Le mode de marquage isotopique en solution

Deux approches de marquage sont possibles pour 1’é¢tude de protéines en solution [11, 14-
16] (figure 8):
- le marquage continu

- et le marquage pulsé.

Le marquage continu constituant la technique la plus répandue, consiste a diluer une
protéine dans un tampon deutéré (D,O), dans des conditions dites natives. Plusieurs temps
d’échange permettront ainsi de renseigner sur 1’accessibilité au solvant deutéré au cours du
temps et sera fonction de la dynamique et de 1’accessibilité protéique. En effet les zones des
protéines qui se trouvent dépliées ou qui le deviennent seront deutérées avec un taux
beaucoup plus important que les zones qui restent totalement replié¢es (cet aspect sera discuté
au paragraphe 2.3).

La seconde méthode dite de marquage pulsé, consiste dans un premier temps a mettre pour
une durée définie, la protéine dans des conditions non natives. En général des agents
dénaturants sont ajoutés (guanidine, urée...), le pH ou la température peuvent étre modifiés de
quelques secondes a quelques heures avant de réaliser un marquage durant une période tres
courte (quelques secondes). Cette approche fera état de zones qui auront eu le temps de se
déplier et d’étre marquées de fagon trés rapide, et permettra d’appréhender les étapes de
dépliement/repliement d’une protéine dans des conditions expérimentales particulieres. Cette
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approche a notamment ét¢ utilisée pour ¢tudier la dénaturation de 1’aldolase par ’urée [14], de
suivre le repliement in vitro de macrophage recombinant humain [17], ou encore de sonder les

changements conformationnels associés a I’agrégation de peptides amyloides 3 [18].

a| Marguage cantinu b} Marquage pulse
Fonilctine: Fralivo:
Sl nsli’ = TSRS Foatnuwl oH T2 25%0
+ L0, ol L 2 + Aetls peTumbIleurs znziwes, Wl

lirotains

Loproe ot chopds

+ L, ol S s

ﬂ. L[IETS
4

Proiitive: ool S 72 25870
ﬂ+ lomoo oecucnch, pl 2.0, UG
Procive e GH 2 2 00y

ﬂl’l [TEC TRRCTTEL R M TIPS TR T O] P D ) B

foptletae chiei oz ghilek: oo ol

Figure 8. Schéma général d’une analyse HDX utilisant soit un mode de marquage continu (a) ou pulsé (b). Le
processus d’échange H/D est suivi par LC/MS, a un niveau global en I’absence de digestion enzymatique ou a un

niveau local dans le cas contraire (adapté de [16]).

2.3. Les cinétiques d’échange H/D

Les échanges H/D pour une protéine en conditions natives peuvent suivre plusieurs modeles
de cinétique. A ces derniers sont associ¢es deux composantes :
- le facteur structural, associé a la vitesse de dépliement /repliement de la protéine
- le facteur chimique k2, qui représente la vitesse d’échange des protons exposés dans
les zones non structurées.
Ainsi I’échange H/D peut avoir lieu sur des zones exposées au solvant, non impliquées dans
les structures secondaires (figure 9a), ou sur des zones étant devenues accessibles au solvant

par des phénomenes de dépliement de la protéine (figure 9b) [11, 19-21].
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Figure 9. Modéles d’échanges hydrogéne/deutérium selon la dynamique protéique (adapté de [11]). F et U
correspondent respectivement aux formes repliées et dépliées d’une protéine. H et D représentent les hydrogénes
et deutériums. k., définie la constante de vitesse d’échange, k, la constante de vitesse d’échange pour un état

déplié, et ky/k | les constantes de vitesse de dépliement/repliement.

Si la constante de repliement de la protéine est supérieure a la constante d’échange H/D (k_;
>> kj), seuls les hydrogenes de surface pourront s’échanger. Cette cinétique d’échange est
caractérisée par le déplacement d’une seule enveloppe suivant I’axe de m/z au cours du temps
de marquage. Ce type de cinétique nommée EX2, est celle qui se produit dans la majeure
partie des cas (figure 10a).

Maintenant si la constante de repliement est inférieure a la constante d’échange H/D (k. <<
k,), de nouvelles zones seront accessibles au solvant deutéré, et deux distributions isotopiques
pourront étre observées, avec une enveloppe disparaissant au fil du temps au profit de la
seconde (figure 10b). Ce type de cinétique EX1 refléte la présence d’états conformationnels
différents pour une méme protéine qui a fortiori n’auront pas les mémes taux de deutération

[22-25].
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Figure 10. Schéma de I’évolution de 1’enveloppe isotopique d’une espeéce en fonction d’une cinétique de type

EX1 (a) ou EX2 (b) (adapté de [23]).

Cependant une attention particuliére doit étre apportée dans cette forme de cas avant de
conclure a une cinétique de type EX1. En effet, comme rapporté par Fang et al, [26] la double
distribution isotopique peut aussi étre la cause d’un peptide qui ne serait élué que lors du
cycle LC-MS suivant, et ayant subi de ce fait un ré-échange important (les aspects de ré-
échanges seront notamment discutés dans le paragraphe 2.4), d’ou I’'importance de réaliser

une ¢étape de nettoyage efficace entre chaque injection d’échantillon.

2.4. Le phénomene de ré-échange D - H (« back exchange »)

Le phénoméne de ré-échange consiste en I’échange d’atomes de deutérium contre des
hydrogénes résiduels dans le milieu. Ce processus entraine donc une perte d’information étant
donné que des zones qui auraient pu étre marquées reviennent a leur état initial non marqué.
Afin de limiter au maximum ce mécanisme d’échange inverse, les étapes suivant
I’introduction de deutérium (digestion et LC-MS), doivent étre réalisées le plus rapidement, a
pH acide (~ 2.5) et basse température (~ 0°C) [15]. Dans des conditions HDX-MS classiques
le taux de ré-échange est de 1’ordre de 20% [27]. Toutefois les taux d’incorporation de
deutérium peuvent étre corrigés en utilisant un controle totalement deutéré et suivant
I’équation (1) suivante [4, 28] :

My — ¥

1y - X N

T gpzp — 111
ou m, mye, et mjgoe, représentent la masse moléculaire moyenne non deutérée, partiellement
deutérée et entierement deutérée, avec N, le nombre de protons échangeables. L’obtention
d’un contrdle totalement deutéré est la condition sine qua non pour la correction du taux de

deutération, mais n’est pas forcément chose aisée [27]. Se pose alors ici la question de savoir
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si nous voulons travailler avec des valeurs absolues ou relatives ? Si nous nous trouvons dans
le premier cas, alors la correction du contre-échange est nécessaire. Cependant, si nous
procédons a une étude comparative, des mesures relatives sont suffisantes dans le sens ou le

taux de ré-échange sera identique dans les différentes conditions [27].

2.5. Analyse globale vs. locale

Une expérience d’échange H/D peut étre menée de deux facons différentes suivant le type
d’informations recherchées. Une analyse des protéines entiéres permet d’obtenir des
informations globales sur I’exposition des protons amidiques de cette derniére, et permet de
vérifier rapidement I’influence d’un éventuel intéractant.

L’utilisation de protéases acides permettra de localiser plus précisément les zones subissant
une variation du taux de marquage au deutérium. Cette approche a été initiée par Rosa et
Richards en 1979 [2], et adaptée a la MS par Zhang et Smith en 1993[4]. Toutefois, il est
indispensable que I’enzyme en question soit efficace en condition acide et basse température,
toujours dans I’optique de limiter les phénoménes de ré-échanges. De ce fait les enzymes
spécifiques les plus couramment utilisées dans les approches protéomiques comme la trypsine
ou chymotrypsine sont ici inadaptées. L’enzyme la plus communément utilisée en HDX est la
pepsine. Cette enzyme, peu spécifique mais treés reproductible [29], permet de générer de
nombreux peptides chevauchants. Cette caractéristique permettra d’améliorer la résolution des
zones impactées en terme de deutération [30]. Si cette enzyme est peu spécifique, des sites
préférentiels de coupure ont été mis en évidence en C-ter de Phe, Leu, Met, et en N-ter des
acides aminés aromatiques [31]. Du fait de la faible spécificité de 1’enzyme, une simple
mesure de masse ne permet pas de caractériser les peptides générés. Une étape
d’identification de ces derniers en amont de I’étape de marquage est nécessaire ; et est réalisée
par séquengage LC-MS/MS. Ainsi, un peptide séquencé sera associ¢ un temps de rétention
particulier. Basé¢ sur le postulat que les peptides 1égers (non deutérés) et lourds (deutérés) co-
¢lueront au niveau chromatographique, la différence de masse entre ces peptides sera alors

déterminée par une mesure de masse, et le taux de marquage pourra étre établi (figure 11).

65



Partie 2 : La méthodologie échange Hydrogene/Deutérium (HDX) _

Ll T pll *5 o
L I

-.",";']:.'.lluh

Puiiiviss

T ¢ Deatarmiinatan ol
I'rteinz & i3 {ouw d'echanpe lacal
1IHI"M|1 ' : - :.\rt.c.:&:.l:'

T CINTEHEH

Figure 11. Schéma détaillé d’une analyse comparative par HDX-MS. L’établissement d’une carte peptique la
plus exhaustive possible constitue la premiére étape. La deuxiéme consiste a réaliser des analyses dans
différentes conditions en paralléle de maniére a comparer les taux d’incorporation en deutérium pour chaque

peptide dans chaque condition.

De maniére a accentuer la résolution spatiale ou a améliorer la couverture de séquence d’une
protéine, d’autres protéases acides sont utilisables. Plusieurs études ont montrés I’intérét de la
protéase de type XIII [32-34], de type XVIII [32, 34, 35], de la plasmepsin [36], des protéases
aspartiques issues de la morue d’antarctique [37] et d’anguilles de champs de riz [29], ou
encore de protéase issue de plante carnivore comme la népenthésine [38-40], pour améliorer
la résolution spatiale et la couverture de séquence. Toutefois, la plupart de ces enzymes sont
indisponibles commercialement, ou sont propriétés de certains laboratoires ayant un certain
savoir-faire au niveau de leur purification ou production recombinante. L. immobilisation de
certaines enzymes sur des phases stationnaires contribue aussi a améliorer I’efficacité de
digestion [35, 39], et a automatiser le processus. Cela permet aussi de limiter la quantité
d’enzyme injectée en LC-MS (toutefois des peptides relatifs a 1’enzyme sont toujours
identifiés a cause de ’autodigestion). Derni¢rement, 1’intérét d’une digestion en ligne a haute
pression avec la pepsine a été rapportée (~ 10000 psi envers ~ 1000 psi plus classiquement),
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et notamment montré un gain en terme de couverture de séquence d’environ 10% sur la
phosphorylase B [41] et 15% sur la chaine chaine lourde d’un anticorps monoclonal d’isotype
IgG2 [42].

La combinaison de protéases acides ou I’augmentation de la pression de digestion ne sont pas
les seules manic¢res d’augmenter la couverture de séquence. De maniére a accentuer
I’efficacité de digestion, des agents chaotropiques pourront étre utilisés, ainsi la protéase aura
un acces accru a des zones toujours repliées ou partiellement repliées malgré ’acidification du
milieu [43-46]. De plus, la présence de ponts disulfures peut aussi étre un des facteurs limitant
a Defficacité de digestion. De ce fait des agents réducteurs chimiques (ex : TCEP) pourront
étre utilisés [44-47], tout comme des approches de réduction ¢€lectrochimique [48]. Si dans
certains cas cette derniére technique présente un gain considérable dans I’efficacité de
digestion, et permet de s’affranchir des problémes expérimentaux dus au TCEP (diminution
de la durée de vie des colonnes, bouchage et forte compétition a I’ionisation), son cofit
d’investissement est considérable (~ 100 k€).

La localisation précise du marquage est possible au niveau du résidu pres, par fragmentation
du peptide en question. Le mode de fragmentation le plus couramment utilisé en MS consiste
a faire de la dissociation induite par collision avec un gaz (CID), toutefois cette approche
induit le transfert de deutérium sur des positions voisines ; on parle alors de « scrambling »
[49, 50]. Ce mécanisme est di a l’augmentation de 1’énergie vibrationnelle de 1’ion
précurseur. Les approches de dissociation induite par transfert d’électron (ETD), permettent
de contourner cette problématique [49, 50] (figure 12) et permettent ainsi de déterminer la

position des deutériums au niveau de I’acide aminé [51-54].
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2.6. Etape de préfractionnement

La digestion enzymatique géncre une multitude de peptides. Ces derniers ne pouvant étre
analysés simultanément sur le spectrometre de masse, une séparation en amont est nécessaire.
Dans cette optique, la chromatographie liquide est largement utilisée. Toutefois les paramétres
expérimentaux limitant le ré-échange (pH 2.5, T : 0°C) ont imposé des contraintes techniques
auniveaude la LC :

- faire de la LC en quelques minutes,

- travailler a 0°C.

L’utilisation de colonnes avec des particules de diamétre 1.7 um a permis d’améliorer la
capacité de séparation mais aussi de réduire les temps de gradient (6 & 15 min) sans toutefois
détériorer la qualité de séparation [6, 55]. Le développement de nouvelles pompes
chromatographiques a di étre réalis€ de maniere a supporter les contres pressions générées
dans ces conditions. En effet, pour une colonne C18, 1.0 x 100 mm, de diamétre de particules
1.7 pum, une pression d’environ 8000 psi est générée pour un débit de 40uL/min a 0°C.
L’implantation d’un bloc Peltier dans une enceinte close, a permis de placer I’ensemble des
capillaires, pré-colonnes et colonnes analytiques dans un espace thermostaté, qui auparavant

¢taient placés dans de simples bacs polystyrénes remplis de glace [6].

€ SYSEME AN sare b} SvsiEmE nErTosate

Figure 13. Photographies des systémes chromatographiques utilisés en HSX-MS. La photo de gauche (a)
représente un systéme artisanal ou la colonne et les capillaires sont placés dans un bain de glace (adaptée de

[56]), alors que la photo de droite (b) représente le systéme thermostaté Waters.

Dans I’optique de limiter encore plus le phénoméne de contre-échange, quelques laboratoires

ont établi I’apport d’une séparation chromatographique a -30°C [57-59]. L’abaissement de la
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température de 0°C a -30°C permettrait de réduire d’un facteur 40, le taux de ré-échange [59].
Toutefois a cette température, il est indispensable d’ajouter des additifs comme le méthanol,
afin d’¢éviter le gel du solvant. Il est a noter cependant que cette approche nécessite de
modifier le systeme chromatographique et/ou de travailler avec des diametres de particules
plus importants (~ 5 um) [57, 58].

Récemment, I’étude de Black er al, [60] a montré 1’apport du couplage a I’électrophorese
capillaire (CE) sur puce microfluidique. En effet cette technique permet de réaliser une
séparation des peptides beaucoup plus rapide et plus efficace, en s’affranchissant des
problémes de transfert de masse rencontrés en LC. De plus, a 0°C, la viscosité de la phase
mobile accentue 1’adsorption de 1’analyte sur les particules de la phase stationnaire en LC.
Cette étude a ainsi montré que pour un digest pepsique d’hémoglobine bovine, la capacité de
pics a été doublée (31 a 62) en seulement 1 minute d’élution (envers 7 minutes en LC). Ici
tout le potentiel de cette technique est marqué pour diminuer les temps d’analyse et ainsi
limiter le ré-échange, mais aussi pour réduire considérablement la quantité d’échantillon
utilisée (dans le cadre de cette ¢tude un facteur 17000 sépare les quantités injectées en LC et

en CE).

2.7. Analyse MS

Pour I’analyse H/D, la source d’ionisation ¢€lectrospray est largement utilisée, méme si au
début 1I’échange H/D était plutot suivi par MALDI [61-63]. Ce mode d’ionisation est plus
tolérant aux sels, et favorise la production d’ions monochargés (ce qui facilite
I’interprétation). Toutefois, la perte de deutérium est moins bien controlée, notamment a cause
de la préparation d’échantillon (mode de dépdt et solvant de la matrice). De plus cette
technique n’est pas adaptée a des mélanges complexes en raison de son incapacité a étre
couplée a la chromatographie liquide.

Pour ce qui est des spectrometres de masses utilisés, les analyseurs de type Q-ToF et Orbitrap
sont les plus représentés. Un analyseur avec une bonne précision de masse et un étalonnage
stable au cours du temps est nécessaire afin d’évaluer avec précision le taux de deutération, ce
dernier étant évalué sur la base du « centroid » de I’enveloppe isotopique de 1’ion en question

(figure 14).
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Figure 14. Evaluation du taux marquage de part I’évolution de la masse (adapté de [15]).

Une résolution au minimum de 20000 est préférable afin d’avoir une confiance ¢élevée en
I’identification des peptides et résoudre un maximum de superposition entre massifs
isotopiques [15] (I’équation permettant de calculer la résolution d’un analyseur est présentée

en annexe).

L’implémentation de la mobilité ionique peut permettre de pallier ces problémes de
superposition [64-66]. En effet cette approche permet d’ajouter une dimension de séparation
supplémentaire a la chromatographie liquide, basée sur la charge et la conformation des ions
phase gazeuse. Ceci permettra de résoudre des peptides ayant des profils de distribution
isotopiques trés proches et ainsi d’améliorer la capacité de pic. L’¢étude de Iacob et al., [64]
montre que pour certains ions ayant un temps de rétention trés proche, leur enveloppe
isotopique peut se superposer au fil de la deutération. Toutefois, ces derniers pourront avoir
un temps de dérive différent au sein de la cellule IM, et les profils isotopiques pourront alors
étre identifiés sans ambiguité (figure 15). Cette approche sera commentée plus en détail dans

le chapitre suivant.
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Figure 15. Apport de la mobilité ionique pour la séparation de profils isotopiques se superposant (adapté de
[64]). Le panel (a) montre les profils isotopiques se superposant pour deux ions. Ces derniers sont séparés selon
leur mobilité ionique (b) et ont des temps de dérive particuliers. Les profils isotopiques seront alors identifiés

avec précision (c).

2.8. Analyse des données

Si les améliorations expérimentales et instrumentales ont contribué a 1’essor de 1’approche
HDX-MS, les développements bio-informatiques pour I’analyse des données y ont fortement
participés [67]. En effet, il y a quelques années, le procédé de retraitement était enticrement
manuel. L’extraction des niveaux de deutération devait étre faite par I’opérateur, pour chaque
peptide généré, dans chaque condition, réplicat, temps d’incubation et états de charges. Ainsi
suivant la complexité de I’échantillon, le temps de retraitement des données est passé de
plusieurs mois a seulement quelques jours [68]. Les premiers logiciels dédiés a 1’analyse de
données HDX sont apparus au début des années 2000 [69, 70]. Par la suite leur nombre n’a
cess¢ d’augmenter [68, 71-73], chaque laboratoire développant son propre algorithme en
I’absence de plateforme commune [68]. Nous reviendrons sur cet aspect d’analyse de données

dans le chapitre suivant avec I’explication de 1’algorithme utilisé dans notre suite logicielle.
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2.9. Autres alternatives en HDX-MS

2.9.1. Les approches « top-down »

Les approches de type « top-down » basées sur une fragmentation des protéines par capture
ou transfert d’électron (ECD/ETD) se développent de plus en plus en HDX-MS. Cette
méthode permet ainsi d’obtenir une résolution a 1’acide aminé sans passer par une étape de
digestion [15, 57]. L’autre avantage se situe au niveau du ré-échange, qui est réduit a un taux
inférieur a 6% [57]. Toutefois un des points limitant reste la couverture de séquence a partir
d’une taille donnée de protéine (~ 50kDa) [74]. Dans la littérature, des exemples d’application
sur des anticorps monoclonaux (~ 150kDa) sont rapportés [57, 58], pourtant leur couverture
de séquence demeure largement incompléte notamment au niveau de leur chaines lourdes.
Toutefois les développements instrumentaux et d’outils de traitement de données [75]

contribueront treés certainement a la démocratisation de cette approche.

2.9.2. Echange H/D en phase gazeuse

Une autre alternative a 1’échange H/D en solution, est de le réaliser en phase gazeuse. Pour
cela, un gaz marqué au deutérium est introduit au sein du spectrometre de masse, comme
I’ammoniac ou le méthanol deutéré (ND; ou CD;OD) (figure 16). Ici, a la différence d’une
expérience en solution, I’échange H/D mesuré se fait sur les chaines latérales des acides
aminés [76]. De plus les temps de réaction peuvent étre considérablement réduits, puisque des
cinétiques de marquages comprises entre 0.1 et 10 ms peuvent étre réalisées [77]. Cela permet
de sonder la structure des protéines, de mettre éventuellement en évidence la présence de
conforméres [78], mais aussi d’explorer I’interface de liaison protéine/ligand [79]. Toutefois
la résolution spatiale des données générées est intimement liée aux problématiques du
séquencage «top-down » abordé¢ précédemment [79-81]. De plus, cette approche est
aujourd’hui développée dans seulement quelques laboratoires en raison de la nécessité¢ de

modifier les spectrometres de masses pour I’introduction de gaz deutérés.
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Figure 16. Représentation schématique de I’introduction d’un gaz deutéré (adaptée de [79]).

2. Applications en HDX-MS

L’approche HDX-MS se préte a la caractérisation structurale de nombreux types de protéines
et de complexes associés. Ici I’objectif est de faire un tour d’horizon (non exhaustif) des

applications en HDX-MS [82].

2.1. Etude de protéines

2.1.1. Etude du repliement protéique

Le repliement d’une protéine ou de certaines de ses zones est indispensable pour ses fonctions
biologiques. L’¢tude des mécanismes de repliement par HDX-MS permet non seulement de
mettre en évidence les zones impactées mais aussi les facteurs pouvant influencer ce
processus.

Dans ce contexte, 1I’é¢tude de fibrilles amyloides est largement documentée [83, 84]. L’HDX-
MS permet ici de mettre en évidence des zones ou conditions particuliéres qui sont impliquées
dans I’agrégation de protéines et conduisent a la formation de fibrilles. L.’étude de Hodkinson
et al, [83] basée sur la B2-microglobuline (responsable de la formation de fibrilles dans les
reins), montre que si la dynamique de dépliement a été associ¢e a cinétique de type EX1, il

reste difficile de faire une corrélation entre cette dynamique et la fibrillation.
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Les phénomeénes de structuration de certaines protéines peuvent étre guidés par une classe de
protéines particulieres : les chaperonnes. L’étude de la structuration méme de ces dernicres ou
leur influence sur leurs protéines substrats a pu étre réalisée par HDX-MS [85, 86]. Ainsi
Hartl et al, ont déterminé une cinétique de repliement de la protéine DapA, 30 fois plus

rapide en présence de la chaperonne GroEL/ES.

2.1.2. Caractérisation structurale de protéines

Les études structurales représentent ces derni¢res années pres d’un quart des publications en
HDX-MS [82].

La plupart des expériences ont ét¢é menées afin de comparer deux états conformationnels
d’une protéine résultant de conditions différentes, et de les relier a des fonctions, qui elles
aussi sont différentes. Ainsi plusieurs études ont montré I’influence de conditions de stockage
(lumiere, température, etc.) [87], de mutations [88], ou modifications post-traductionnelles

[89].

2.1.3. Cas particuliers des protéines membranaires

Les protéines membranaires et transmembranaires ont longtemps constitué un défi analytique
pour la MS en raison de leur forte hydrophobicité. Cette caractéristique en fait des protéines
trés peu solubles, et nécessite 1'utilisation de détergents pour les solubiliser et les extraire
[90]. Concernant 1’analyse par HDX, cette forte hydrophobicité a un effet déléteére au niveau
de I’efficacité de digestion. De plus 1’état natif de ce type de protéine est étroitement lié aux
lipides qui lui sont associés. Toutefois la présence de détergents et lipides est délétere en MS
car ils masquent les signaux des peptides. En général ces derniers peuvent étre séparés des
protéines d’intérét par gel SDS PAGE, précipitation alcoolique des protéines ou par
chromatographie d’exclusion stérique [91]. Toutefois ces approches ne sont pas compatibles
avec I’HDX-MS en termes de ré-échange. C’est pourquoi des développements
méthodologiques notamment basés sur le nettoyage avec des solutions chlorés et/ou une
séparation chromatographique ont été initiés [92]. Ainsi les peptides d’intéréts seront élués
avant les détergents et lipides [91]. Ainsi de cette maniere, la protéine transmembranaire
BmrA, impliquée dans le transport de plusieurs drogues a pu étre étudiée par HDX-MS. Ainsi
différentes cinétiques d’échanges sur certaines zones ont ét¢ mises en évidence entre 1’état

ouvert et fermé de cette protéine.
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2.2. Etudes de complexes protéiques avec différents types de partenaires
2.2.1 Interaction protéine/grande molécule

Par grandes molécules sont ici considérées d’aprés Pirrone et al., celles ayant une masse
supérieure a 800 Da [82]. Ainsi de nombreux types de complexe entrent dans cette catégorie.
Nous allons pouvoir retrouver des ¢études focalisées sur la détermination de zones
d’interaction entre plusieurs protéines [93, 94]. Snijder et al, [94] ont montré I'influence de
I’agencement des protéines KaiA, KaiB et KaiC sur le rythme circadien chez les
cyanobactéries. Ainsi la fixation de KaiB sur KaiC se faisait au travers de deux domaines et
induisait chez cette derniére des changements conformationnels associés a des phénomenes
d’allostéries. Ainsi il a été proposé que ces changements observés se rapportaient au couplage
de I’activit¢ ATPase de KaiC avec la liaison a KaiB et a la séquestration de KaiA dans un
complexe ternaire KaiCBA.

L’¢étude de complexes formés entre protéines et acides nucléiques s’insere aussi dans cette
classification. Par exemple, Trelle et al, [95] ont montré par HDX-MS I’effet de la fixation
d’ARN aptaméres sur la flexibilité¢ de I’inhibiteur de 1’activateur du plasminogene-1 (PAI-1)
(protéine inhibitrice des protéases a sérine) et notamment sur la transition de son état activé a
inactivé.

La caractérisation de complexes protéines/ligands et de 1’influence de la fixation de ces
derniers constitue aussi un autre axe de recherche dans la catégorie des complexes

protéine/grande molécule [96].

2.2.2. Interaction protéine/petite molécule

Dans ce cadre, les composés ayant une masse inférieure a 800 Da sont considérés comme des
petites molécules. Ces derniéres peuvent faire référence entre autre a des composés naturels,
des antibiotiques ou des ions métalliques. Ainsi des études ont pu montrer I’influence
différentielle entre la vitamine D et certains de ces analogues sur la dynamique
conformationnelle du domaine de liaison au ligand (LBD) de leur récepteur. Ces différences
ont permis de distinguer les molécules agonistes et partiellement agonistes de la régulation de
I’activité de récepteur nucléaire [97]. Dans un autre registre, un grand nombre de protéines

font appel a des ions métalliques comme le zinc pour assurer leur fonction cellulaire ou pour
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le maintien de leur structure [98]. Ainsi I’'intérét de ’'HDX-MS a notamment ét¢ démontré

pour déterminer les sites de liaison du zinc chez la B-2-microglobuline [99].

2.3. Le domaine biopharmaceutique

2.3.1. Bio-comparaisons

La caractérisation structurale d’ordre supérieur de biomolécules est un point essentiel au cours
des phases de recherhe jusqu’a la formulation du produit. Ainsi des travaux ont ét¢ menés de
mani¢re a comprendre au niveau structural 1’effet de modifications post-traductionnelles
comme [’oxydation ou la glycosylation. Par exemple, les travaux de Rose ef al, [100] ont
montré 1’effet notoire d’'une mutation dans le domaine Fc d’un anticorps pour lequel sa
structure s’en est retrouvée fortement modifiée. Ce changement conformationnel est passé par
une modification du profil de glycosylation, ce qui peut avoir des effets totalement déléteres
au niveau de [Defficacité¢ thérapeutique [101]. Avec I’apparition des « Antibody Drug
Conjugates » (ce type de molécules fait 1’objet du chapitre 1 de la partie 3), la crainte de la
modification structurale de 1’anticorps aprés le greffage de composés cytotoxiques est
intervenue, qui plus est pour les composés non-covalents [102]. Si aucun changement majeur
n’a ét¢ mis en évidence de par la liaison des drogues, des différences locales ont pu étre
dévoilées. Ce fut le cas dans la zone Fc d’un ADC a cystéine, due a I’étape de réduction et
non au couplage de la drogue méme [102], mais aussi pour des ADCs site-spécifique a cause
de la déstabilisation de liaison hydrogene par la mutation d’un acide aminé [58].

Le champ d’application dans le domaine biopharmaceutique est encore large avec 1’é¢tude des
processus d’agrégation [103] ou encore la comparaison de biosimilaires (version générique

des anticorps thérapeutiques) avec leur version princeps [104].

2.3.2. Détermination d’épitope

Un autre aspect fondamental avec les anticorps thérapeutiques est de déterminer leurs
épitopes (zones d’interaction avec leur cible antigénique) de maniére a apporter un élément de
compréhension aux mécanismes cellulaires associés, mais aussi d’un point de vue propriété
intellectuelle. La détermination d’épitopes par HDX-MS fait 1’objet d’une partie de ces

travaux de thése et sera abordé dans le chapitre 2 de la partie 3.
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2.4. Etude de méga-complexes

Si en théorie I’approche n’est pas limitée par la taille des complexes analysables, au-dela de
300kDa [105] il devient difficile d’obtenir des résultats exploitables liés aux difficultés de
digestion, d’abondance peptidique ou de fragmentation. Toutefois des complexes protéiques
de trés hautes masses ont pu étre étudiés par HDX-MS, comme le virus de la mosaique du
brome (3.6 MDa) [106] et méme la capside virale P22 (19.6 MDa) [107]. Ceci est en réalité
possible grace a leur construction, qui se compose d’une ou deux sous-unités répétitives, ne

générant ainsi pas une complexité trop grande au niveau peptidique.
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Chapitre 2 : Description du systeme HDX-MS utilisé et du processus
analytique associé.

Ce chapitre a pour objectif de détailler le systéme instrumental utilisé pour les analyses HDX-
MS (figure 17). Il sera aussi question de présenter les différentes stratégies liées au mode

d’acquisition MS et les principes des logiciels utilisés pour le traitement des données.
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Figure 17. Systtme HDX-MS installé au laboratoire. Le systtme est composé du robot préparateur

d’échantillons (Leap Technologies), d’un systéme chromatographique NanoAcquity HDX Technology (Waters)

couplé a un spectromeétre de masse Synapt G2 HDMS (Waters).
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1. La préparation d’échantillon

Concernant la préparation des échantillons au cours de nos expériences HDX-MS, elle a été
réalisée a 1’aide d’un robot de la société Leap Technologies. Ce dernier est constitué d’un bras
préparateur (seringue de 10 pL), d’un bras injecteur (seringue de 250 pL), et de deux tiroirs
thermostatés, I’un a 20°C (dans lequel se font les réactions d’échange H/D) et ’autre a 1°C
(dans lequel sont stockés les échantillons protéiques, et se font les réactions de « quench »).
De plus, deux stations de lavages sont disponibles pour chaque bras afin de nettoyer chaque
seringue et éviter les contaminations (composées d’une solution A (H,O, HCOOH 0.1%) et
une solution B (ACN 5%, HCOOH 1%)).

Ainsi pour une expérience type, le protocole de préparation est le suivant :

1- Déposer a I’aide du bras injecteur le tampon de quench dans le bloc réfrigéré (solution
~pH 2.4, sans ou avec agent dénaturant et/ou réducteur).

2- Apres refroidissement du tampon (10 min), le bras préparateur vient prélever la
protéine et la dispenser dans un vial situé¢ dans le tiroir a 20°C.

3- Le bras injecteur ajoute ensuite a la protéine le tampon non deutéré pour
I’établissement de la carte peptidique et le ty, ou le tampon deutéré pour initier
I’échange.

4- Apres le temps de marquage souhaité, le bras injecteur préléve I’échantillon (non
marqué ou marqué) et l’injecte dans un vial contenant le tampon de quench,
préalablement réfrigéré.

5- Apres le temps imparti de quench, le bras injecteur préléve un volume défini par
’utilisateur et I’injecte au niveau du port situé sur la partie supérieure du module
HDX. L’échantillon est alors chargé dans la boucle d’injection du systeme

chromatographique (figure 18).

L’avantage majeur d’un tel outil est la reproductibilité¢ des expériences. En effet, toute la
partie concernant la préparation de 1’échantillon (dilution, marquage, jusqu’a 1’injection)
constitue 1’étape aprés celle de production/purification, qui introduit la part d’erreur la plus
importante au niveau des résultats finaux [15]. Ainsi I’utilisation de ce robot permet une
bonne reproductibilité¢ au niveau des pipetages, et permet de s’affranchir d’étapes pouvant
constituer des sources d’introduction de ré-échange D/H, comme la congélation rapide a

I’azote liquide aprés deutération, et décongélation avant digestion enzymatique. De plus,
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I’utilisation de ce robot permet d’éviter les variabilités liées a I’expérimentateur, et
d’automatiser le processus. Cet aspect est primordial notamment dans le milieu
biopharmaceutique dans les différentes phases de Recherche et Développement [108]. Ce type
d’instrument permet notamment d’optimiser le temps machine, ainsi les cinétiques de
marquage les plus longues seront débutées avant les plus courtes afin qu’il n’y ait pas de
temps de latence au niveau des cycles LC-MS.

En termes de robustesse, ce robot nécessite tout de méme un entretien régulier des bras et
seringues de pipetage. Si les mouvements de chaque bras sont contr6lés par un moteur
mécanique, le retour des seringues a leur position initiale est assuré par des élastiques. Ces
derniers peuvent se détendre avec le temps, et la pointe de la seringue peut alors rester
légerement engagée dans un vial. Certains de ces derniers se sont alors trouvés transportés de
fagon fortuite, ou l’aiguille de la seringue pliée. De facon préventive, nous changeons
désormais ces ¢lastiques une fois par an. Toutefois, I’inconvénient majeur se situe autour de la
condensation pouvant se former dans le tiroir réfrigéré malgré un flux continu d’azote.
L’augmentation du taux d’humidité dans ce back peut alors amplifier le contre-échange et
induire un déplacement hasardeux de vials par le bras injecteur par un phénoméne de

ventouse.

2. Le module HDX

2.1. La digestion

Pour I’étape de protéolyse, nous avons utilis€ un systeme de digestion en ligne avec une
cartouche de pepsine : Porozyme® 2.1 x 30 mm (Applied Biosystems). La pepsine est ici
immobilisée sur un support polystyréne hydrophile. Cette cartouche est située dans une
chambre de digestion dont la température peut €tre modulée (figure 14 (rectangle orange) et
figure 15). La température, le débit de passage sur la cartouche, et I’ajout d’agents réducteurs
et/ou chaotropiques sont autant de facteurs qui auront une influence sur ’efficacité de
digestion (ces aspects seront discutés en détails dans le chapitre suivant). Toutefois il est
important de respecter certaines conditions expérimentales afin de préserver ’efficacité de

digestion de cette cartouche :
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- le pH doit toujours étre strictement inférieur a 4.5,
- la concentration d’agent dénaturant doit étre limitée (3M urée, 2M chlorure de
guanidinium),

- la proportion de composés organiques doit aussi étre controlée (acétonitrile < 5%).

D’un point de vue pratique, la protéine se trouvant dans la boucle d’injection est poussée par
un débit (H20, HCOOH 0.1%) a travers la cartouche de digestion (entre 50 et 200 pL/min) ;
les peptides générés sont ensuite accumulés au niveau de la pré-colonne (voir paragraphe 2.2).
Il est a noter ici que le nettoyage de cette cartouche apreés chaque cycle de digestion est
primordial afin d’éviter des problémes de relargage de certains peptides lors du cycle suivant,
qui seraient non ¢lués de la phase [109]. Ainsi ces derniers auraient le temps de subir un ré-
¢change et générer une double distribution isotopique, signe d’une cinétique d’échange de
type EX1, mais a tort dans ce cas de figure [26]. A titre préventif des nettoyages sont réalisés
avec les solutions des stations de lavages (solution A (H,O, HCOOH 0.1%) et solution B
(ACN 5%, HCOOH 1%)) mais aussi avec une solution composée d’acide formique 0.8%,
acétonitrile 4% et 1.5 M guanidine chlorhydrique permettant de mieux éliminer ces peptides

« collés » a la cartouche enzymatique.

2.2. La chromatographie

La digestion sur cartouche de pepsine en ligne génére un certain nombre de peptides qui
seront piégés sur une pré-colonne de phase inverse C18 Acquity UPLC® BEH C18 Van
Guard pre column, 1.7 pm, 2.5 x 5 mm (Waters) (figure 18). Cette pré-colonne a un réle de
concentration, accumulation des peptides avant séparation chromatographique, mais aussi de
dessalage. En effet les échantillons sont généralement dans des tampons phosphates, Tris ou
Histidine et contiennent aussi des sels comme le chlorure de sodium ou potassium. Tous ces
sels non volatils sont problématiques en spectrométrie de masse. C’est pourquoi il est
important de passer par une étape d’accumulation et dessalage des peptides avant injection sur
le spectrometre de masse. Cette étape est réalisée en ligne, en continuité de la digestion sur
cartouche (débit compris entre 50 et 200 pL/min de H,O, HCOOH 0.1%), et dure en général

deux a trois minutes (les produits non retenus étant dirigés vers la poubelle).
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Figure 18. Représentation schématique du module HDX thermostaté.

Une fois I’étape de concentration/dessalage terminée, la vanne 2 (V2, figure 18) bascule et un
gradient provenant de la pompe binaire permet d’éluer les peptides retenus sur la pré-colonne
et de les séparer sur une colonne de phase inverse C18 (Acquity UPLC® BEH C18 1.7 um,
1.0 x 100 mm). Un gradient de 2 a 40% en acétonitrile en 7 minutes, puis jusqu’a 85% en 30
secondes est réalis¢ avec un débit fixé a 40uL/min. Un temps de gradient assez court permet
ici de limiter au maximum le phénoméne de contre-échange. Toujours dans cette optique, le
capillaire reliant la sortie de la colonne chromatographique a la source d’ionisation ESI, est
entouré d’une gaine isolante limitant les échanges thermiques avec 1’extérieur (figure 14).

Il est a noter que le module HDX est entierement réfrigéré a 0°C par un systeme Peltier. Ce
dernier utilise le principe de refroidissement thermoélectrique (ou effet Peltier), transformant

un courant ¢électrique en une différence de température.
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3. La spectrométrie de masse

3.1. Description de I’instrument

Les analyses HDX-MS ont été réalisées sur un Synapt G2 HDMS (Waters), qui est un
spectrometre de masse a source ESI et géométrie Q-ToF, ayant la particularité d’étre pourvu
d’une cellule de mobilité ionique de type TWIMS (figure 19). Le vide a I’intérieur de
I’instrument est généré a 1’aide d’une pompe primaire et 6 pompes turbomoléculaires.

Concernant la structure de I’appareil, elle se divise en 5 parties distinctes :

La source électrospray de type Z-spray ' . Cette derniére est orthogonale au block source
qui constitue le point d’entrée des ions dans le spectrometre de masse. Les ions sont générés
par application d’une différence de potentiel entre le capillaire électrospray, le cone
d’échantillonnage puis le cone d’extraction. Ces différences de potentiels combinées a un
gradient de pression permettent de drainer les ions vers 1’intérieur du spectrometre de masse,
ces derniers suivant alors un chemin en forme de « Z ». Cette trajectoire particuliere permet
d’éliminer les especes neutres, et confére a ce type de source une tolérance plus importante
aux sels non-volatils. Le spectrométre de masse utilisé au laboratoire est aussi équipé d’une
vanne de fuite permettant de contrdler la pression résiduelle au niveau du bloc source pour les

analyses de MS native. Dans les expériences HDX-MS, la pression est fixée a 2 mbar.

Un guide d’ion situ¢ entre le cone d’extraction et le quadripole. Il est constitu¢ d’une série de
lentilles annulaires SRIG (« stacked ring ion guide ») basées sur la technologie T-Wave ™.
L’application d’un potentiel radiofréquence (RF) et d’une tension continue (DC) sur les paires
de lentilles de proche en proche, permet de focaliser et transmettre les ions au sein du

spectrometre de masse, sous forme de vagues de potentiels [110].

Le quadripole situé¢ apres le guide d’ions. Il est constitu¢ de deux paires de barreaux

paralleles connectés entre eux. Il peut étre utilisé selon deux modes de fonctionnement :
- un unique potentiel radiofréquence est appliqué sur les barreaux, en opposition de
phase. Tous les ions seront alors transmis jusqu’a la cellule suivante, le quadripdle est

alors utilisé en mode « RF only », et est assimilé a un guide d’ions [111].
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- une tension continue est appliquée en superposition a un potentiel radiofréquence. Le
quadripole est alors utilis¢ comme filtre de masse et permet de sélectionner des

rapports m/z donnés [112].

= La cellule Triwave située entre le quadripdle et I’analyseur. Elle se subdivise en trois parties
constituées de guides d’ions SRIG :

- Les cellules Trap et Transfer peuvent étre assimilées a de simples guides d’ions, ou
étre utilisées comme cellules de collisions dans le cadre d’expériences MS/MS. Ces
cellules sont alimentées en argon et la pression y régnant est de I’ordre de 1.10™ mbar.

- La cellule dite de mobilité ionique (IMS). Suivant que I’instrument soit utilisé¢ en
mode mobilité « on » ou « off », cette cellule n’aura pas la méme fonction.

e Si le mode mobilité ionique n’est pas activé, alors une pression résiduelle d’argon
(1.10™* mbar) alimente cette cellule, qui est alors utilisée comme simple guide
d’ion.

e Si le mode mobilité ionique est activé, alors cette cellule est subdivisée en deux
sous parties non isolées, alimentées en hélium et azote (de 1 & 6 mbar). La cellule
d’hélium permet alors de thermaliser les ions dont I’énergie cinétique est
contrdlée par la tension Trap Bias. La cellule d’azote permet alors de séparer les

ions en fonction de leur mobilité ionique (reliée a leur charge et conformation).

= L’analyseur a temps de vol (ToF « time of flight »). Il est constitu¢ de deux zones :
- une premicre zone ou sont accélérés les ions de facon perpendiculaire a leur arrivée,
par application d’une différence de potentiel tres élevée.
- puis une deuxiéme zone libre de champ sous vide poussé (10° a 10”7 mbar) que vont
traverser les ions pour atteindre le détecteur.
La mesure du temps de vol des ions permettra de déterminer leur rapport m/z a partir

des équations suivantes :

L’¢énergie cinétique (Ec) de chaque ion est établie par 1’équation (2) ou z est la charge de
I’ion, e la charge d’un électron, U la différence de potentiel appliquée, m la masse de 1’ion et v

la vitesse de 1’ion.

(2) Ec=zeU = %mv2
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La vitesse de 1’ion peut alors étre déduite a partir de 1’équation (3).

(3) v=\/?

L’équation (4) permet alors de relier le temps de vol 7 a la racine carrée du rapport m/z, avec L

la longueur du tube de vol.

4 t=S-1 m
= — = X
% z 2eU

La résolution d’un analyseur ToF peut étre améliorée par I’utilisation d’un réflectron ou
réflecteur électrostatique [113]. Ce dernier est composé d’une série d’anneaux sur lesquels
sont appliqués des potentiels croissants de méme direction mais de sens opposé au champ
¢lectrique de la zone d’accélération. Lorsque les ions entreront dans le champ électrique du
réflectron, ils seront alors progressivement freinés puis ré-accélérés vers le détecteur. Ainsi
les ions de méme rapport m/z mais présentant une dispersion en énergie cinétique seront
refocalisés temporellement de maniere a ce qu’ils atteignent le détecteur en méme temps (les
ions avec une plus grande énergie cinétique pénctreront plus loin dans le réflectron avant
d’étre renvoyés). Le Synapt G2 HDMS a la particularité au niveau de son analyseur ToF de
pouvoir fonctionner en trois modes différents. L’analyseur peut étre utilisé en mode sensibilité
ou résolution, les ions suivront alors une trajectoire décrivant un « V » permettant d’atteindre
respectivement des résolutions FWHM de 10000 et 20000. Le mode haute résolution, utilise
un deuxieéme réflecteur électrostatique de maniere a doubler le temps de vol des ions qui
adopteront une trajectoire en forme de « W », permettant aussi de doubler la résolution
FWHM (40000 en mode haute résolution). Toutefois le gain de résolution se faisant au

détriment de la sensibilité, le mode résolution sera privilégié pour les expériences HDX-MS.
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Figure 19. Représentation schématique du Synapt G2 HDMS (Waters), adaptée de [114].

3.2. La méthode MS

L’établissement de la carte peptidique se fait au travers d’expériences MS/MS, de maniere a
séquencer les peptides non marqués issus de la digestion pepsique. Pour ce faire, nous avons
utilisés un mode d’acquisition DIA particulier : la MS".

Cette approche basée sur une succession de scans basse et haute énergie [115] (figure 20) est
brevetée par la société Waters. Le scan basse énergie est assimilé a un scan permettant
d’obtenir la liste des ions parents, alors que le scan haute énergie est assimilé a la
fragmentation de tous les ions précurseurs sans pré-sélection. C’est I’application d’une rampe
d’énergie (en général comprise entre 15 et 45 eV) qui permet de réaliser le scan a haute
énergie [116]. Les spectres alors générés sont identifiés a 1’aide du logiciel ProteinLynx
Global SERVER™ (PLGS™, Waters) (ce processus sera détaillé dans le paragraphe 4 —

analyse des données).
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Figure 20. Principe d’une acquisition en mode MS* et HDMSF. Elle consiste en alternance de scans basse et

haute énergie. L utilisation de la mobilité ionique permet de réaligner les ions précurseurs et produits en fonction

de leur temps de dérive au sein de la cellule de mobilité ionique (adapté de [117]).

Il est possible d’associer cette fragmentation MS® a une dimension de séparation

supplémentaire de mobilité ionique, afin de pallier la difficulté d’assigner correctement les

ions fragments & leur précurseur. Cette méthode est identifiée sous le terme HDMS" (figure

18).

Si cette approche permet un gain d’identifications peptidiques et protéiques, elle engendre une

réduction de la gamme dynamique [118]. Celle-ci est occasionnée pour des raisons :

- de perte des ions par diffusion. Les ions transitent au travers de cellules basse
pression (Trap, 5.107 mbar), haute pression (IMS, 0.5 mbar) et basse pression a
nouveau (Transfer, 5.107 mbar), ce qui occasionne une perte de certains ions.

- de saturation du digitaliseur. En effet les ions sont concentrés sur quelques cycles
ToF, occasionnant une résonnance avec le digitaliseur. Ceci entraine alors une

modification des profils isotopiques et donc une mesure de masse moins précise [119].
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4. Analyse des données

4.1. PLGS™ (Waters)

4.1.1. L’algorithme

La société Waters a développé le logiciel PLGS™ de maniére a interpréter les données de
fragmentation. L’identification des spectres MS/MS est réalisée en deux temps (figure 21)
[120, 1217 :
Tout d’abord I’algorithme Apex 3D va soustraire le bruit de fond, et intégrer les signaux par
rapport a leur temps de rétention. Ensuite I’algorithme Peptide 3D rassemblera les isotopes de
chaque ion. Tous les peptides sont alors caractérisés par une masse, un temps de rétention,
une intensité, et un temps de dérive au sein de la cellule de mobilité ionique si cette fonction
est activée. Cette premiere €tape se termine par un alignement des fragments et précurseurs en
fonction de leur temps de rétention et éventuellement temps de dérive, aboutissant a la
création d’une composante EMRT (« exact mass retention time »).

Dans un deuxieme temps, I’algorithme Ion Accounting permet d’identifier les spectres, et

donc les peptides et protéines associ€s, par recherche dans une banque. Cette recherche est

préfractionnée en quatre sous-étapes :

- Une pré-recherche permet de créer des modeles peptidiques et de leur associer des
propriétés physico-chimiques. Les données expérimentales sont aussi ré-étalonnées en
fonction de I’ajustement de masse en temps réel (Glufibrino-peptide).

- Ensuite une premicre recherche est réalisée de facon itérative, jusqu’a atteindre le taux de
faux positifs (FDR). Dans le cadre des expériences HDX-MS, le nombre de protéines
présentes dans la banque est trés restreint (€égal au nombre de protéines du complexe plus
I’enzyme de digestion), c’est pourquoi le taux de FDR est en général fixé a 100%.

- Une deuxiéme recherche permet d’identifier les modifications post-traductionnelles sur
les peptides des protéines préalablement identifiées.

- Une derniere recherche est enfin réalisée de maniere a identifier les spectres pour lesquels
les ions fragments ont une intensité supérieure a celles du précurseur, ce qui est

caractéristique d’une fragmentation en source.
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Figure 21. Description des étapes menées par PLG pour I’identification de spectres acquis en MS" (adapté de

[119]).

A la suite de ces identifications, les peptides sont classés suivant un score qui leur est attribué
en fonction de I’adéquation entre I’identification et les modeles physico-chimiques générés,
selon 14 critéres pour la MS", et 15 pour 'IM-MS" :

- Précision de masse sur la mesure du précurseur

- Précision de masse sur la mesure des fragments

- Somme de I’intensité des ions fragments

- Nombre d’ions y et b consécutifs

- Complémentarité des ions y et b

- Fragmentation au niveau des sites de clivages préférentiels

- Rapport entre la somme des intensités des ions y et b

- Différence entre le temps de rétention théorique et expérimental

- Rapport entre I’intensité du précurseur et la somme des intensités des fragments

- Observation de perte de neutre en adéquation avec la composition en acide aminé

- Multiplicité des états de charge observés en adéquation avec la prédiction du modele

- Nombre de peptides identifiés par rapport au modele

- Nombre de fragments identifiés par rapport au modele

- Rapport des sommes des intensités des fragments sur celles des précurseurs

-« Différence entre le temps de dérive théorique et expérimental »

Cette approche est assez différente de celle utilisée par le moteur de recherche Mascot,
classiquement utilisé en protéomique avec des méthodes de fragmentation dites de DDA. Ce

dernier est basé sur une démarche probabilistique, et non itérative. Si les parameétres
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d’attribution d’un score de cet algorithme ne sont pas connus, la qualité spectrale semble y

étre prépondérante.
4.1.2. Validation des spectres identifiés

Si le mode de séquencage MSF permet de fragmenter 1’ensemble des ions précurseurs et donc
de s’affranchir en théorie d’une perte d’information, il n’en demeure pas moins qu’avec cette
approche nous sommes liés au logiciel de retraitement Waters. De plus, a la vue de la qualité
moyenne de certains spectres identifiés, une question peut étre posée : pouvons-nous avoir

confiance aux spectres validés ?

En effet a la vue de certains spectres MS/MS, nous pouvons nous apercevoir que la qualité de
certaines assignations sont discutables (figure 22). Si les spectres de fragmentation avec un
score supérieur a 8 ne suscitent pas trop de doute, ce n’est pas le cas de ceux identifiés avec

des scores inférieurs.
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Figure 22. Exemples de spectres de fragmentation identifiés par PLGS™ avec leur score associé.
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Or, pres de 2/3 des spectres identifiés le sont avec un score inférieur a 8, ce qui renforce cette
incertitude dans la validité des identifications (figure 23).
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Figure 23. Distribution des peptides identifiés suivant le score attribué par PLGS™, dans le cadre d’une analyse

de phosphorylase B.

Il aurait ét¢ assurément intéressant ici d’évaluer le mode DDA pour cette application.
Toutefois nous avons di nous focaliser sur le mode MS”, ce dernier étant un prérequis pour
les fichiers « input » du logiciel d’intégration des profils de deutération. S’il apparait difficile
de valider certains spectres sur la base d’une simple observation des profils de fragmentation,
PLGS™ utilise beaucoup plus de critéres que les algorithmes classiquement utilisés en DDA,
comme Mascot. De plus des étapes de filtrage au niveau du logiciel DynamX™ permettront

d’augmenter le degré de validité des peptides suivis.

4.2. DynamXTM (Waters)

Dés lors que les peptides issus de la digestion sont séquencés par MS/MS et identifiés par
PLGS™, il convient alors de mesurer le taux d’incorporation en deutérium de ces derniers
suivant leur temps d’échange. Auparavant cette étape constituait un des points les plus
limitant de cette approche de part le temps nécessaire au traitement des données. La société
Waters propose maintenant depuis quelques années une solution globale participant a

I’automatisation de I’intégration des données d’incorporation en deutérium avec le logiciel
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DynamX ™ [71, 122]. Ce dernier opére en deux étapes paralléles qui se rejoindront au final
afin de calculer les taux d’incorporation (figure 24) :

Dans un premier, les peptides identifiés par PLGS™ sont importés dans DynamX ™™ sous
forme de tableur Excel. A ce niveau-la, des filtres peuvent étre appliqués, et sont basés sur le
nombre de fragments ayant permis d’identifier le peptide et particuliérement sur
I’identification d’un peptide en question dans I’ensemble des réplicats. Apres application de
ces filtres, une liste de peptides est générée et sera soumise a recherche pour le calcul
d’incorporation en deutérium.

En parall¢le, une analyse des données brutes non deutérées et deutérées est réalisée de
manicre totalement indépendante a la liste des peptides issus de la premiére étape. Cette
analyse permet de lister tous les ions, et de leur attribuer un temps de rétention, une intensité,
une aire et éventuellement un temps de mobilité ionique.

Ensuite les données issues de ces étapes distinctes sont corrélées entre elles. Les enveloppes
isotopiques de chaque ion sont reliées aux peptides cibles, basé sur le temps de rétention
qui leur est associés. A la suite de ceci, les taux de deutération sont calculés automatiquement
a partir des centroids [71]. Toutes les données sont alors moyennées selon les réplicats et les
conditions expérimentales. Les résultats pourront alors étre visualisés de facon individuelle a
chaque peptide ou alors de maniere globale (ces dernicres seront représentées et expliquées au
cours des prochains chapitres). Toutefois si ces intégrations se font de maniére automatisées,
le processus n’est pas une « boite noire » pour I'utilisateur. En effet, il est possible de vérifier
pour chaque peptide, conditions et états de charges la manicre dont les profils isotopiques ont

été considérés.
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Figure 24. Principe de 1’algorithme d’intégration des données de deutération par DynamX ™.
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Chapitre 3 : Optimisations expérimentales et instrumentales en
HDX-MS et mise en place d’un test de performance.

Afin d’attribuer un certain poids aux données acquises a partir d’expériences HDX-MS, il tres
important d’obtenir une couverture de séquence la plus compléte qui soit, de manicre a étre
représentatif des effets qui peuvent se produire sur I’ensemble de la protéine ou du complexe
protéique en question. L’optimisation de la redondance peptidique est aussi un aspect a
prendre en compte afin d’améliorer la résolution des zones impactées. Ce chapitre a pour
objectif de montrer 1’effet de plusieurs parameétres expérimentaux et instrumentaux lors de la
mise au point des cartes de recouvrement. A titre d’exemples nous présenterons les
optimisations réalisées sur deux projets qui ne font pas I’objet de chapitres dans ce manuscrit :
- I’étude du sous complexe ternaire Snul3p/Rsalp/Hitlp impliqué dans la machinerie
d’assemblage de ribonucléoparticules (d’autres sous complexes de cet assemblage sont
¢tudiés dans la partie 4)
- la détermination d’épitopes sur 1’allergene Artv3 (issu d’une plante : 1’armoise
commune ou artemisia vulgaris).
La comparaison des couvertures de séquence selon différentes conditions est réalisée a 1’aide
du logiciel MS tools [68].
Un test de performance permettant d’évaluer la fonctionnalité du systétme HDX-MS a été¢ mis

en place et sera présenté dans un dernier temps.
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1. Optimisations des paramétres expérimentaux

1.1. Influence de la quantité de matériel injectée

Un des paramétres majeurs dans [’obtention d’un taux de recouvrement acceptable, est
caractéris¢é par la quantité d’échantillon injectée. Ainsi la couverture de séquence du

partenaire Hitlp est présentée pour 100 et 150 pmoles injectées (figure 25 et tableau 1).
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Figure 25. Influence de la quantité de matériel injectée sur la couverture de séquence et la redondance peptidique
obtenues pour Hitlp. Les peptides identifiés pour 100 pmoles de matériel injecté sont représentés en bleu, ceux

pour 150 pmoles en rouge.
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Tableau 1. Taux de couverture de séquence et indice de redondance associés a la figure 25.

Dans le cadre de cette protéine, une injection plus importante de matériel protéique permet
d’augmenter la couverture de séquence de 8%, mais aussi d’améliorer I’indice de redondance
de 1.9 a 3.2. Ce chevauchement accru au niveau peptidique se situe principalement dans la

zone 24-56.

1.2. Influence du débit de passage sur la cartouche de digestion

Le débit de passage sur la cartouche de digestion est un parameétre qui doit faire 1’objet d’une
attention particuliére. En effet le flux continu de solvant A (H20, HCOOH 0.1%) entraine le
matériel protéique de la boucle d’injection jusqu’a la pré-colonne de dessalage/concentration,
en passant par la cartouche de digestion. Ce dernier est donc directement associé¢ au temps de

digestion, c’est-a-dire au temps ou la protéine sera en contact avec 1’enzyme immobilisée.
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Avec le systéme utilis€¢ au laboratoire, ce débit-la peut étre modulé entre 0 et 200 uL/min.
Dans le contexte de I’étude du complexe ternaire Snul3p/Rsalp/Hitlp, trois débits ont été
testés : 75, 100 et 150 pL/min correspondant respectivement a une durée de contact avec
I’enzyme d’environ 34, 30 et 22 secondes. De fagon intuitive, nous aurions tendance a penser
que plus le temps de digestion est élevé, meilleure la couverture de séquence sera. Cette idée
n’est pas toujours vraie, comme le montrent les résultats obtenus pour Hitlp (figure 26 et

tableau 2).
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Figure 26. Influence du débit de passage a travers la cartouche de digestion sur la couverture de séquence et la

redondance peptidique obtenues pour Hitlp. Les peptides identifiés pour un débit de 75 puL/min sont représentés

en bleu, 100 pL/min en rouge et 150 pL/min en vert.
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Tableau 2. Taux de couverture de séquence et indice de redondance associés a la figure 26.

En effet la couverture de séquence obtenue pour un débit de 75 pl/min demeure inférieure de
5 et 8% a celles obtenues pour des débits de 150 et 100 pL/min. Toutefois nous pouvons
observer que le débit intermédiaire présente la meilleure couverture de séquence (97% vs.
94%) et un indice de redondance supérieur (3.2 vs. 2.0) par rapport au débit le plus rapide.
Un autre paramétre peut €tre ajusté au niveau de la cartouche de digestion, c’est la régulation
de la température de I’enceinte dans laquelle elle se trouve. Dans le cadre de ces travaux, nous
n’avons pas modifi¢ la température de digestion, et avons choisi de travail a une valeur de
20°C. Deux raisons ont dicté ce choix :

- premierement nous avons souhait¢ favoriser 1’efficacité de digestion. En effet,

I’activité enzymatique est plus importante a cette température, qu’a 0°C [122, 123].
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- deuxiémement, le temps de passage sur la cartouche de digestion est relativement
rapide (généralement entre 15 et 30 secondes). Ainsi le phénomene de ré-échange est
assez limité. Cet aspect est plus problématique avec une digestion en solution,
nécessitant généralement quelques minutes. De plus, nos études se sont basées sur des
approches comparatives et non absolues, ceci conférant une « tolérance » plus

importante a 1’éventuel ré-échange.

1.3. Influence d’agents chaotropiques et/ou réducteurs

L’ajout d’agents dénaturants et/ou réducteurs peut permettre d’améliorer 1’accessibilité de la
protéine a I’enzyme et ainsi d’accroitre 1’efficacit¢ de digestion [15, 44, 45, 122]. Dans le
cadre de nos expériences, nous avons ¢évalué¢ I’effet de la concentration en agent réducteur
pour des protéines présentant des ponts disulfures, comme 1’allergéne Artv3 (figure 27 et

tableau 3).
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Figure 27. Influence de la concentration en agent réducteur (TCEP) sur la couverture de séquence obtenue pour
Artv3. Les peptides identifiés pour le tampon de « quench » guanidine 2M TCEP 100mM et guanidine 2M

TCEP 200mM sont respectivement représentés en bleu et rouge.
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Tableau 3. Taux de couverture de séquence associé a la figure 27.

Ainsi le fait de passer de 100 a 200 mM en TCEP permet de gagner 27% en couverture de
séquence pour cette protéine. Le taux de recouvrement n’est certes pas optimal (60%),

toutefois cette comparaison montre I’intérét a optimiser ce parametre.
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1.4. Influence du temps de « quench »

Le temps de « quench » peut aussi €tre optimis¢ de maniére a améliorer la couverture de
séquence ou I’indice de redondance. En effet, certaines protéines peuvent étre tres structurées
avec notamment la présence de ponts disulfures. Ainsi le temps de « quench » est directement
1i¢ au temps alloué a la réduction et dénaturation de la protéine. De fagon générale nous avons
fix¢ ce temps a 30 secondes, toutefois dans certains cas, une durée allongée permet
d’augmenter le taux de recouvrement. Ainsi pour I’étude de I’allergéne Artv3, le fait de passer
de 30 a 120 secondes de temps de « quench » et donc de réduction/dénaturation, nous permet
d’observer un trés léger gain de couverture de séquence (de 60% a 62%) mais une nette

amélioration au niveau de I’indice de redondance (1.8 vs. 2.5) (figure 28 et tableau 4).
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Figure 28. Influence du temps de « quench » sur la couverture de séquence et la redondance peptidique obtenues
pour Artv3. Les peptides identifiés pour un temps de 30 et 120 secondes sont respectivement représentés en bleu

et rouge.
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Tableau 4. Taux de couverture de séquence et indice de redondance associés a la figure 28.

Toutefois, ’augmentation du temps de « quench » introduit une durée supplémentaire entre le
marquage et I’analyse de 1’échantillon, ce qui contribue a fortiori a 1’augmentation du ré-
échange. Il est donc important de trouver le bon équilibre entre les effets positifs de
I’allongement de la durée de « quench » (recouvrement et/ou indice de redondance), et ses
effets négatifs comme 1’augmentation du ré-échange. De plus, la couverture de séquence
obtenue pour cette protéine demeure largement insatisfaisante. Malgré 1’ajout de fortes
concentrations en TCEP (jusqu’a 500 mM), cette derni¢re ne s’en trouve pas améliorée. La
présence de 4 ponts disulfures confére ici a I’allergene un caractere récalcitrant vis-a-vis de la

digestion ; la réduction électrochimique pourrait étre ici une alternative intéressante [48].
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1.5. Influence de I’enzyme

Tres récemment, nous avons eu la possibilité d’acquérir un cartouche de digestion avec une
autre enzyme immobilisée que la pepsine : la népenthésine [39]. Nous avons alors testé son
efficacité sur le complexe ternaire Snul3p/Rsalp/Hitlp. Si I'utilisation de cette enzyme
génére des taux de recouvrement inférieurs a la pepsine pour les partenaires Snul3p et Rsalp,

elle présente un intérét pour le partenaire Hitlp (figure 29 et tableau 5).
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Figure 29. Influence de la nature de I’enzyme de digestion sur la couverture de séquence et la redondance
peptidique obtenues pour Hitlp. Les peptides issus de la digestion sur cartouche de pepsine sont représentés en

bleu, ceux issus de la digestion sur cartouche de népenthésine sont identifiés en rouge.
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Tableau 5. Taux de couverture de séquence et indice de redondance associés a la figure 29.

La couverture de séquence issue de la digestion a la népenthésine est légérement inférieure a
celle issue de la pepsine (92% vs. 94%). Cependant elle présente un indice de redondance
légérement supérieur (2.0 vs. 1.6), et une complémentarité au niveau de la redondance
peptidique. En effet, au niveau N-ter de la protéine nous pouvons observer 3 peptides se
superposant, ce qui pourrait permettre d’augmenter la résolution spatiale si des changements
se produisaient dans cette zone aprés deutération. C’est aussi le cas de la région 60-78 qui

présente qui présente des peptides chevauchants complémentaires.
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2. Optimisations des paramétres instrumentaux

Au niveau de I’optimisation des paramétres instrumentaux, nous nous sommes concentrés sur
I’évaluation de 1’énergie de collision délivrée dans la cellule Trap. Nous avons voulu vérifier
si I’application d’une rampe d’énergie plus étendue permettait d’identifier un plus grand
nombre de peptides. Pour I’exemple montré ci-dessous, nous avons test¢ deux rampes
d’énergie de collision : de 15 a 40 eV et de 15 a 60 eV. Ainsi pour le partenaire Hitlp, la
couverture de séquence et I’indice de redondance sont nettement supérieurs pour une rampe

de 15 a40 eV (figure 30 et tableau 6).

I A RR AL ARS AR ESRELAL AL

ks Eedu

Figure 30. Influence de 1’énergie de collision sur la couverture de séquence et la redondance peptidique obtenues

pour Hitlp. Les peptides identifiés a I’issue d’une rampe d’énergie de 15 a 40 eV sont représentés en bleu, ceux
identifiés avec une rampe de 15 a 60 eV sont représentés en rouge. Les peptides sont ici générés par digestion sur

cartouche de pepsine.
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Tableau 6. Taux de couverture de séquence et indice de redondance associés a la figure 30.

Cette différence est probablement due au fait que I’énergie optimale de fragmentation pour la
majorité des peptides est située entre 15 et 40 eV. Ainsi pour la rampe balayant une plus large
gamme d’énergie pour un méme temps de scan (0.3 sec), les peptides se trouvent moins

longtemps dans une gamme d’énergie de fragmentation optimale.
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3. Parametres de retraitement

L’analyse des données expérimentales se fait en deux étapes :

Dans un premier temps, les peptides séquencés par LC-MS" sont identifiés par le logiciel
PLGS apres recherche dans une banque de données. Si pour une recherche classique avec
un moteur de recherche comme Mascot, I'utilisateur indique une tolérance fixe pour 1’ion
précurseur et les ions fragments, PLGS permet d’adapter la tolérance en fonction des
données expérimentales. En effet, lors de la génération de la «peak list » (avant la
recherche dans la banque de données, chapitre 2 — figure 21), I’algorithme Apex 3D
regarde la résolution expérimentale des 100 peptides les plus intenses, et ajuste les
parameétres de tolérance en fonction de la résolution moyenne observée. De fagon générale,
les tolérances appliquées sur les précurseurs et les fragments sont respectivement de 6-8 et

12-15 ppm.

Dans un deuxiéme temps, les peptides identifiés dans PLGS sont importés dans DynamX,
filtrés, puis leur taux d’incorporation en deutérium est déterminé. De maniere a augmenter
la validité¢ des peptides identifiés, le logiciel DynamX écarte automatiquement les ions
faisant référence a des adduits, des pertes de neutres ou des fragmentations en source.
Ensuite, il est possible d’ajouter certains autres filtres de maniére a augmenter 1’exactitude
de I’identification. D¢s lors, pour un triplicat d’analyse, nous avons établi qu’un peptide
devait étre identifié dans les trois réplicats d’analyse. De plus, nous avons appliqué un
autre filtre basé sur le nombre de fragments conduisant a une identification. Plutot que de
fixer un nombre minimum de fragments par peptide, ne prenant donc pas en compte la
taille de ce dernier, nous avons établi un nombre de fragments minimum rapportés par
acide aminé a 0.3 [29]. Ainsi, un peptide composé de 10 acides aminés devra étre identifié
avec un minimum de 3 fragments pour étre conservé ; les peptides identifiés avec trop peu
de fragments ne seront alors pas considérés. Ces parametres sont assez stringents,

cependant ils permettent d’avoir une bonne confiance quant aux peptides validés [29].
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4. Mise en place d’un test de performance

Afin d’¢évaluer la fonctionnalité du systéme nous avons suivi plusieurs critéres afin de mettre
en place un test de performance. Pour ce faire, avant chaque campagne HDX-MS (chaque
projet) nous avons injecté une protéine modele : la phosphorylase B. Cette dernicre a été

digérée en ligne sur cartouche de pepsine, et analysées par LC-MSF.

4.1. Conditions d’analyse de la phosphorylase B

Les différents suivis sont réalisés sur la base d’un triplicat d’injection de 80 pmoles de
phosphorylase B. Pour I’établissement de la carte peptidique, 1’échantillon stock est dilué¢ au
1/20°™ avec un tampon d’équilibration (10 mM phosphate, pH 7.0, H,0), puis dilué volume a
volume avec le tampon de « quench » (100 mM phosphate, 2 M Guanidine HCI, 0.1 M TCEP,
pH 2.5). L’¢étape de « quench » dure ici 30 sec et 1’échantillon est injecté, puis digéré sur
cartouche de pepsine a un débit de 200 pL/min pendant 3 minutes. Les peptides piégés sur la
pré-colonne sont ensuite séquencés par LC-MSF avec une rampe d’énergie de 15 4 40 eV.

Les peptides identifiés dans PLGS sont ensuite filtrés dans DynamX, avec un nombre
minimum de fragments par acide aminé de 0.3 et une identification dans les 3 réplicats.
Concernant les expériences de suivis de la deutération, la dilution de 1’échantillon au 1/20°™

est réalisée avec un tampon de marquage (10 mM phosphate, pD 6.6, D,0)

4.2. Suivi du taux de recouvrement

L’évaluation du taux de recouvrement de la phosphorylase B a constitué un axe prépondérant
pour la vérification de 1’état de fonctionnement du systéme. Des réplicats d’analyses nous ont

permis de construire un graphique représentant la couverture de séquence en fonction de

chaque début de campagne (figure 31).
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Figure 31. Suivi de la couverture de séquence obtenue sur la phosphorylase B. Le suivi est réalis¢ sur la base

d’une injection de 80 pmoles, digérées en ligne sur cartouche de pepsine et analysées par LC-MS".

Si le taux de recouvrement est largement supérieur a 90% pour les premiers tests, ce dernier a
tendance a décroitre avec le temps, pouvant étre associé a une certaine perte d’efficacité de
digestion de la pepsine immobilisée. Nous pouvons noter deux importantes chutes en termes
de couverture de séquence qui sont a mettre en corrélation avec des problémes d’ordre
technique. La premiére chute du taux de recouvrement était due au joint défectueux d’un
piston d’une seringue, et la quantité de protéine indiquée n’a pas correctement été prélevée.
Le deuxieme probléme technique était a mettre en relation avec une pré-colonne en fin de vie
n’assurant plus le piégeage des peptides. Toutefois, si le suivi de la couverture de séquence est
une bonne indication, 1’observation d’un probléme a ce niveau-la ne permet pas d’en
déterminer I’origine de facon certaine : baisse de 1’activité enzymatique, perte de peptides au
niveau chromatographique ou probléme de sensibilité au niveau du spectrométre de masse.

Toutefois, a partir de ces observations, nous avons estimé qu’une couverture de séquence de

I’ordre de 70% permettait d’avoir une certaine confiance en la fonctionnalité du systeme.
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4.3. Suivi de la reproductibilité des chromatogrammes

L’¢évaluation des performances chromatographiques a aussi été considérée comme un aspect
important, et spécialement la reproductibilité. Des lors, nous avons pu constater la robustesse
du systétme chromatographique, notamment par simple vérification visuelle de la

superposition de plusieurs chromatogrammes (figure 32).
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Figure 32. Suivi de la reproductibilit¢ des chromatogrammes. Une superposition de 12 chromatogrammes est
présentée sur le panel (a). Le panel (b) montre 3 chromatogrammes obtenus pour des campagnes de tests

différentes avec leur intensité associée.

Si I’intensité de certains pics differe selon I’analyse, les profils chromatographiques en termes
de temps de rétention sont trés similaires. De plus, 1’intensité des courants d’ions associés
permet d’appréhender 1’état de sensibilité du systéme, toutefois a ce niveau nous avons opté
pour la vérification de I’intensité de la « lock-mass ». L’infusion en parallele de GFP, sans
¢tape chromatographique, permet de renseigner directement de 1’état de « propreté » du
spectrométre de masse. Ainsi, une intensité du BPI supérieure & 1.10* pour un scan, permet de

valider une sensibilité suffisante du spectrométre de masse.
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4.4. Suivi de la reproductibilité des temps de rétention et capacité de séparation

Afin d’obtenir des informations plus qualitatives qu’une simple observation d’un profil
chromatographique, nous avons choisi de suivre les temps de rétention de 3 peptides
spécifiques issus de la digestion de la phosphorylase B:

- Peptide 1 : YKNPRE

- Peptide 2 : EFYMGRTLQNTM

- Peptide 3 : AMPYDTPVPGYRNNVVNT

Nous avons choisi des peptides présentant des longueurs et caractére d’hydrophobicité
différents, de maniere a étre le plus représentatif possible de I’ensemble des peptides générés.
Ainsi nous avons suivi leur temps de rétention pour chaque réplicat en fonction des

campagnes de tests (figure 33).
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Figure 33. Suivi du temps de rétention moyen des 3 peptides spécifiques. Chaque point représente la moyenne
d’un triplicat d’analyse ; les écart-types sont représentés sur le graphique. Les temps de rétention au sein d’un

triplicat, et pour un peptide donné varient au plus de 5 secondes.

Nous pouvons observer ici une bonne linéarit¢ en termes de temps de rétention ; les

coefficients de variations des peptides 1, 2 et 3 sont respectivement de 1.3, 1.1 et 0.7%.
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Certaines fluctuations sont observées, cependant elles s’operent de fagon symétrique a chaque
peptide, et sont dues pour certaines a un changement de colonne chromatographique.

Si la reproductibilité des temps de rétention est avérée, nous avons aussi étudié¢ les temps de
séparation de ces peptides (tableau 7). Les écarts moyens des temps de rétention entre le
peptide 1 et 3, puis 3 et 2 sont respectivement de 2.30 et 0.66 minutes ; et les différences

minimales respectivement de 2.15 et 0.50 minutes.

Tempa daratantion (nin|
Peplides
& moyan £ malnlmavim
1eld 23l A
Tin? TR a5l

Tableau 7. Ecarts moyen et minimum des temps de rétention entre les peptides 1 et 3, puis 3 et 2. Ces valeurs

sont basées sur I’ensemble des triplicats d’injection réalisés sur la phosphorylase B.

Ainsi pour la mise en place du test de performance, et valider la capacité de séparation de la
colonne chromatographique, nous avons établi une différence minimale de temps de rétention
a observer entre les peptides 1 et 3, puis 3 et 2. Basées sur [’observation des écarts de temps
de rétention minimum, ainsi que sur une variabilité supplémentaire de 0.1 min (6 sec), ces

valeurs ont été respectivement fixées a 2.05 et 0.40 min.

4.5. Suivi du taux de deutération

Nous avons aussi envisagé de suivre le taux d’incorporation en deutérium sur ces 3 mémes
peptides. Dans cette optique nous avons dilué la phosphorylase B dans de I’eau deutérée
(facteur 1/20°™) pour une durée de 30 minutes. Ensuite nous avons déterminé la différence de
masse moyenne entre les centroides des peptides non marqués et ceux des peptides marqués,

de maniere a suivre ce taux de marquage en fonction des tests d’évaluation (figure 34).
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Figure 34. Suivi du taux de deutération moyen des 3 peptides spécifiques pour une incubation de 30 minutes
avec du deutérium. Chaque point représente la moyenne d’un triplicat d’analyse ; les écart-types sont représentés

sur le graphique.

Si I’incorporation de masse pour le peptide 1 est relativement bien centrée sur 1 Da, nous
pouvons remarquer une assez grande variabilité notamment inter-campagnes pour les peptides
2 et 3. Ces différences peuvent étre dues a un taux de ré-échange variable en fonction du
peptide et de la campagne de test. Suite a ces observations, ainsi qu’a notre approche
comparative dans nos projets (et non absolue), nous avons choisi de ne pas définir un taux

d’incorporation donné en deutérium, pour nos tests de performance.

4.6. Evaluation de la pression du systéme

Un autre parameétre peut contribuer a évaluer la fonctionnalité du systéme : la contre pression
générée en sortie de la colonne chromatographique. Si cette valeur n’a pas été consignée
comme les parametres précédents, une observation réguliere de cette valeur a permis de la
corréler avec 1’état de la pré-colonne et colonne analytique. Ainsi de fagcon générale, en tout
début de gradient nous pouvons relever une valeur de pression comprise entre 6900 et 7300
psi pour un systéme fonctionnel. Si cette pression dépasse les 7500 psi pour 98% de solvant A

(H,0, HCOOH 0.1%), cela peut indiquer que la pré-colonne et/ou la colonne analytique sont
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en fin de vie. De plus, si le fait de connecter le capillaire de sortie de colonne
chromatographique a la canne électrospray engendre un gain de pression supérieur a 100 psi,
cela peut étre signe d’un bouchage au niveau du capillaire ESI. Ceci est notamment di a la
cristallisation de sels qui ne sont pas éliminés durant 1’étape de dessalage/concentration des

peptides.

5. Conclusions

Au travers de ce chapitre, nous avons pu constater que les étapes d’optimisations sont
primordiales dans le cadre d’expériences HDX-MS, notamment en terme de conditions
expérimentales et préparation d’échantillon comme la quantité de matériel injectée, la
nature du tampon de « quench », la nature de I’enzyme utilisée ou le débit de passage sur
la cartouche.
De plus, a travers le suivi de plusieurs parameétres sur la phosphorylase B, nous avons mis en
place un test de performance. Ce dernier permet de vérifier la fonctionnalité du systéme avant
chaque campagne d’analyse HDX-MS. Ce tests est basé sur :
- La sensibilité du systéme : I’intensité sur un scan MS de la GFP a 200 fmol/pL doit
étre supérieure a 1.10°%.
- La capacité de séparation chromatographique : pour le gradient utilisé, les temps
de rétention moyens du peptide 1 et 3 doivent étre séparés d’au moins 2.05 min et
ceux des peptides 3 et 2 au minimum de 0.4 min.

- et 1’obtention d’une couverture de séquence minimale de 70%.
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Conclusion de cette partie

Cette seconde partie focalisée sur I’approche HDX-MS a permis de donner une vue
d’ensemble de son principe, de ses applications et parametres clés a optimiser pour des
analyses de ce type.

Si la premicre étude structurale par échange H/D date du début des années 1950, ce sont les
développements instrumentaux, méthodologiques et bio-informatiques y ayant succédé, qui
expliquent 1’essor considérable de cette approche depuis une dizaine d’années. Bien que cette
technique ne prétende pas atteindre les mémes résolutions que la cristallographie ou la RMN,
elle permet d’accéder a de nombreuses informations (zone d’interaction, changement
conformationnel), dans un ordre dynamique, pour des analytes trés variés (complexes
protéine-protéine, protéine-ligand, protéines membranaires,...).

L’¢évaluation du systéme installé au laboratoire, a notamment permis de montrer 1’importance
et la diversité des parameétres a optimiser, de maniére a obtenir un taux de recouvrement de
séquence le plus complet possible. D’un point de vue expérimental, nous retiendrons
principalement la quantité de matériel injectée, la nature du tampon de « quench », et le débit
de passage sur la cartouche de digestion, avec en paralléle une maitrise de la température et du
pH. Si cette approche connait aujourd’hui un essor notable, c’est aussi en grande partie dii aux
développementx d’outils bio-informatiques spécialisés. En effet, des logiciels comme
DynamX, permettent d’automatiser la validation et le calcul du taux de deutération des
peptides analysés.

Enfin, les différentes expériences et optimisations réalisées sur notre dispositif ont abouties a
I’établissement d’un test de performance, permettant de s’assurer de la fonctionnalité¢ du

systeme avant campagne d’analyse.
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Partie 3- Combinaison d’approches de MS native et HDX-MS pour

la caractérisation d’anticorps monoclonaux thérapeutiques

Cette partie porte sur la caractérisation d’anticorps thérapeutiques, leurs dérivés et complexes
associés. Une premicre partie permettra d’introduire le rdle biologique, la structure de ce type
de molécules, ainsi que les enjeux analytiques li€s a leur caractérisation. Un premier chapitre
sera ax¢ sur I’évaluation de la MS native haute résolution pour la caractérisation d’anticorps
conjugués ou « Antibody drug Conjugates » (ADC), au travers d’une étude comparative des
deux anticorps conjugués aujourd’hui commercialisés sur deux spectrometres de masses a
géométries et résolutions différentes (Q-TOF Synapt G2 HDMS, Waters vs. Orbitrap Exactive
Plus EMR, ThermoFischer Scientific). Le second chapitre portera sur 1’étude de complexes

antigéne/anticorps, et notamment la détermination d’épitopes par HDX-MS.

Introduction : Les anticorps monoclonaux thérapeutiques et leurs dérivés : les défis

analytiques.

Chapitre 1 : Caractérisation d’ADCs par MS native haute résolution.

Chapitre 2: Combinaison d’outils de spectrométrie de masse structurale pour la

caractérisation de complexes antigéne/anticorps.
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Introduction : Les anticorps monoclonaux thérapeutiques et leurs
deérivés : les défis analytiques.

Les anticorps monoclonaux (mAbs) et autres produits associés constituent depuis quelques
années une classe d’agents thérapeutiques en considérable essor [1-3]. Aujourd’hui plus de 50
anticorps et dérivés ont été approuvés par les agences réglementaires (EMA, FDA), et sont
indiqués dans divers domaines comme la cancérologie, les maladies inflammatoires, les
transplantations ou encore le traitement du cholestérol [4]. Ne serait-ce que ces 5 dernicres

années, 25 mAbs et dérivés ont regu une autorisation de mise sur le marché (AMM) (tableau

Nomenclature Nomenclature . .

Abthrax raxibacumab 2012 lgG1 anthrax Inhalation anthrax
Adcetris brentuximab vedatin 2011 lgG1 - MMAE (ADC) CD30 Lymphome de Hodgkin réfractaire
AlprollX protéine de fusion facteur [X 2014 Fe IGHG1 Hémophilie B
Benlysta belimumab 201 lgG1 BAFF Lupus
Cosentyx secukinumab 2015 lgG1 IL17a Rhumathologie
Cyramza ramucirumakb 2014 lgG1 VEGFR-2 Cancers gastriques
Eloctate protéine de fusion facteur VIl 2014 Fec IGHG1 Hemophilie A

Entyvio vedolizumab 2014 lgG1 adp7 Maladie de Crohn

Eylea aflibercept 201 Fc VEGF-A Dégénérescence maculaire
Gazyva obinutuzumab 2013 lgG1 CcD20 Leucémie lymphocytaire chronique
Inflectra infliximab 2013 IgG1 (biosimilaire) TNFa Folvarth e Thumatoie
Kadcyla ado-trastuzumab emtansine 2013 lgG1 — DM1 (ADC) HER2 Cancer du sein métastatique
Keytruda pembrolizumakb 2014 lgG4 PD1 Mélanome métastatique
Lemtrada alemtuzumab 2013 lgG1 CD352 Leucémie lymphocytaire chronique
Mulojix belatacept 2011 Fc CDg0/g6 Prévention rejet transplantation
Perjeta pertuzumab 2012 lgG1 HER2 Cancerdu sein
Praluent alirocumab 2015 IgG1 PCSKS9 Cholestérol

Pralia denosumab 201 lgG2 RAMKL Ostéoporose et métastases osseuses
Remsima infliximab 2013 IgG1 (biosimilaire) TNFa i e o
Repatha evolocumab 2015 lgG2 PCSK3 Chalestérol

Sylvant siltuximab 2014 lgG1 IL6 Cancerdu rein, de la prostate
Unituxin dinutuximab 2015 lgG1 GD2 Neuroblastomes

Xgeva denosumab 2010 lgG2 RAMKL Ostéoporose et métastases 0sseuses
Yemnoy ipilimumab 20m lgG1 CD152 Mé&lanome métastatique
Zaltrap Ziv-afliberce pt 2012 Fc VEGF-A Degenérescence maculaire

Tableau 1. Anticorps monoclonaux et dérivés ayant re¢gu une AMM depuis 2010 (adapté a partir de [2]). Ils sont
référencés selon leur nom commercial, international, avec leur année d’AMM. L’isotype du composé ainsi que

leur cible et dans quelle pathologie ils sont indiquées sont aussi référencés.
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1. Historique des anticorps monoclonaux (mAbs)

Bien que les anticorps thérapeutiques soient des composés relativement récents dans le
domaine pharmaceutique, 1’idée de I’immunologie comme traitement est assez ancienne. En
effet, c’est en 1901 que Paul Ehrlich a pensé utiliser la grande spécificité des anticorps pour
neutraliser un agent pathogene [5]. Ces travaux font suite a ceux d’Emil von Behring et
Shibasaburo Kitasato, qui en 1890, ont observé des résistances spécifiques lors d’inoculation
de toxines particuliéres chez des cobayes ; la notion d’immunité spécifique voyait alors le
jour [6]. Toutefois ce n’est qu’en 1975 que Georges Kohler et César Milstein ont réussis a
mettre a profit cette idée, grace a leur mise au point de la production des premiers anticorps
murins via la technologie des hybridomes [7] (prix Nobel de médecine 1984). Muromonab fut
le premier anticorps murin recevant une autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis en
1986 afin de prévenir le rejet de transplantation d’organes, avant que n’apparaissent en 1989
les premiers anticorps monoclonaux humanisés.

Le succes thérapeutique des mAbs réside dans leurs caractéristiques structurales et
fonctionnelles. Ils possédent une grande spécificité et une treés grande affinité, de ’ordre du
nM voire du pM pour leur antigene (Ag). Ils possédent une large gamme de mécanismes
d’action (figure 1) :

- Effets directs : altération de la cascade de signalisation, inhibition de la fonction des
récepteurs de facteurs de croissance et des molécules d’adhésion.

- Fonctions effectrices : « Antibody-Dependant Cellular Cytotoxicity » (ADCC)
responsable du recrutement de cellules naturelles tueuses, et « Complement-
Dependant Cytotoxicity » (CDC) responsable de 1’activation d’un complexe d’attaque
membranaire.

De plus, la toxicité intrinséque des mAbs est faible car leur structure est similaire aux
immunoglobulines (IgGs) endogenes, et ces derniers se trouvent métabolisés en acides aminés

naturels.
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Figure 1. Représentation schématique des mécanismes d’action d’un mAb conduisant a la mort de cellule cible

(adaptée a partir de [8, 9]).

2. Architecture des anticorps monoclonaux

Dans le systéme immunitaire humain, existent cinq types d’anticorps ou immunoglobulines
(Ig), dont :

- Les IgG représentant 70 a 75% des anticorps présents dans 1’organisme.

- Les IgA dans une proportion de 15 a 20%.

- Les IgM a hauteur d’environ 10%.

- Les IgE représentant moins de 1%.

- Etles IgD pour moins de 1%.

A T’heure actuelle, seul les IgGs ont regu des autorisations de mise sur le marché. D’un point
de vue structural, ces protéines de 150 kDa sont constituées de 2 chaines lourdes (50 kDa) et 2
chaines légeres (25 kDa) identiques. Chaque chaine 1égere (environ 220 acides aminés) est
constituée d’un domaine constant (CL) et d’un domaine variable (VL), alors que chaque
chaine lourde (environ 450 acides aminés) est formée d’un domaine variable (VH) et de trois

domaines constants (CHI, CH2 et CH3) ainsi que d’une région charniére séparant les
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domaines CH1 et CH2 (figure 2a). Chaines lourdes et 1égeres sont reliées entre elles par des

ponts disulfures dont le nombre et la connectivité différent selon les isotypes (figure 3).
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Figure 2. Représentation schématique de la structure générale d’un anticorps monoclonal (a) et des principales

formes glycosylées associées (b).
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Figure 3. Représentation schématique des différents isotypes d’IgG et de 1’arrangement des ponts disulfures

inter-chaines (en rouge).

Les IgG3, caractérisées par une région charniére plus longue, ne sont pas utilisées a des fins
thérapeutiques en raison de leur temps de demi-vie trop courte (environ 7 jours) comparé aux
autres IgGs (environ 21 jours). Plus généralement, la technique des hybridomes permettant
I’obtention d’anticorps murins a malgré tout montré des limites notamment en raison de

réponse immunitaire anti-murine (HAMA), écourtant ainsi leur demi-vie. Les anticorps
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chimériques et humanisés ont alors ¢été introduits dans le but de diminuer cette
immunogénicité (figure 4).

a] Murn b] Chimengue c| Humaniz=

Pt i, Hin MU

Figure 4. Processus d’humanisation des anticorps monoclonaux. Les anticorps murins (a) sur lesquels ont été
greffées des parties constantes humaines ont permis de générer des anticorps chimériques (b). Les anticorps

humanisés (c) sont le résultat du greffage de CDRs murins sur des anticorps humains.

D’un point de vue fonctionnel, deux domaines sont essentiels : les CDRs (Complementary-
Determining Regions) situés dans les domaines variables qui sont responsables de la fixation
de I’anticorps sur la cible antigénique, et la fraction cristallisable Fc responsable des fonctions
effectrices comme la fixation du complément ou la liaison avec le récepteur. De plus, cette
fraction porte un site de N-glycosylation (Asp 297), dont la nature peut varier au sein d’un

méme lot (figure 2b) et peut avoir une influence en terme d’efficacité clinique [10, 11].

3. Les « Antibody Drug Conjugates »

Les traitements utilisant les mAbs sont généralement couplés a la chimiothérapie (agent
cytotoxique), et I’idée de greffer chimiquement un agent cytotoxique directement sur un

anticorps a émergé rapidement (immunoconjugués ou ADC) [12] (figure 5).
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Figure 5. Représentation schématique de la construction d’'un ADC : Anticorps monoclonal + bras espaceur

(linker) + drogue cytotoxique (exemple du trastuzumab emtansine).
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Le concept utilise les propriétés vectrices de I’anticorps (forte affinité et grande spécificité
pour I’antigene) de maniére a acheminer 1’agent cytotoxique au sein d’une cellule tumorale
apres internalisation (figure 6) [13, 14], contribuant ainsi a la mort cellulaire [15, 16]. La
premicere génération d’ADC a connu un échec du a l’instabilité de la bioconjugaison, a
I’absence de libération de la drogue dans la cellule ou a la libération de forme inactive, ainsi
qu’a une faible efficacité¢ de drogues greffés [17], nécessitant un couplage trop nombreux de
ces dernicres [18]. Toutefois les améliorations apportées aux méthodes de conjugaison, des
agents de liaison, ainsi que l’utilisation de composés hautement plus toxiques ont permis
I’avénement d’une nouvelle génération d’ADCs. En 2000, le gemtuzumab ozogamicin (anti
CD33, leucémie aigiie myé¢loide) fut le premier ADC commercialisé, mais fut retiré¢ du
marché en 2010 a cause d’un effet thérapeutique limité et d’une toxicité trop importante [19].
Depuis deux autres ont regu une AMM, a savoir le brentuximab vedotin en 2011 (anti CD30,
lymphome de Hodgkin réfractaire) et le trastuzumab emtansine en 2013 (anti HER2, cancer

du sein métastatique), et prés de 60 sont en phases cliniques [20].

Qﬂ é Bl

Figure 6. Mécanisme d’action d’un ADC, d’aprés [16]. Aprés reconnaissance de la cible antigénique associée a
une tumeur par les régions CDRs de I’anticorps, I’ADC se trouve internalisé par en endocytose. Ensuite une
coupure du bras espaceur (linker) reliant la drogue a ’anticorps se produit, et les composés cytotoxiques se
retrouvent sous une forme libre et active. Ces deniers vont ensuite se fixer 8 ’ADN ou aux microtubules

entrainant ainsi la lyse cellulaire.

Si le concept global de ces deux ADCs aujourd’hui commercialisés est équivalent (mAb relié
a une drogue cytotoxique via un linker), il n’en demeure pas moins que ces derniers ont des
stratégies de greffage totalement différentes et que les structures des produits conjugués sont

assez différentes (figure 7 et 8).
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3.1. Le brentuximab vedotin

Concernant le brentuximab vedotin (figure 7a) [21], la stratégie chimique de greffage consiste
dans un premier temps a réduire de fagon controlée les ponts disulfures inter-chaines, ainsi les
cystéines en question se trouvent sous une forme thiol libre. Celles-ci pourront donc réagir
avec les fonctions maléimides portées par les linkers (peptide valine-citrulline), les drogues
cytotoxiques (auristatin E) ayant été préalablement liées a ces derniers. L anticorps de base de
cet ADC étant une IgGl, 4 ponts disulfures se retrouvent en position d’étre réduits, générant
ainsi la possibilité de greffer 0, 2, 4, 6 ou 8 drogues (« Drug number » ou Dn, avec n =0, 2, 4,
6 et 8). Cette stratégie de syntheése génere ainsi un mélange potentiel de 12 composés avec des

especes covalentes et non-covalentes (figure 7b).
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Figure 7. Structure du brentuximab vedotin (a), et stratégie de conjugaison associée (b).
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3.2. Le trastuzumab emtansine

La voie synthése du trastuzumab emtansine (figure 8a) [22], vise dans un premier a greffer un
linker hétérobifonctionnel (SMCC : N-succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane-1-
carboxylate) sur les chaines latérales des lysines de I’anticorps. Dans un deuxiéme temps,
I’agent cytotoxique (mertansine) possédant un groupement thiol libre réagit avec la fonction
maléimide du linker de maniére a produire un conjugué thioether (figure 8b). Si cette stratégie
conduit & la formation d’espéces uniquement covalentes, avec une distribution paire et
impaire allant de 0 & 8 drogues, le nombre de combinaisons est supérieur a 10", étant donné
que sur les 88 lysines du mAb, 40 se trouvent exposées au solvant et donc accessibles a la

conjugaison [20].
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Figure 8. Structure du trastuzumab emtansine (a), et stratégie de conjugaison associée (b).

3.3. Propriétés thérapeutiques

Les propriétés pharmacocinétiques des immuno-conjugués, sont intimement liées au ratio
moyen de greffage (DAR : « Drug Antibody Ratio ») mais aussi a la distribution des drogues
greffées. En effet, les ADCs D8 se heurtent a des problémes de grande toxicité, de solubilité
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(dG au couplage de drogues trés hydrophobes) mais aussi de clairance trop rapide ; alors qu’un
DO se retrouve en compétition avec des composés de plus haut Dn pour I’internalisation dans
une cellule, limitant ainsi I’effet thérapeutique [20, 23, 24]. Un DAR moyen de 4 est plus
généralement ciblé¢, ce dernier se présentant comme un bon compromis entre effet

thérapeutique souhaité, toxicité et temps de présence dans la circulation sanguine.

3.4. Les ADC:s sites spécifiques

Il existe un troisieme type d’immunoconjugués actuellement en cours de développement : les
ADCs dits : site spécifique. Les objectifs de ces derniers sont d’augmenter la fenétre
thérapeutique mais aussi de diminuer considérablement 1’hétérogénéité du produit injecté [20,
25]. A T’heure actuelle, seuls deux a quatre ADCs sites spécifiques sont entrés en phase
clinique I [20]. Ce type de composé s’appuie sur plusieurs stratégies de conjugaisons [20, 25],
comme I’introduction de cystéines modifiées a des positions spécifiques, le ciblage sélectif
de glycanes ou I’introduction d’acide aminé non naturel (figure 9).
Esratégles do tonjuglsons pour un ADGsHE i Figus
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Figure 9. Stratégies de conjugaisons des ADCs sites spécifiques (adapté a partir de [20]). Elles sont basées sur
une conjugaison covalente de part I’introduction de cystéine modifiée (1), I’insertion d’un acide aminé non
naturel (2), la liaison a un glycane (3), a la partie N-ter des chaines lourdes et 1égéres (4), ou I’ajout de tags
spécifiques ; mais aussi sur une liaison non covalente en utilisant les propriétés d’affinités du domaine Fc ; le

marquage par photoaffinité (7) ; et la conjugaison d’un pharmacophore (8).

Ces approches de conjugaisons permettent généralement d’obtenir un composé D2 (avec peu
ou pas de population DO ou D1), et donc d’améliorer grandement 1’homogénéité du produit.
De plus, des études précliniques toxicologiques ont permis de montrer les améliorations de ce
type de composé au niveau de I’index thérapeutique [26]. Toutefois, les relations entre
stratégie de couplage site spécifique et type de drogue utilisé ou toxicité, sont encore mal

identifiées et doivent étre approfondies [25].
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4. Les défis et enjeux analytiques

Les mAbs sont des biomolécules de structures trés complexe, de par la présence de
modifications post-traductionnelles (PTMs), de plusieurs formes glycosylées. Cette
hétérogénéité n’a fait qu’étre accentuée avec les ADCs et le greffage d’une distribution de
drogues. Ces caractéristiques, font qu’il est nécessaire de mettre a disposition des outils
analytiques adaptés, pour une caractérisation de ces mAbs et ADCs a différents niveaux :
= linker/drogue : pour la quantification de linker-drogue résiduels circulant (spécifique
al’ADC).
= « Bottom » : pour la validation de la séquence en acide aminé, la détermination de
PTMs, ou encore la localisation des sites de conjugaison.
= « Middle » : pour la mesure de fragments de mAbs (HC, LC, Fd, Fc/2), I’étude du
profil de glycosylation (sur les fragments Fc/2 ou HC), ou la détection d’isomeres de
positions.
= « Top » : pour la mesure de masse intacte, la caractérisation du profil de glycosylation,
I’étude de la distribution des DARs et la détermination du DAR moyen.
= « Higher Order Structure » : pour la détermination de steechiométries d’interaction,
I’é¢tude de la dynamique d’interaction, la caractérisation conformationnelle, la
détermination d’épitope, ainsi que I’évaluation de I’'impact de la conjugaison de

drogues sur la structure globale.
Dans cette optique, plusieurs outils de séparation (chromatographie liquide, €lectrophorese)

peuvent étre couplés a une analyse par spectrophotométrie, fluorimétrie ou spectrométrie de

masse (tableau 2).
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Tableau 2. Techniques classiquement utilisées pour la caractérisation de mAbs et ADCs (adapté a partir de [27]).
UV : spectrophotométrie d’absorption ultraviolet-visible, MS : spectrométriec de masse, LIF : fluorimétrie par

excitation laser.

En ce qui concerne notre axe d’étude situé au niveau de I’ADC intact, plusieurs
technologies permettent d’accéder aux informations de type distribution de Dn et DAR
moyen :

La spectroscopie UV/Vis est une des méthodes relativement simple pour la mesure de DAR
moyen [28], toutefois la photosensibilit¢ de certaines drogues et linker, ainsi que la forte
concentration de drogues non conjuguées peuvent constituer des limitations [23].

La chromatographie d’interaction hydrophobe (HIC) est une des méthodes de choix pour
I’évaluation du profil de distribution et la détermination de DAR moyen pour les ADCs a
conjugaison cystéine (ADCs Cys) [29-33]. Cette technique permet de séparer des composés
en fonction de leur hydrophobicité, au travers d’un gradient de force ionique, et ceci en
condition non dénaturante. Cependant, de part la nature des tampons utilisés (sels non

volatils), un couplage direct a la spectrométrie de masse n’est pas envisageable.
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- La chromatographie liquide de phase inverse (rpHPLC) ainsi que I’électrophorése
capillaire (CE) en présence de sodium dodécyl sulfate font aussi partie des approches
utilisables pour la caractérisation des profils de conjugaisons pour les ADCs Cys [29, 31].

- Les méthodes d’isoélectrofocalisation (IEF) ou isoélectrofocalisation capillaire imagée
(iclEF) sont quant a elles mieux adaptées pour les ADCs a conjugaison lysine (ADCs Lys)
[34].

C’est dans ce contexte que la MS native s’illustre aujourd’hui comme une technique
analytique de choix, pour la mesure de masses intactes d’ADCs, I’évaluation du profil de
conjugaison et la détermination du DAR moyen. En 2012, I’équipe de Valliere-Douglass,
fut la premiere a démontrer I’intérét de la MS native pour la détermination de masses intactes
d’ADCs Cys présentant un mélange d’especes covalentes et non-covalentes, mais aussi pour
la détermination de la distribution des drogues grace a 1’abondance relative des ions de
chaque Dn [35]. Toutefois I’hétérogénéité due aux PTMs, ou aux greffages d’une population
de drogues s’illustre par des incréments de masse assez faibles, comparée a la masse de
I’anticorps (d’une dizaine de Da a kDa, soit 0.01 a 5% de la masse du mAb), et constituent
une limitation a ces approches de spectrométrie de masse natives [36]. Des développements
technologiques instrumentaux en termes de désolvatation des ions [37] et résolution effective
se présentent aujourd’hui comme le moyen a disposition pour pallier ces problématiques [38-

43].
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5. Objectifs généraux des travaux

Les caractéristiques de hauts poids moléculaires, 1’hétérogénéité en terme de glycosylation,
modifications post-traductionnelles, mais aussi en terme de greffage de composés
cytotoxiques pour les ADCs, font qu’il nécessaire de développer de nouveaux outils
analytiques pour leur caractérisation biophysique la plus compléte possible. De plus I’étude de
I’assemblage et la caractérisation des complexes mAb/Ag contribuent aussi a la
compréhension des processus cellulaires associés. Dans ce contexte, mes travaux de thése se

sont déclinés en deux points :

= Evaluer I’apport de la MS native et MS native haute résolution pour la caractérisation
d’ADCs. Pour cela, une ¢étude comparative des deux ADCs actuellement
commercialisés a ¢été¢ réalisée sur des spectrometres de masse a géométries et

résolutions différentes (Q-TOF versus Orbitrap).

= Développer des approches d’échange HDX-MS pour la détermination d’épitopes de
complexes mAb/Ag.
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Chapitre 1 : Caractérisation d’ADCs par MS native haute
résolution.

1. Objectifs des travaux

Depuis I’introduction du concept de la spectrométrie de masse native en 1991, et les travaux
de Chait et Henion sur la caractérisation du complexe myoglobine-héme (17.5 kDa) [44] ou
de récepteur-ligand [45], la complexité des systémes analysé€s n’a cessé de croitre, comme
I’atteste 1’analyse de protéines de capsides virales (~ 18000 kDa) [46, 47] en 2013. Cette
évolution de la complexité des systémes analysables par spectrométrie de masse native est
¢troitement liée aux évolutions instrumentales, notamment au niveau des pressions et des
optiques de transmission [38]. Toutefois, si ces améliorations techniques ont pour la grande
majorité été bénéfiques a des instruments dotés d’un analyseur TOF ou Q-TOF, ces derniers
présentent des résolutions et transmissions limitées pour des protéines ou complexes
d’hétérogénéité et de masse croissantes. Dans ’optique de pallier ces problématiques, le
groupe de Heck a modifi¢ un instrument pourvu d’un analyseur a fort pouvoir résolutif
(Orbitrap) tout en s’adaptant aux prérequis de la MS native (voir modifications de
I’instrument au paragraphe 2.2.) [38]. Ces travaux ont permis de mettre en évidence un gain
notable en termes de transmission et résolution pour différents types d’analytes sur cet
instrument : I’Exactive Plus EMR. Ainsi les glycoformes d’un mAb ont pu étre résolues a la
ligne de base [38-40], et des mélanges complexes de mAbs ont été caractérisés en une seule
analyse [42]. Le complexe GroEL (801 kDa) a été caractérisé, et des incréments de masse de
I’ordre de 0.1% relatifs a la fixation d’ADP et ATP ont été mis en évidence [38]. En 2013,
Rosati montrait ’intérét de cet instrument pour 1’analyse du brentuximab vedotin [40]. En
effet, les espéces non covalentes étaient maintenues en phase gazeuse, et le profil de

distribution Dn pouvait étre déterminé a partir des spectres de masse.

A partir de ces travaux précurseurs, nous avons mis en place une stratégie analytique afin
d’évaluer D’apport de la MS native haute résolution pour la caractérisation d’ADCs. Le
brentuximab vedotin et trastuzumab emtansine étant les deux ADCs de référence, avec une
chimie de couplage différente, ils constituent un cas d’étude idéal. L’évaluation de ce systéme
haute résolution (Exactive Pus EMR, ThermoFischer Scientific) récemment implanté au
laboratoire, est ici réalisée a travers la comparaison avec un systéme moins résolutif (Q-TOF,

Synapt G2 HDMS), et porte une observation particuliére sur :
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= la capacité a caractériser et quantifier la distribution de chaque DAR

= la précision de mesure de masse

2. De la MS native classique vers la haute résolution

Afin de saisir I’importance des parameétres instrumentaux associés aux deux spectrometres de
masses qui seront ici comparés, le Synapt G2 HDMS et 1’Exactive Plus EMR, une description

approfondie du fonctionnement de ces derniers est réalisée au sein de ce paragraphe.

2.1. Présentation du Q-TOF Synapt G2 HDMS (Waters) en mode MS native

La description détaillée de I’instrument a été faite dans la partie 2, toutefois nous allons ici
présenter les spécificités de cet instrument en mode MS native (figure 10) :
= les ions sont ici générés a 1’aide d’un automate d’infusion nanoESI
(Triversa Nanomate, Advion) par application d’une différence de potentiel entre la
puce microfluidique et le cone d’échantillonnage puis le cone d’extraction du bloc
source. Le cone conducteur contenant 1’échantillon vient se juxtaposer sur une
position particuliere de la puce microfluidique.
= la pression résiduelle au sein du bloc source peut étre contrélée grace a une vanne de
fuite dans le systeme de pompage primaire (2-8 mbar) [48]. En effet, la dégradation du
vide a ce niveau, permet de contrdler 1’accélération des ions entre deux chocs
consécutifs et ainsi de maintenir des assemblages non-covalents.
= 1’optimisation des énergies de collision des cellules Trap et Transfer CE permet de
donner suffisamment d’énergie interne aux ions pour les transmettre jusqu’a
I’analyseur sans toutefois rompre les complexes, avec une pression résiduelle en argon
de 107 mbar. La cellule IM, ou régne une pression résiduelle en argon de 10™* mbar est
ici utilisée comme guide d’ion.
= comme décrit précédemment, I’analyseur TOF peut ici étre utilisé sous différents
modes (sensibilité, résolution ou haute résolution). Les prérequis de la MS native
privilégieront le mode résolution pour des complexes de taille relativement restreints

(< 30kDa) et le mode sensibilité pour des plus hauts poids moléculaires.
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Figure 10. Représentation schématique du Synapt G2 HDMS (Waters), adaptée de [49]

2.2. Présentation de I’Orbitrap Exactive Plus EMR (ThermoFischer Scientific)

L’Orbitrap Exactive Plus EMR est un spectrometre de masse a analyseur Orbitrap congu pour

I’analyse de complexes non-covalents de hauts poids moléculaires. Cet instrument (figure 11)

basé sur la géométrie d’un Orbitrap Exactive Plus a subi quelques modifications de maniére a

s’adapter aux contraintes de la MS native [38, 39] :

une extension de la gamme d’analyse a 20000 Th, de part la modification du logiciel
de pilotage (« Extended Mass Range », EMR).

une augmentation des potentiels radiofréquences (RF) est appliquée a I’ensemble des
multipoles, afin de favoriser la transmission des ions de plus hauts rapports m/z.

une augmentation des énergies de collision ainsi que le contrdle de la pression en gaz
au sein de la cellule HCD, de maniére a mieux thermaliser, focaliser et désolvater les
ions.

un contréle direct des parametres de transmission (flatapdles) pour une meilleure

sensibilité en fonction des rapports m/z des ions générés.
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Figure 11. Représentation schématique de I’Orbitrap Exactive Plus EMR couplé a un robot d’infusion Nanomate

(Advion).

Les pressions au sein de ’appareil sont régulées a 1’aide d’une pompe primaire et de deux

pompes turbomoléculaires. Ce spectrométre de masse se subdivise en 5 parties distinctes :

= DPinterface bloc source, constitué¢ principalement d’un capillaire de transfert en métal
(point d’entrée des ions) connecté a une série de lentilles annulaires « S-lens ». Les
ions générés en amont du capillaire de transfert (automate d’infusion nanoESI) sont
aspirés par un gradient de pression décroissant, et sont transmis jusqu’aux lentilles
« S-lens ». Ces dernieres sont utilisées comme un dispositif de transmission des ions.
Les ions de rapports m/z de plus en plus €levés sont transmis progressivement de part
I’application d’une tension radiofréquence (RF) d’amplitude croissante et en
opposition de phase sur les lentilles « S-lens » [50]. Au sein de cette interface, la
pression ne peut étre régulée (elle reste constante = 2 mbar), toutefois le controle de la
différence de potentiel entre les « S-lens » et la lentille « Exit S-lens » relative a
I’énergie de collision en source (CID) permet de maitriser 1’accélération des ions et

ainsi de préserver I’intégrité d’édifices non-covalents.

= un bloc optique de transmission, composé des flatapoles « injection », « inter »,
« bent » et d’un octopole de transfert. Cette série d’optiques focalise et transmet les

ions jusqu’a la trappe linéaire « C-trap ». « L’injection » flatapole est formé de quatre
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barreaux plats soumis a une tension radiofréquence, permettant ainsi de focaliser les
ions. La transmission des ions depuis le bloc « S-lens » se fait au travers de
I’application d’un potentiel continu DC sur «1’injection » flatapole. De la méme
maniere, les ions sont transférés jusqu’a « I’inter » flatapdle, ce dernier pouvant étre
apparenté a une lentille annulaire plate. Le «bent » flatapdle, constitué de quatre
barreaux plats, permet quant a lui de focaliser et transmettre les ions jusqu’a 1’octopole
de transfert. Sa particularité vient de son orientation a 90° favorisant ainsi
I’¢élimination d’especes neutres et de gouttelettes résiduelles de solvant. La aussi des
potentiels RF permettent de drainer les ions, alors que 1’application d’un potentiel DC
permet d’¢éjecter les ions vers le multipole de transfert. Ce dernier opére seulement en
mode radiofréquence (« RF-only ») et permet d’acheminer les ions a la C-Trap, avec
une pression comprise entre 10™ et 10~ mbar selon la pression délivrée dans la cellule

HCD [38].

la trappe linéaire incurvée « C-Trap » et la cellule de collision « HCD » (High energy
Collision Dissociation) sont deux parties distinctes mais operent de fagon
synchronisée. Elles permettent tour a tour de piéger, thermaliser et parachever la
désolvatation des ions [39]. L’approvisionnement en gaz de la C-trap permet de
thermaliser les ions au travers de collisions permettant de dissiper leur énergie
cinétique, alors que ’application d’un potentiel RF permet de les concentrer en son
centre. Les ions sont ensuite €jectés vers la cellule HCD par application d’un potentiel
DC, ou sera poursuivi leur désolvatation au travers de collisions avec un gaz neutre
(azote, xénon). L’optimisation du gradient de potentiel au sein de la cellule HCD
(énergie de collision HCD ou CE) permet de contrdler I’accélération des ions entre
deux chocs consécutifs. Si la modulation de la pression en gaz se fait a travers une
vanne située dans la cellule HCD, la pression y régnant ne peut y étre directement
déterminée, toutefois la pression mesurée au sein de ’analyseur orbitrap y est
indirectement associé¢e (10° a 10" mbar). Une inversion du potenticl DC permet
ensuite de rediriger les ions vers la C-Trap, ou ils pourront ensuite €tre extraits vers

I’analyseur orbitrap.

la cellule orbitrap combine le role d’analyseur mais aussi de détecteur. Elle est
constituée d’une électrode centrale de forme fuselée, cette derniére étant entourée

d’¢électrodes externes ayant ce role de détection des ions [51, 52] (figure 12).
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Figure 12. Représentation schématique de la cellule orbitrap (adaptée a partir de [53]). Les ions
représentés en rouge tournent autour de 1’électrode centrale (a) tout en se déplacant le long de 1’axe z,
de part ’application d’un champ électrique entre 1’¢électrode centrale fuselée et les électrodes externes

(b). Ces derniéres sont isolées par une gaine en céramique (c).

L’application d’un champ électrique au niveau de 1’électrode centrale permet
I’injection des ions au sein de I’analyseur. L’attraction du nuage d’ions vers
I’¢électrode centrale est alors compensée par leur propre force centrifuge, leur
permettant d’adopter une trajectoire oscillatoire suivant 1’axe de [’électrode.
L’oscillation harmonique de ce nuage d’ions se traduit par la production d’un courant
global induit, pouvant étre mesuré par les électrodes externes. Le traitement de ce
signal par Transformée de Fourrier permet des caractériser les fréquences o et
amplitudes propres a chaque ion qui dépendent directement de leur rapport m/z et de
leur intensité (équation 1) [54] :

(1) w;= k(Lj,

m/z

ou k est une constante relative a la courbure du champ électrique de [’instrument.

La fréquence d’oscillation ® est d’autant plus importante que le rapport m/z est faible,
ainsi pour les ions de hauts rapports m/z, une accumulation du signal plus importante
sera nécessaire. La résolution de cet analyseur étant directement reliée au nombre de
mesures de ® par temps de scan, elle diminue d’autant plus que le rapport m /z est
¢levé. La particularité de ce type d’instrument est de pouvoir choisir le temps de scan
(32, 64, 128, 256 ou 512 ms) associé a une résolution instrumentale (respectivement

8750, 17500, 35000, 70000 et 140000 a m/z 200). Toutefois il est possible de calculer
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la résolution instrumentale théorique pour un rapport m/z donné a partir de I’équation

2):
@ R=R  x |20
nom m/Z

ou Ry,m correspond a la résolution nominale de l'instrument fixée a m/z 200.

3. Résultats

3.1. Cas du brentuximab vedotin

3.1.1. Analyse en condition dénaturante

Dans un premier temps nous avons procédé a une analyse classique, en utilisant des
conditions  dénaturantes. Apres dilution de [D’échantillon avec un mélange
eau/acétonitrile/acide formique (50/50/1), nous observons (figure 13) plusieurs profils d’ions
multichargés correspondant a différentes espéces générées en conditions dénaturantes. En
effet, les interactions non-covalentes sont ici rompues, générant des fragments de chaines
légeres (L), lourdes (H), et des couples chaines lourdes et/ou 1égeres (HL, HH, H,L). La seule
forme entiére de I’anticorps observée (trés minoritaire) correspond a 1’anticorps entier sous sa
forme entierement oxydée ne portant pas de drogues (figure 13).
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Figure 13. Analyse du brentuximab vedotin en conditions dénaturantes sur le Synapt G2 HDMS. Le spectre de

masse est présenté en partie gauche, le spectre déconvolué associé sur la partie de droite. L’échantillon est infusé

a2 pM (H,O/ACN/HCOOH : 50/50/1) (Vc : 40 V, Pi: 2.1 mbar).
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Ceci traduit ’inaptitude des méthodes de caractérisation en conditions dénaturantes pour
I’analyse de cet ADC composé d’especes covalentes et non covalentes. Pour pallier a cette

problématique, nous nous sommes donc tournés vers des approches de MS natives.

3.1.2. Analyse en conditions natives classiques

L’analyse du brentuximab vedotin déglycosylé (10 uM) en conditions non dénaturantes a
donc été réalisée, sur instrument de type Q-TOF pour débuter. Les conditions expérimentales
et instrumentales, nous permettent ici de conserver 1’intégrité des complexes non covalents.
Ainsi entre 5250 et 7250 m/z, nous pouvons observer des profils multichargés correspondant
aux différentes distributions de Dn (figure 14). Aprés déconvolution du spectre de masse nous
observons une distribution de Dn pairs centrés sur le D4, ceci étant en accord avec les
données de la littérature [55] ainsi qu’avec la stratégie de synthese. L’absence de DAR impair
est due au fait que pour chaque pont disulfure ouvert, 2 groupements thiols se trouvent en
position de réagir avec le groupe « linker + drogue ».
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Figure 14. Analyse du brentuximab vedotin en conditions natives sur le Synapt G2 HDMS. L’échantillon est
infusé a 10 uM (AcONH,4 150 mM, pH 7.5) (Vc: 80 V, Trap et Transfer CE : 20 et 10 V, Pi: 6 mbar). Le
spectre de masse est présenté en partie gauche, le spectre déconvolué associé sur la partie de droite. Le tableau
présente les masses expérimentales des différents Dn avec les erreurs de masses en Dalton et ppm par rapport

aux masses théoriques.

La résolution effective sur le Q-TOF apparait ici suffisante pour distinguer 1’ensemble des
¢tats de charge de chaque Dn. Toutefois nous avons souhaité évalué si la MS native haute
résolution était en mesure d’apporter une meilleure précision de masse, qui est supérieure a
100 ppm sur le Q-TOF, tout en maintenant la structure de ce type d’ADC pour la
caractérisation des profils Dn et du DAR moyen.
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3.1.3. MS native haute résolution : les optimisations

Si les méthodes d’analyses sur le Q-TOF étaient déja bien optimisées, ce n’était pas le cas sur
I’Orbitrap. Les optimisations instrumentales réalisées sur I’Exactive Plus EMR vont ici étre
développées avant de réaliser la comparaison Q-TOF vs. Orbitrap.

Les influences du choix de la résolution sur les mesures de masse, de 1’énergie CID et la
pression de la cellule HCD sur les profils de distributions Dn et sur le DAR moyen, seront ici

discutées.

3.1.3.1.Influence de la résolution nominale de l’analyseur Orbitrap

Comme décrit dans le paragraphe précédent, il est possible de choisir la résolution nominale
de I'instrument. Nous avons ici évalué trois résolutions et vérifier I’'impact de ce parametre
sur la précision de mesure de masse (figure 15). Nous pouvons voir que si le profil au niveau
du spectre de masse reste sensiblement le méme, les résolutions effectives sont nettement
améliorées (zooms figures 15). Cette augmentation de résolution effective, s’accompagne
d’une meilleure précision de masse. En passant de 8750 a 17500, puis a 35000 de résolution,
les erreurs moyennes sur les mesures de masses évoluent favorablement de 230 ppm a 110
ppm, puis a 36 ppm. Ainsi, pour la suite de nos analyses, ¢’est la valeur 35000 en résolution

nominale qui sera retenue.
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Figure 15. Comparaison des spectres de masses natifs du brentuximab vedotin obtenu sur 1’Orbitrap en utilisant
une résolution nominale de 8750 (a), 17500 (b) et 35000 (c). Les échantillons sont infusés a 10 pM
(AcONH,4 150 mM, pH 7.5) sur I’Exactive Plus EMR (CID : 75 ¢V, CE : 0 eV, injection-inter-bent flatapdles :
8-7-6 V, Pypv : 1,1.10'9 mbar). Les tableaux présentent les masses expérimentales des différents Dn avec les

erreurs de masses en Dalton et ppm par rapport aux masses théoriques.

3.1.3.2.Influence de [’énergie de collision en source (CID)

Si le choix de la résolution nominale de I’instrument est important pour la détermination de

masses précises, les optimisations des énergies de collisions CID et CE sont aussi
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primordiales pour la détermination des profils Dn et du DAR moyen. Ceci est

particulierement marqué pour le brentuximab vedotin (figure 16).
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Figure 16. Influence de I’énergie de collision CID sur le profil de distribution Dn et le DAR moyen Les
échantillons sont infusés a 10 pM (AcONH, 150 mM, pH 7.5) sur I’Exactive Plus EMR (CE : 0 eV, injection-
inter-bent flatapdles : 8-7-6 V, Pyyy : 1,1.10'9 mbar, R, : 35000) avec une énergie de collision CID de 75 eV
(a) ou 140 eV (b). Les spectres de masses sont présentés en partie gauche, les spectres déconvolués associés sur

la partie de droite. dg. = drogue.

Ainsi avec une énergie de collision en source (CID) de 75 eV I’ensemble des especes sont
observées sur le spectre de masse. Le profil de distribution Dn et le DAR moyen sont
déterminés, et sont accord avec la littérature [55]. Avec 1’augmentation de I’énergie de
collision CID a 140 eV, nous remarquons ’apparition d’especes de plus basses masses entre
4000 et 5000 m/z correspondant a des demi-ADCs couplés a 2 et 4 drogues. Cette valeur
d’énergie ne permet pas ici de maintenir I’ensemble des espéces non covalentes au sein du
spectrometre de masse. Cette dissociation induit notamment des modifications au niveau des
profils de distributions Dn et du DAR moyen (figure 16, partie droite). En effet, nous
constatons une diminution des especes D4, D6 et D8 respectivement de 2.7, 4.7 et 3.1%. Cette
diminution se fait au profit des espéces DO et D2, pour qui nous remarquons une

augmentation respective de 1.7 et 8.8%. Ces variations de distributions Dn influent aussi sur
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la détermination du DAR moyen, qui dans ce deuxiéme cas est sous-estimé (3.5), et n’est plus
en accord avec ce qui est attendu. Cette illustration montre bien ici ’importance de
I’optimisation de ces paramétres, et notamment dans le cas d’un mélange de composés

covalents et non covalents.

3.1.3.3.Influence de la pression au niveau de la cellule HCD

Un autre parameétre a optimiser de manicére a conserver 1’intégrité des complexes en phase
gazeuse, est la pression de la cellule HCD. S’il n’est pas possible de déterminer une valeur de
pression absolue, nous pouvons moduler une valeur arbitraire y étant rattachée. Ainsi nous

pouvons voir I’influence de cette variable en figure 17.
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Figure 17. Influence de la pression de la cellule HCD sur le profil de distribution Dn et le DAR moyen Les
échantillons sont infusés a 10 uM (AcONH, 150 mM, pH 7.5) sur I’Exactive Plus EMR (CID : 75¢V, CE : 0 eV,
injection-inter-bent flatapdles : 8-7-6 V, R, : 35000) avec une pression arbitraire en cellule HCD de 7 (a) ou 3
(b). Les spectres de masses sont présentés en partie gauche, les spectres déconvolués associés sur la partie de

droite. dg. = drogue.

Nous pouvons constater ici la présence de demi-ADC pour une valeur de pression de 3, ce qui

n’est pas le cas pour une pression de 7. Pour une valeur de vide plus poussée (donc ici 3), le
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libre parcours des ions devient plus important, ainsi ces derniers accumulant une plus grande
énergie cinétique, les chocs avec les molécules de gaz du milieu deviennent plus énergétiques,
et entrainent la dissociation d’une partie des espéces non covalentes. Ceci se traduit
notamment au niveau des profils de distributions Dn, pour lesquels nous pouvons noter la
baisse des espeéces D4, D6 et D8, qui diminuent respectivement de 2.1, 4.4 et 1.7. La
réduction du taux des especes se fait notamment au profit de ’espeéce D2, qui augmente de

7.3%.

3.1.3.4.Evaluation du logiciel de retraitement associé a [’Exactive Plus EMR : « Protein

Deconvolution 3.0® » (PD 3.0)

Les analyses réalisées sur I’Exactive Plus EMR sont retraitées a I’aide du logiciel PD 3.0, de
maniére a déterminer les masses des analytes et générer les spectres déconvolués associés.
Pour une utilisation optimale de ce logiciel, nous avons noté trois parametres essentiels a
optimiser :

- La gamme m/z sur laquelle la déconvolution va étre réalisée

- La masse ciblée

- La tolérance de masse

Dans un premier temps nous avons ¢valué¢ I’impact de la gamme de m/z paramétrée,
associé a la valeur de masse ciblée. A titre d’exemple nous avons réalis¢ une
comparaison de ces variables a 1’aide du spectre de masse présenté en amont (influence du
CID), présentant des espéces hétérogeénes en masses (demi-ADCs et ADCs entiers) (figure
18). En effet nous pouvons remarquer deux distributions, une entre 4000 et 5000 m/z et
I’autre entre 5300 et 7000 m/z. De¢s lors, les parametres de déconvolution sont cruciaux
pour la caractérisation de toutes les especes présentes sur le spectre de masse. Si la gamme
m/z établie est corrélée avec une masse cible adéquate, la déconvolution associée permet
une caractérisation des especes de qualité. C’est le cas pour le panel b et d, ou les
parametres de déconvolutions sont bien centrés respectivement sur des especes faisant
référence a I’ADC entier et au demi-ADC. En revanche si la gamme m/z utilisée est
conséquente, il est possible de passer au travers d’especes si la masse ciblée est trop
¢loignée (figure 18 d et e). Dans notre cas, si la masse cible est de 150000 Da, les espéces

faisant référence au demi-ADC ne sont pas observées.
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Ceci montre I'importance d’optimiser ces paramétres, et de travailler avec plusieurs

méthodes de retraitement selon la dispersion des profils multichargés sur le spectre de

masse.
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Figure 18. Evaluation de I’influence des paramétres de gamme de m/z et de masse cible sur la génération du
spectre déconvolué. A titre d’exemple nous présentons ici les résultats de I’infusion du brentuximab vedotin a 10
uM (AcONH4 150 mM, pH 7.5) sur I’Exactive Plus EMR (CID: 75eV, CE: 0 eV, injection-inter-bent
flatapdles : 8-7-6 V, Pycp @ 7, Ryom : 35000). Le spectre de masse est présenté en partie haute (a) alors que les

spectres déconvolués selon différents paramétres sont présentés sur les panels (b) a (e).

- Dans un deuxiéme temps, nous avons évalué¢ l’influence du parameétre « tolérance de
masse » sur la détermination des masses de toutes les espéces Dn, ainsi que sur leur

distribution. Pour ce faire, 1’échantillon infusé dans les conditions instrumentales optimales
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(cf. figure 17a) a été soumis a deux retraitements, avec des valeurs respectives de tolérance
de masse de 5 et 25 ppm (tableau 3). Ce parameétre de tolérance de masse fait référence a la

déviation acceptable pour un état de charge donné, et non pas sur la masse moyenne.
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Tableau 3. Evaluation du paramétre tolérance de masse sur la détermination de la masse et du profil de

distribution.

Nous pouvons observer ici que la détermination des masses des espéces Dn est plus précise
avec un paramétrage stringent. Toutefois, avec une tolérance stricte, la quantification des
especes Dn n’est pas optimale. En effet, certains ions ne sont plus comptabilisés pour la
construction du spectre déconvolués, et certaines populations sont alors mal estimées. Ceci est
notamment le cas du DO qui est surestimé pour une valeur de tolérance de 5 ppm. La valeur
du DAR moyen s’en trouve aussi influencée, puisqu’elle devient légérement sous-estimée
dans ce cas a 3.8.

Ainsi, pour le retraitement de nos analyses, nous avons procédé systématiquement a un double
retraitement : un premier avec une tolérance plus élevée pour la détermination des profils Dn,

et un deuxiéme plus stringent pour la détermination de masse la plus précise possible.

3.1.3.5.Evaluation de la méthode de calcul du DAR moyen et des distributions Dn

Avec les interrogations du logiciel de déconvolution soulevées dans le paragraphe précédent,
nous avons souhaité évaluer ’impact de la méthode de calcul sur le DAR moyen et la
distribution Dn. Les méthodes de calculs possibles, sont basées soit sur les intensités des
especes du spectre déconvolué, soit sur les intensités de chaque état de charge pour chaque
espece observée sur le spectre de masse. De maniére a répondre a cette question nous avons
aussi voulu vérifier la reproductibilité des résultats générés de maniere a étre représentatif.
Ainsi nous avons infusé a plusieurs reprises un échantillon déglycosylé de brentuximab

vedotin et avons calculé les profils Dn et DAR moyen pour chaque réplicat (figure 19).
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Figure 19. Evaluation de la reproductibilité¢ des analyses et de la méthode de calcul sur le profil de distribution
Dn et le DAR moyen Les échantillons sont infusés a 10 uM (AcONH,4 150 mM, pH 7.5) sur I’Exactive Plus
EMR (CID : 75e¢V, CE : 0 eV, injection-inter-bent flatapoles : 8-7-6 V, Pycp @ 7, Ruom : 35000). Les spectres de
masses sont présentés en partie gauche ; les tableaux présentent les profils Dn et DAR moyen pour chaque
réplicat, selon un calcul basé sur le spectre déconvolué (PD 3.0) ou a partir des intensités relevées sur le spectre

de masse (Spectre de masse).

Ces analyses permettent ici de montrer la grande similarité au niveau de 1’évaluation des
profils Dn et du DAR moyen, entre la méthode basée sur I’intensité des spectres déconvolués

et celle basée sur I'intensité des especes observées sur le spectre de masse. En effet nous
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pouvons noter une différence maximale de 1.9% pour un Dn donné entre [’intensité
déterminée a partir de la déconvolution et du spectre de masse. Cette observation participe a
valider les résultats déterminés a partir des déconvolutions et donc du logiciel PD 3.0. De
plus, ces analyses ont aussi permis de démontrer la reproductibilité des mesures inter-réplicat.
En effet le DAR moyen est reproductible sur les différentes analyses, avec une faible
déviation associée : 4.0 £ 0.05. De plus, les distributions des espéces Dn sont aussi tres

proches dans les différents réplicats.

3.1.4. MS native classique vs. MS native haute résolution

L’analyse du brentuximab vedotin déglycosylé (10 uM) par MS native classique, c’est-a-dire
sur un instrument de résolution intermédiaire (Synapt G2 HDMS), et MS native haute
résolution (Exactive Plus EMR) a permis de définir I’apport de ce dernier instrument en terme
de précision de mesure de masse de chaque Dn, ainsi que pour leur quantification relative.

Dans le cadre de ces analyses en conditions natives, le Synapt G2 HDMS présente une
résolution nominale de 20000, alors que I’Exactive Plus EMR a été utilisé avec une résolution
nominale de 35000. L’effet de la haute résolution est marqué dans un premier temps au
niveau des spectres masses méme (figure 20), en effet nous pouvons observer (zoom état de
charge 25+) des pics plus fins, et mieux résolus pour I’analyse réalisée sur I’Orbitrap que sur
le Q-TOF. Toutefois la résolution effective sur le Q-TOF apparait suffisante pour distinguer
I’ensemble des états de charge de chaque DAR. Le résultat observé au niveau des spectres de
masses est dii a un effet combiné d’une meilleure désolvatation des ions au sein de la cellule
HCD et d’une résolution potentielle de I’analyseur Orbitrap supérieure. En termes de
précision de masse, I’Exactive Plus EMR présente des erreurs de mesures entre masses
expérimentales et théoriques comprises entre 30 et 40 ppm (soit environ de 4 a 6 Da), alors

que celles obtenues sur le Q-TOF oscillent entre 100 et 130 ppm (soit environ de 15 a 20 Da).
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Figure 20. Comparaison d’un spectre de masse natif du brentuximab vedotin obtenu sur le Q-TOF (a) et
I’Orbitrap (b). Les échantillons sont infusés a 10 uM (AcONH,4 150 mM, pH 7.5) sur le Synapt G2 HDMS (V¢ :
80 V, Trap et Transfer CE : 20 et 10 V, Pi: 6 mbar) (a) et ’Exactive Plus EMR (CID : 75 ¢V, CE: 0 eV,
injection-inter-bent flatapoles : 8-7-6 V, Pyyy : 1,1. 10 mbar, Ryop : 35000) (b). Les spectres de masses sont
présentés en partie gauche, les spectres déconvolués associés sur la partie de droite. Les tableaux présentent les
masses expérimentales des différents DAR avec les erreurs de masses en Dalton et ppm par rapport aux masses

théoriques.

Pour ce qui est de 1’évaluation dur DAR moyen et des profils de distribution, la différence est
la beaucoup moins marquante. En effet, les deux méthodes présentent un DAR moyen de 4.0
avec une distribution gaussienne centrée sur le D4 (spectres déconvolués figure 20). La
proportion de chaque Dn est aussi trés proche pour les deux méthodes, reproductibles, et sont
en adéquation avec ce qui est observé en HIC (figure 21, et tableau 4), technique a I’heure
actuelle considérée comme référence pour la quantification relative des DARs.
La MS native et donc plus particulierement la MS native haute résolution se présente ici
comme une méthode de choix pour la caractérisation d’ADCs, et notamment en termes de :

- Maintien des composés non covalents en phase gazeuse.

- Précision de mesure de masse.

- Détermination des profils de distributions Dn.

- Calcul du DAR moyen.
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Figure 21. Comparaison des distributions Dn et DAR moyen pour le brentuximab obtenus en HIC (a) et aprés

déconvolutions des sepctres MS obtenus sur le Q-TOF (b) et I’Orbitrap (c).

HIC MS Native classique MS Native haute
(Q-ToF) résolution (Orbitrap)
Do 6.1 72 6.9

D2 262 252 234
D4 34.8 4.4 J8.6
D6 24.0 24.9 236
D8 8.3 83 745
DAR moyen 4.0 4.0 4.0

Tableau 4. Distributions de chaque Dn et DAR moyen observés par HIC, MS native classique (Q-TOF) et MS

native haute résolution (Orbitrap). Les proportions de chaque DAR sont exprimées en %.
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3.2. Cas du trastuzumab emtansine

3.2.1. MS dénaturante vs. MS native

La stratégie de syntheése de cet ADC s’appuie sur la conjugaison d’un linker sur les lysines
puis le couplage d’une drogue sur les lysines accessibles de 1’anticorps. Si les especes
générées sont strictement covalentes, nous avons souhaité ici s’il pouvait y avoir un bénéfice a
utiliser la MS native pour I’analyse d’especes covalentes. En Ms dénaturante (figure 22a),
nous observons une superposition de profils d’ions multichargés entre 2250 et 4250 m/z. Une
distribution de DO a D7 est caractérisée, toutefois le D8 n’est pas observé. Ceci est dii au fait
que les états de charges associés a ce DAR se superposent avec d’autres états de charges. La
résolution effective de I’instrument ne permet pas ici de tous les séparer, la différence de
masse entre deux Dn consécutifs n’étant que de 957.5 Da. L’analyse de ce méme échantillon
en conditions native classiques a pour effet de « décaler » les profils multichargés vers des
plus hauts rapports m/z : effet de réduction des charges en conditions natives (figure 22b),
permettant ainsi de résoudre plusieurs états de charges qui se superposaient en conditions
dénaturantes. L’état de charge z diminuant, les faibles différences de masse 4m deviennent
ainsi mieux résolues. Toutefois certains états de charges des especes caractérisées se
superposent toujours, et le D8 n’est pas observé. Par ailleurs le DAR moyen évalué en MS
dénaturante est 3.5 + 0.1, ce qui est en accord avec la valeur de 3.5 caractérisée par LC-MS
[56]. En MS native le profil de distribution est légerement décalé vers les DARs plus faibles
expliquant la valeur de 3.2 + 0.2. Cependant si les DARs moyens sont relativement proches
(MS Native) ou en totale adéquation (MS dénaturante) avec ce qui est attendu (3.5), ce n’est

que par effet de compensation des différents états de charge des différents Dn non observés.
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Figure 22. Analyse du trastuzumab emtansine en condition dénaturante (a) et native (b) sur le Synapt G2 HDMS.
Les spectres de masses sont présentés en partie gauche, les spectres déconvolués associés sur la partie de droite.
L’échantillon est infus¢é a 2 uM (H,O/ACN/HCOOH : 50/50/1) (Vc: 50 V, Pi: 2.1 mbar) en condition
dénaturante (a) et a 10 uM (AcONH, 150 mM, pH 7.5) (Vc : 180 V, Trap et Transfer CE : 20 et 10 V, Pi: 6
mbar) en condition native. Les astérisques * indiquent la présence d’adduits covalents de +220 Da dus la fixation

de linkers ces derniers n’ayant réagis avec aucune drogue.

3.2.2. Apports de la MS native combinée a la réduction de charge

Dans la lignée de ce qui a été observé au paragraphe précédent avec 1’effet de la réduction de
charge due aux conditions d’analyse en MS native, nous avons souhaité ici vérifier si une
réduction de charge supérieure, en ajoutant un composé chimique, permettait d’améliorer la
séparation entre les différents états de charges de chaque Dn. La réduction de charge dans ce
cas est le résultat d’'une compétition d’affinité pour les protons présents en solution entre
I’additif basique (dans notre cas de 1’imidazole) et la protéine, au terme de la désolvatation
[57, 58]. Cette approche de réduction de charge a initialement été utilisée pour montrer le lien
entre état de charge et stabilité des protéines en phase gazeuse. Le laboratoire de Robinson a

\

largement contribué¢ a montrer I’effet stabilisateur d’agents réducteur de charge pour des
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protéines multimériques présentant une cavité en leur sein [59], ou sur des protéines
membranaires nécessitant ['utilisation d’énergies de collision ¢levées [60].

Dans le cadre de notre étude, nous n’avons pas visé a stabiliser le trastuzumab emtansine en
phase gazeuse, mais a utiliser les propriétés de I’imidazole pour déplacer notre signal vers des
plus hauts rapports m/z. Cette stratégie a été mise en place de manicre a vérifier s’il est
possible de discriminer des espéces qui se superposent a plus bas rapport m/z (entre 5500 et
7000 m/z), et ainsi de voir si la réduction de charge est une alternative a la MS native haute
résolution.

Cet effet réducteur de charge est visible sur la figure 23, sur laquelle nous pouvons voir que
sans agent réducteur de charges, le profil est centré sur 1’état de charge 25+, alors qu’apres
ajout de 10 mM d’imidazole, ce profil est largement déplacé vers des plus hauts rapports m/z
(8000-11000) avec une distribution centrée sur 1’état de charge 16+. La superposition des
¢tats de charges majoritaires respectifs dans les deux conditions montre bien ici la capacité a
séparer tous les Dn pour un état de charge donné. De plus, il est a souligner que la réduction
de charge couplée a la MS native classique permet de détecter le DS. Le spectre déconvolué
associ¢ a la condition avec imidazole est réalisé¢ sur la base des états de charges réduits
majoritaires (15+ a 18+). En termes d’évaluation du DAR moyen, la MS native couplée a la
réduction de charge détermine une valeur de 3.3 + 0.2, cette derniére étant légerement plus

fidele a ce qui est attendu, avec un profil mieux centré sur le DAR 3.
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Figure 23. Analyse du trastuzumab emtansine en condition native avant (a) et aprés ajout d’imidazole (b) sur le
Synapt G2 HDMS. Les spectres de masses sont présentés en partie gauche, les spectres déconvolués associés sur
la partie de droite. L’échantillon est infusé¢ a 10 uM (AcONH, 150 mM, pH 7.5) (Vc : 180 V, Trap et Transfer
CE: 20 et 10 V, Pi: 6 mbar) avant (a) et apres ajout de 10 mM d’imidazole (b). Les astérisques * indiquent la
présence d’adduits covalents de +220 Da dus la fixation de linkers ces derniers n’ayant réagi avec aucune

drogue.

3.2.3. MS native haute résolution

L’analyse du trastuzumab emtansine déglycosylé sur I’Exactive Plus EMR, a permis de
démontrer les bénéfices de la haute résolution pour ce type d’ADC Lys. Les effets de
meilleure désolvatation et meilleure résolution de cet instrument sont visibles sur le
comparatif d’une d’analyse Q-TOF et Orbitrap (figure 24). En effet si les états de charges 25+
DO, 26+ D7, 26+ D8 se superposaient respectivement avec les états de charges 26+ D6, 25+
D1 et 25+ D2 sur le Synapt G2 HDMS (figure 24a), ces derniers sont totalement résolus avec
I’Orbitrap (figure 24b). Pour ce qui est de la précision de mesure de masse, le gain est ici
considérable. Si I’erreur de masse oscille entre 75 et 130 ppm pour toute la distribution Dn sur
le Q-TOF, cette erreur sur 1’Orbitrap est inférieure a 5 ppm pour les DO a DS, inférieure a 10

ppm pour les D6 et D7, et en dessous de 30 ppm pour le D8. Ces résultats soulignent aussi la
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différence entre 1’analyse a haute résolution entre ces deux composés : nous observons des
erreurs de masses 10 a 20 fois moins importantes pour le trastuzumab emtansine que pour le
brentuximab vedotin. Ceci peut provenir d’une efficacité¢ de désolvatation plus importante
pour le trastuzumab emtansine et/ou que les masses théoriques pour le brentuximab vedotin
aient été calculées sur la base d’une ré-oxydation totale des ponts disulfures apres le greffage
des drogues. Il se pourrait que des formes partiellement réduites demeurent toujours présentes
en solution.

La caractérisation du DAR moyen de 3.4 £ 0.1 en MS native haute résolution est ici bien
concordante avec la valeur attendue, et présente une distribution gaussienne centrée sur le
DAR 3. Les expériences de MS native haute résolution soulignent ici les apports de cette
méthodologie en termes de précision de mesure de masse, et détection de toutes les espeéces

présentes en solution (DO a D8) tout en s’affranchissant d’une étape de réduction de charge

préalable.
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Figure 24. Comparaison d’un spectre de masse natif du trastuzumab emtansine obtenu sur le Q-TOF (a) et
I’Orbitrap (b). Les échantillons sont infusés a 10 uM (AcONH,4 150 mM, pH 7.5) sur le Synapt G2 HDMS (V¢ :
180 V, Trap et Transfer CE : 20 et 10 V, Pi: 6 mbar) (a) et I’Exactive Plus EMR (CID : 75 eV, CE: 0 eV,
injection-inter-bent flatapdles : 8-7-6 V, Pyyy : 1,1.10'9 mbar, R,y : 35000) (b). Les spectres de masses sont
présentés en partie gauche, les spectres déconvolués associés sur la partie de droite. Les tableaux présentent les
masses expérimentales des différents DAR avec les erreurs de masses en Dalton et ppm par rapport aux masses

théoriques.
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4. Conclusions

La MS native et la MS native haute résolution se présentent désormais comme des techniques
références pour la caractérisation d’anticorps thérapeutiques [61], mais aussi d’ADCs, que la
stratégie de couplage vise les cystéines [55, 61] ou les lysines [62]. L’Orbitrap Exactive Plus
EMR permet non seulement de transmettre les composés sans détériorer les édifices non
covalents mais aussi de les caractériser avec des précisions de mesure de masses grandement
améliorées comparé a un instrument de type Q-TOF. Ce gain en résolution effective (= 7000
pour Porbitrap, et = 1000 pour le Q-TOF @ 6000 m/z) permet notamment de résoudre les
différents états de charges chevauchant quand I’incrément de masse apporté par la drogue est
relativement faible, et ainsi de mieux quantifier les proportions relatives de chaque

distribution de DAR.

5. Valorisation

Une étude bibliographique approfondie sur les méthodes de caractérisation des anticorps
monoclonaux, ADCs et autres dérivés a différents niveaux par spectrométrie de masse a fait
I’objet de deux revues scientifiques parues dans Expert Review of Proteomics et Journal of
Chromatography B. L’évaluation de I’apport de la spectrométrie de masse native haute

résolution pour la caractérisation d’ADC a fait I’objet d’une communication par affiche.

Publications :

Alain Beck, Guillaume Terral, Francois Debaene, Elsa Wagner-Rousset, Julien Marcoux,

Marie-Claire Janin-Bussat, Olivier Colas, Alain Van Dorsselaer, Sarah Cianférani. « Cutting-
edge mass spectrometry methods for the multi-level structural characterization of antibody-

drug conjugate ». Expert Review of Proteomics, 2016, 13(2):157-183.

Guillaume Terral, Alain Beck, Sarah Cianférani. «Insights from native mass spectrometry

and ion mobility for antibody and antibody-based product characterization ». Journal of

Chromatography B, sous presse.
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Communication par affiche :

Guillaume Terral, Francois Debaene, Julien Marcoux, Amandine Bceuf, Elsa Wagner-

Rousset, Nathalie Corvaia, Alain Van Dorsselaer, Alain Beck, Sarah Cianférani. « Native MS
and IM-MS characterization of lysine- and cysteine-linked antibody drug conjugates (ADC)
». Congres Francais de Spectrométrie de Masse et d’Analyse Protéomique, Septembre 2015,

Ajaccio, France.
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Chapitre 2 : Combinaison d’outils de spectrométrie de masse
structurale pour la caractérisation de complexes antigéne/anticorps.

1. Etat de I’art

Si la caractérisation de la séquence, des PTMs ou encore des profils de glycosylation d’un
mAb a visée thérapeutique est primordiale, 1’étude de I’interaction de ce dernier avec sa cible
antigénique n’en demeure pas moins essentiel. L’étude approfondie de la relation
structure/fonction est d’un intérét particulier pour la compréhension des mécanismes
cellulaires associés [63, 64]. Sous I’approche de caractérisation d’ordre supérieur des
complexes mAb/Ag sont adossées les notions de steechiométrie d’interaction et « d’epitope

mapping » (cartographie de la zone d’interaction au niveau de 1’antigene).
1.1. Caractérisation de ’interaction mAb/Ag

Afin de vérifier la capacité de liaison d’'un mab et d’un antigéne, différentes techniques

biophysiques sont aujourd’hui a disposition :

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) couplée a une détection UV peut étre
utilisée pour vérifier la liaison de ces partenaires et évaluer la stoechiométrie d’interaction
[65-68].

La résonnance plasmonique de surface (SPR) ou encore la titration calorimétrique
isotherme (ITC) permettent de vérifier I’association mAb/Ag, mais aussi de déterminer les
constantes d’affinités [66, 69-72].

Toutefois la MS native apparait ici a son avantage car en une seule analyse elle donne
acces a des mesures de masses précises, a la stoechiométrie d’interaction de facon
catégorique, et les intensités des pics associés a chaque espéce permettent d’évaluer

I’affinité relative.

En 2001, Tito [73] est le premier a démontrer 1I’apport de la MS native pour la caractérisation
de complexes immuns. Depuis, plusieurs autres groupes ont attesté de l’intérét de cette
technique pour la caractérisation de steechiométries d’interaction [39, 74, 75], et notamment

dans certains cas particuliers pour lesquels des steechiométries d’interactions inhabituelles ont

165



Partie 3 : Combinaison d’approches de MS native et HDX-MS pour la caractérisation d’anticorps monoclonaux thérapeutiques _

¢té caractérisées [76, 77]; ainsi que pour I’évaluation d’affinités au travers d’études
comparatives [78, 79]. Les dérivés thérapeutiques de type anticorps bispécifiques ont aussi été
caractérisés par MS native, et 1’é¢tude de Debaene et al, [80] contribue a démontrer la

spécificité d’interaction entre la partie Fab du mAb pour sa cible antigénique.

1.2. Caractérisation de I’épitope

L’autre aspect primordial dans la caractérisation de tels complexes est de déterminer la zone

de reconnaissance au niveau de la cible antigénique : 1’épitope (figure 25).

Figure 25. Représentation schématique de la fixation d’'un mAb sur un antigéne via la reconnaissance de

1’épitope.

Les techniques structurales a résolution atomiques n’ont un succes que treés limité dans la
caractérisation de complexe mAb/Ag. En effet la RMN atteint ses limites pour des masses
moléculaires supérieures a 30 kDa, alors que les contraintes expérimentales lies a la
cristallographie (difficult¢ a la production de cristal due a la flexibilité de certaines
régions, quantit¢ de matériel biologique importante) ne permettent que trop rarement
d’obtenir un cristal de bonne qualité pour la diffraction [81, 82].

Une technique de biologie moléculaire a largement été utilisée pour la détermination
d’épitope : le phage display [83, 84]. Son principe vise a exprimer toute une librairie de

peptide de I’antigéne en question a la surface de bactériophages (virus bactériens) en
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fusion avec le domaine N-ter. Le processus de sélection des phages recombinants repose
sur plusieurs cycles de capture, lavage et ¢élution sur des anticorps préalablement
immobilisés. Les phages sont alors analysés par immunocriblage. Cependant cette
approche nécessitant des manipulations génétiques est relativement chronophage [83] et
présente des limitations dans le cas d’épitopes conformationnels (non linéaires) [81, 85,
86].

Une autre méthode combinant protéolyse ménagée avec une analyse MS est aussi utilisée,
et peut étre retrouvée sous le terme d’excision d’épitope [81, 83, 87]. Cette technique
consiste @ immobiliser un anticorps sur des billes, a y ajouter 1’antigéne et réaliser ensuite
une digestion enzymatique de fagon controlée suivi d’une analyse MS [83]. Toutefois cette
méthode ne permet pas d’obtenir des zones trés précises d’interaction [88], nous parlerons
ici plutdt de domaine d’interaction. De plus, ce type d’approche nécessite d’immobiliser
son anticorps au préalable sur des billes, et la reproductibilit¢ des résultats n’est pas
toujours avérée [81].

En appui des techniques citées précédemment, la technique d’Ala-scan peut aussi étre
utilisée afin de confirmer les zones d’interactions, et préciser I’importance de chaque acide
aminé s’y trouvant. Toutefois cette approche nécessite la production de nombreux mutants
qui doivent ensuite étre testés notamment par SPR [88, 89].

Les approches de marquages chimiques différentiels suivis d’une analyse MS
s’imposent de plus en plus comme méthodes de choix pour la détermination d’épitopes.
Nous retrouvons ici le marquage radicalaire [90] dans une moindre mesure, mais surtout
les échanges Hydrogéne/Deutérium [91-96]. En effet, cette derniére technique peu
consommatrice en matériel biologique, permet avec un minimum de préparation
d’échantillon et une analyse MS en ligne, de déterminer des zones d’interaction et de
changements conformationnels [97]. Elle accéde aussi a une certaine dynamique en
solution [97, 98]. L’automatisation du processus expérimental et du traitement des données
a grandement participé I’avénement de cette technique, notamment dans le milieu
industriel [98-101]. De plus, les derniéres avancées instrumentales en terme de
fragmentation des ions, avec les bénéfices liés au mode de dissociation induite par transfert
d’¢électron (ETD) permettent maintenant d’obtenir des résolutions spatiales au niveau de

I’acide aminé [102, 103], et contribuent a 1’essor de cette technique.

167



Partie 3 : Combinaison d’approches de MS native et HDX-MS pour la caractérisation d’anticorps monoclonaux thérapeutiques

2. Contexte biologique

A titre de modele, non limitatif, notre étude s’est basée sur la caractérisation d’un anticorps
humanisé dirigé contre une cible antigénique A. Cette cible a été identifiée par nos
collaborateurs du Centre d’Immunologie Pierre Fabre, en utilisant une approche fonctionnelle.
Des cellules tumorales ont été inoculées et utilisées comme immunogene chez la souris, et les
anticorps monoclonaux murins obtenus ont été sélectionnés pour leur capacité a inhiber in
vitro la croissance de cellules tumorales. Les anticorps se révélant actifs in vitro ont ensuite
été testés pour leur capacité a bloquer la croissance tumorale de cellules implantées in vivo.
Des analyses protéomiques réalisées avec le LSMBO ont a alors permis d’identifier
I’anticorps 1 (mAbl), ce dernier reconnaissant spécifiquement 1’antigéne A (Ag-A). Cette
cible antigénique se trouve notamment surexprimée sur différentes lignées ou tissus
tumoraux, ce qui en fait une cible thérapeutique potentielle en oncologie.

Dans ce contexte une premiere étude a été réalisée au laboratoire, de maniére a caractériser la
steechiométrie d’interaction entre une forme recombinante de ’Ag-A et le mAbl sous sa
forme murine, mais aussi apres un processus d’humanisation. Des expériences de titrations
analysées par MS native ont alors permis de mettre en évidence la fixation de deux diméres

d’Ag-A par anticorps (figure 26).
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Figure 26. Détermination des stoechiométries d’interaction mAbl/Ag-A. L’anticorps 1 murin (mumAb) et
humanis¢ (hzmAb) sont analysés seuls a 5 uM (a et e), puis en présence de 5 uM (b et f), 10 uM (c et g) et 40
uM (d et h) d’Ag-A.
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Ces expériences ont aussi souligné la grande similarité entre la forme murine (mumAb) et
humanisée (hzmAb), en termes de sélectivité et affinité. Ces observations ont aussi conforté la

fiabilité du processus d’humanisation.

3. Objectifs

Dans ce contexte et a partir des observations précédentes, nous avons mis en place une
stratégie analytique combinant MS native et HDX-MS de maniére a apporter une
caractérisation structurale du complexe mAb/Ag la plus compléte possible. De plus, deux
autres anticorps (le mAb2 et mAb3) ayant la capacité de se lier aussi sur cette méme cible
antigénique, sont venus ¢élargir et compléter notre approche de caractérisation structurale de

complexes immuns. Ici, nos objectifs se sont articulés autour de deux points majeurs :

- Etablir les stcechiométries d’interaction pour les 3 mAbs avec leur cible

antigénique-A par une approche de MS native.

- Déterminer les épitopes de I’antigéne 3 anticorps par HDX-MS.

de maniere a établir un lien précis entre ’interaction sélective entre 1’Ag-A sous une forme

dimérique et le mAbl.

4. Résultats

4.1. Détermination des steechiométries d’interaction Fab/Ag par MS native

4.1.1. Analyse des sous-unités individuelles

De maniére a déterminer précisément les stoechiométries d’interaction, nous avons choisi de
travailler sur les fragments Fabs des mAbs (porteurs des CDRs responsables de la
reconnaissance de I’Ag). Ces derniers ont ¢t¢ générés par digestion a la papaine, enzyme
clivant les mAbs en dessus de leur région charnieére. Avant de réaliser les titrations, les

composés ont été caractérisés de fagons individuelles en conditions dénaturantes et natives.
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4.1.1.1.Analyse de [’antigene-A

La caractérisation de I’Ag-A en conditions dénaturantes et natives (respectivement figure 27 a
et b) permet de mettre en évidence une forme monomérique majoritaire a 24543 + 1 Da et une

forme dimérique non-covalente minoritaire a 49085 = 1 Da, pour une concentration de SuM.
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Figure 27. Caractérisation de 1’antigéne-A en conditions dénaturantes et natives. L’échantillon est infusé¢ a 2 uM
(H,O/ACN/HCOOH : 50/50/1) (Vc: 40 V, Pi: 2.1 mbar) en conditions dénaturantes (a) et a 5 uM
(AcONH,4 150 mM, pH 7.5) (Vc : 120 V, Trap et Transfer CE : 10 et 30 V, Pi : 6 mbar) en conditions natives (b).

Afin de vérifier I’observation faite sur la tendance a dimériser de 1’Ag-A, nous avons réalisé
des analyses en MS natives pour suivre |’état d’oligomérisation en fonction de sa
concentration (figure 28).
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Figure 28. Suivi de 1’état d’oligomérisation de I’antigéne-A en fonction de sa concentration, par MS native.
L’échantillon est infusé a 5 (a), 10 (b), 20 (c) et 40 uM (d) en conditions natives (AcONH, 150 mM, pH 7.5) sur
le Synapt G2 HDMS (V¢ : 120 V, Trap et Transfer CE : 4 et 0 V, Pi : 6 mbar).
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Cette expérience permet bien de mettre en évidence la prédisposition de cet Ag a dimériser.
En effet plus la concentration d’Ag-A est importante plus la proportion de dimere augmente.
Toutefois, cette observation est en accord avec les données cristallographiques qui décrivent

deux molécules d’Ag-A s’associant au travers d’interactions ioniques et hydrophobes.

4.1.1.2.Analyse du Fab(mAbl)

Concernant le Fab(mAbl) (figure 29 a et b), il est bien détecté a la masse attendue sous une
forme monomérique a 48486 + 1 Da. Toutefois, une espéce a 48369 + 1 Da est aussi détectée,
celle-ci correspondant a un fragment avec un site de coupure localis¢ deux acides aminés en

amont.

4.1.1.3.Analyse du Fab (mAb2)

Au sujet du Fab(mAb2), il est caractérisé sous une forme monomérique mais hétérogéne
(figure 29 ¢ et d). Nous remarquons la présence de quatre especes faisant références a
différents sites de coupures de 1’enzyme. Deux especes se retrouvent ici majoritaires avec des

masses de 46469 + 1 Da et 47233 + 1 Da.

4.1.1.4.Analyse du Fab(mAb3)

Pour ce qui est du Fab(mAb3), 1a aussi il est caractéris€¢ sous une forme monomérique et
hétérogene (figure 29 e et f). Cependant, une espece caractérisée a 48797 £ 1 Da est ici
largement majoritaire. Les séquences des mAbs 2 et 3 n’étant pas accessibles dans les bases
de données, il n’est pas possible de déterminer quels acides aminés sont clivés, par une simple

analyse MS.
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Figure 29. Caractérisation des fragments Fabs en conditions dénaturantes et natives. Les Fabs (mAb1), (mAb2),
et (mAb3) sont infusés a 2uM (H,O/ACN/HCOOH : 50/50/1) (Vc: 40 V, Pi: 2.1 mbar) en conditions
dénaturantes (respectivement a, c, et e), et a 5 uM (AcONH, 150 mM, pH 7.5) (Vc: 120 V, Trap et Transfer

CE : 10 et 30 V, Pi : 6 mbar) en conditions natives (respectivement b, d et f).
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4.1.2. Analyse des complexes Fab/Ag

Dans le but de déterminer les steechiométries d’interaction, des expériences de titrage sont
réalisées. Une concentration fixe en Fab (5 uM) est mise en présence de concentrations

croissantes en Ag-A, puis les mélanges sont analysés par MS native.

4.1.2.1.Complexe Fab(mAb1)/Ag-A

L’addition de I’Ag-A en large exces au Fab(mAb1) conduit a la formation d’especes de plus
hauts rapports m/z (figure 30a et b). Avec I’augmentation de la concentration en Ag-A, nous
observons des changements dans 1’état d’oligomérisation de 1’Ag, mais aussi la formation de
composés avec des masses de 73033 + 1 Da and 97584 + 4 Da correspondant a des complexes
Fab:Ag avec des stoechiométries respectives de 1:1 et 1:2 (tableau 5). Aucune espece faisant
référence au Fab seul ou a des complexes d’ordres supérieurs n’a été observée, reflétant bien
qu’un Fab(mAbl) est capable de fixer une ou deux molécules d’Ag-A, c’est-a-dire au
maximum un dimeére d’Ag-A ; ce qui est en accord avec ce qui a été observé sur la forme

entiere de ’anticorps (figure 26).
4.1.2.2.Complexe Fab(mAb2)/Ag-A

Concernant le Fab(mAb2), I’ajout d’Ag-A en large excés (6 équivalents) méne a la formation
de plusieurs complexes non-covalents (figure 30c et d) faisant références a des steechiométries
d’interaction Fab:Ag de 1:1 et 1:2 avec des masses respectives de 71778 + 5 Da and 96358 +
10 Da (tableau 5). La aussi, méme en large exceés d’Ag-A, aucune espece correspondant a
complexes avec des steechiométries supérieures n’est observée, traduisant une capacité de ce

Fab a lier au maximum un dimere d’Ag-A.

4.1.2.3.Complexe Fab(mAb3)/Ag-A

Dans le cas d’ajout de I’Ag-A en forte concentration (6 €quivalents) au Fab(mAb3), un seul
composé faisant référence a un complexe Fab:Ag est détecté (figure 30e et f). Malgré la
présence majoritaire de dimere d’Ag-A et une désolvatation des ions non optimale, une
espece a 73311 + 1 Da a été caractérisée correspondant a un complexe Fab:Ag avec une
steechiométrie de 1:1 (tableau 5). Cette observation montre le caractére particulier de ce Fab

comparé au deux précédents, dans le sens ou il ne peut lier qu’un seul monomere d’Ag-A.
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Figure 30. Titrations des fragments Fabs par ’antigéne-A. Les Fabs (mAbl), (mAb2), et (mAb3) sont analysés a
5 uM, seuls (respectivement a, ¢ et e¢) et en large excés d’Ag-A (respectivement b, d et f) par MS native

(AcONH, 150mM, pH 7.5) sur le Synapt G2 HDMS (Vc : 120 V, Trap et Transfer CE : 10 et 30 V, Pi : 6 mbar).
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Tableau 5. Masses moléculaires mesurées lors des titrations des Fabs par I’antigéne-A.

Si nous observons des steechiométries d’interaction bien distinctes entre les Fabs(mAbl et
mAb2) et le Fab(mAb3), il n’en demeure pas moins qu’une différence de comportement est

aussi observée pour les deux premiers. En effet, si le nombre de molécules d’Ag-A fixée est le
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méme, les proportions des especes Fab:Ag 1:1 et 1:2 diffeérent (figure 31). A partir des
intensités de chaque espece observée (complexes 1:1 et 1:2), la proportion de ces derniers a
¢été établie, et il en ressort que le Fab(mAbl) semble présenter une affinité supérieure pour
I’Ag-A comparée au Fab(mAb2). Ces différences observées pour ces trois Fabs, en terme de
steechiométries d’interaction et/ou d’affinité relative pour 1’Ag-A, montrent bien le caractére
spécifique de la formation de ces complexes et pourraient étre expliquée par des sites de

fixation a I’Ag différents.
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Figure 31. Steechiométries d’interactions Fab:Ag en large excés d’Ag-A. Les proportions de Fab:Ag 1:1 et 1:2

sont représentés respectivement en bleu et rouge, avec le pourcentage associé¢ a chaque composé.

Ces différentes expériences de MS natives, nous ont permis ici de caractériser les trois

complexes Fab/Ag, et de montrer que :

- Les mAbs 1 et 2 fixent un ou deux Ag-A, alors que le mAb3 est en capacité d’en fixer
qu’un seul.

- L’affinité de I’Ag-A est supérieure pour le mAbl que pour le mAb2.

4.2. Détermination des épitopes

Afin d’apporter un élément d’explication aux observations faites en MS native et d’aller plus
loin dans la caractérisation structurale de ces composés, nous avons entrepris des expériences
d’HDX-MS. L’objectif étant ici de déterminer les épitopes mais aussi de démontrer I’apport
de cette approche avec un minimum de préparation d’échantillon par rapport aux techniques
classiquement utilisées dans ce cas, nous avons choisi de travailler sur les formes entiéres des

trois mAbs.
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4.2.1. Optimisation de la couverture de séquence de I’antigene-A

Avant de réaliser les comparatifs d’incorporation en deutérium entre Ag seul et complexe
mADb/Ag, nous avons pris soin d’obtenir la couverture de séquence de I’Ag-A la plus compléete
possible. Nos optimisations se sont portées ici sur la nature du tampon de « quench », pour
100 pmoles de matériel injecté et une durée de « quench » de 30 secondes. Pour cela, nous

avons évalué le taux de recouvrement obtenu pour trois tampons (figure 32 et tableau 6) :

- 100 mM phosphate, pH 2.4
- 100 mM phosphate, 2 M GndHCI, 0.1 mM TCEP, pH 2.4
- 100 mM phosphate, 2 M GndHCI, 100 mM TCEP, pH 2.4
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Figure 32. Optimisation la couverture de séquence de I’antigene-A pour une quantité injectée de 100 pmoles. Les
peptides identifiés pour un tampon de quench sans agent dénaturant ni réducteur, avec 2 M GdnHCIl 0.1 mM

TCEP, puis 2 M GdnHCI 100 mM TCEP sont respectivement représentés en bleu, rouge et vert.
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Tableau 6. Taux de couverture de séquence et indice de redondance associés a la figure 32.

Nous pouvons remarquer ici I’influence de la présence et la concentration en agent dénaturant
et réducteur. Ainsi, avec une dénaturation juste par ajout d’une solution acide, la couverture
est de 80%. Si la couverture de séquence n’est que trés légerement augmentée (82%) avec
I’ajout de GndHCI (2 M) et TCEP (0.1 mM)), elle passe a plus de 90% avec 1’augmentation de
la concentration de TCEP (100mM). L’augmentation de la concentration en agent réducteur
doit ici prévenir les phénomenes d’oxydation et de formation de ponts disulfures. Apres
optimisation de ce tampon, le taux de recouvrement est ici largement satisfaisant puisqu’il

dépasse les 90% avec un indice de redondance de 2.7.

4.2.2. Les analyses comparatives

Pour ce qui est des peptides analysés au cours du marquage différentiel, ils sont au nombre de
42 (représentant les 92% de couverture) sauf dans le cas de I’interaction avec le mAb2 ou la
région 40-59 de I’Ag-A ne peut étre suivie. Les différentiels d’incorporation relatifs entre
I’état libre de I’Ag-A et 1’état complexé sont présentés pour tous les temps d’exposition au
solvant deutéré (figure 33). Les différentiels relatifs caractérisés a 60 minutes d’exposition

sont ensuite transposés directement sur la structure cristallographique de I’Ag-A (figure 34).
4.2.2.1.Ag-A vs. Ag-A/mAbl

La liaison du mAbl semble affecter majoritairement deux zones, la 1-24 et la 59-70, qui
présentent des taux d’incorporation réduits dans I’état complexé (figures 33a, 34a et b). Les
autres régions de I’Ag-A n’apparaissent pas réellement impactées par la liaison du mAbl.
D’un point de vue structural, les zones 1-24 et 59-70 sont spatialement trés proches. En effet
elles se trouvent sur la méme face du domaine N-ter de I’Ag, ce qui pourrait suggérer ici un

¢épitope conformationnel.
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4.2.2.2.Ag-A vs. Ag-A/mAb2

L’interaction du mAb2 induit de plus nombreux changements d’incorporation en deutérium
(figures 33b, 34c et d). En effet deux régions ont un taux de deutération réduit dans leur état
complexé. C’est le cas de la région N-ter 1-24 pour laquelle le différentiel augmente au cours
du temps de marquage, mais aussi la zone 187-200 qui apparait plus marquée (figures 33b et
34 d). Notons ici que la différence d’incorporation pour la zone 1-24 est moins importante que
dans le cas du mAbl, ceci pouvant étre dii a une affinit¢ moins bonne du mAb2 pour I’Ag-A.
Cependant deux autres régions apparaissent impactées par la liaison du mAb2, localisées entre
les acides aminés 101-118 et 163-171. Celles-ci présentent des taux d’échange supérieur, se
traduisant par une exposition accrue de ces zones au solvant deutéré en raison d’un

réarrangement conformationnel.
4.2.2.3.Ag-A vs. Ag-A/mAb3

Concernant le mAb3, son interaction avec I’Ag-A induit une seule réduction du taux de
deutération, localisée dans la zone 85-94. La résolution de cette derniére a pu étre améliorée
grace a la redondance peptique générée (figure 34f). Cette région se situe dans le domaine N-
ter sur la face opposée a la zone 1-24 mise en évidence pour le mAbl et mAb2 (figure 34e).
Toutefois, la fixation du mAb3 induit aussi des changements conformationnels associés a des
régions qui deviendraient plus exposées a la surface de la protéine comme c’est le cas pour les

zones 34-38, 66-70 et 142-147 (figures 33c et 34e).
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Figure 33. Différentiels relatifs d’incorporation en deutérium entre 1’¢tat libre de I’antigéne-A et I’état complexé
Ag-A / mAbl (a), Ag-A/ mAb2 (b) et Ag-A / mAb3 (c).
Le code couleur pour le différentiel relatif d’incorporation est indiquée en bas a gauche (les couleurs froides

correspondent a des zones qui intégrent plus de deutérium dans I'état complexé et deviennent ainsi plus exposées
au tampon deutéré; tandis que les couleurs chaudes sont associées a des zones qui intégrent moins de deutérium

dans 1'état complexé et sont donc a 1'abri du tampon de marquage).
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Figure 34. Différentiels relatifs d’incorporation en deutérium a 60 minutes d’exposition représentés sur la
structure cristallographique de I’Ag-A (les palettes de couleurs appliquées en figure 19a, 19b and 19¢ sont
respectivement les mémes en 20a, 20c and 20e). Pour le panel du bas, les graphiques représentent le taux
d’incorporation relative en deutérium pour des peptides d’intérét de 1’Ag-A dans leur état libre (droites rouges)

et complexé au mAbl (b), mAb2 (d) et mAb3 (f) (droites bleues) en fonction du temps d’exposition.
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4.2.2.4.Discussion autour des résultats HDX-MS

Des ¢épitopes potentiels ont été déterminés pours les trois mAbs (figure 35a). Concernant le
mAbl et le mAb2, ces derniers partagent une zone commune localisée sur le fragment N-ter
1-24 de I’Ag. Cependant des disparités en termes de différence d’incorporation sont notées,
montrant déja une nuance de comportement subtile entre ces deux mAbs. Toutefois, ces mAbs
présentent une deuxieme région bien distincte I’'une de 1’autre. La région 59-70 pour le mAb1

est aussi mise en ¢vidence par HDX-MS.

De maniére orthogonale, des expériences d’excision d’épitope ont €té menées par nos
collaborateurs, qui ont permis de mettre en évidence la région 1-12 de I’Ag-A. Ces
observations participent a valider les résultats générés en HDX-MS, et & montrer I’apport de
cette technique comparé a la protéolyse ménagée notamment dans le cas d’épitope

conformationnel.

Concernant le mAb2, la zone 188-200 a aussi ¢té mise en évidence. Toutefois, une étude
fonctionnelle a permis de mettre en évidence que les voies de signalisation cellulaires
pouvaient étre bloquées par les peptides synthétiques 1-23 et 70-82. Si le premier correspond
a une zone mise en évidence par HDX-MS, ce n’est pas le cas du deuxieme. La zone 188-200
pourraient alors étre identifiée, en conséquence d’un changement conformationnel induisant

une diminution de 1’accessibilité au solvant deutéré.

Concernant le mAb3, ce dernier présente un épitope potentiel linéaire dans la zone 85-94, ce
qui fait totalement sens avec les expériences de Phage Display, déterminant une zone
composée des acides aminés 84 a 96. Un autre argument est tiré de la structure
cristallographique méme de I’Ag-A (figure 35b), sur laquelle nous pouvons visualiser que
I’épitope du mAb3 est situé a l’interface de dimérisation de ’Ag. La fixation du mAb3
inhiberait donc la dimérisation de I’Ag-A, ceci étant vérifié avec la steechiométrie
d’interaction déterminée par MS native. Les épitopes potentiels des mAb1 et mAb2 se situant
hors de cette zone de dimérisation, cela expliquerait aussi les steechiométries d’interaction

observées pour ces mAbs en MS native.
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Figure 35. Représentation de surface des trois épitopes potentiels pour chaque mAb mis en évidence par HDX-
MS. Sur le panel (a) sont superposés les trois épitopes, ou la zone bleue est région commune aux épitopes du
mADbI et mAb2, la zone cyan est spécifique au mAbl, la zone violette est propre au mAb2 et la surface rouge et
exclusive au mAb3. Le panel (b) représente les 3 épitopes sur la structure dimérique de 1’Ag-A. Cette vue permet

notamment de mettre en évidence la localisation de I’épitope du mAb3, situé a I’interface de dimérisation.

5. Conclusions

Les approches combinées de MS native et HDX-MS montrent ici tout leur intérét pour la
caractérisation de complexes mAb/Ag. Si les expériences de MS native ont permis de
déterminer des stecechiométries d’interaction sans ambiguité, les données de HDX-MS ont
permis de les expliquer. Concernant 1’approche HDX-MS, nous avons pu montrer son apport
quand les techniques bio-structurales les plus résolutives comme la RMN ou la
cristallographie ne permettent pas de caractériser ce type de complexe. L’approche échange
H/D étant une technique comparative indirecte, il serait confortable de valider les résultats
obtenus par d’autres méthodes utilisant des mutants des régions mises en évidence. Toutefois,
les résultats générés ont permis de montrer I’intérét grandissant de cette approche en

comparaison a des techniques de caractérisation d’épitope plus empiriques.
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6. Valorisation

Ces travaux ont fait I’objet des communications suivantes :

Publication :

Guillaume Terral, Thierry Champion, Frangois Debaene, Elsa Wagner-Rousset, Alain Beck,

Sarah Cianférani. « A combination of biophysical and mass spectrometry-based approaches to

decipher mAb/antigen complexes with different binding stoichiometries ». mAbs, soumis.

Communication orale :

Guillaume Terral, Alain Van Dorsselaer, Sarah Cianférani. « Caractérisation structurale de

complexes protéiques non covalents par Echanges Hydrogene/Deutérium couplés a la
spectrométrie de masse ». XIX® rencontres du Club Jeune de la Société Frangaise de

Spectrométrie de Masse, Mars 2014 Dieppe, France.

Communication par affiche :

Guillaume Terral, Francois Debaene, Julien Marcoux, Amandine Bceuf, Elsa Wagner-
Rousset, Nathalie Corvaia, Alain Van Dorsselaer, Alain Beck, Sarah Cianférani. « Native MS
and IM-MS characterization of lysine- and cysteine-linked antibody drug conjugates (ADC)
». Congres Francais de Spectrométrie de Masse et d’Analyse Protéomique, Septembre 2015,

Ajaccio, France.
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Conclusion de cette partie

Le travail présenté dans cette partie a été centré sur le développement de méthodologies pour
la caractérisation d’anticorps thérapeutiques et de complexes immuns qui leur sont associés.
L’apparition d’une nouvelle génération d’anticorps, dits conjugués, a nécessité le
développement de nouvelles approches pour faire face a 1’hétérogénéité croissante de ces
composés. La détermination des zones d’interaction d’un anticorps au niveau de sa cible
constitue une autre problématique, dans le sens ou les techniques biophysiques a haute
résolution ne permettent pas de caractériser ce type de composés, et que les techniques
jusqu’alors utilisées sont chronophages et/ou peu résolutives.

Dans ce contexte, deux objectifs principaux ont été établis :

- Evaluer I’apport de la MS native a haute résolution pour la caractérisation détaillée

d’ADC.

- Développer des stratégies analytiques alternatives pour la détermination d’épitopes.

» L’évaluation de la MS native a haute résolution a été réalisée a travers la comparaison d’un
instrument de derniere génération (Orbitrap Exactive Plus EMR) avec un instrument a
résolution intermédiaire (Q-TOF Synapt G2 HDMS). Les deux ADCs aujourd’hui
commercialisés ont constitués les analytes de référence.

Cette approche comparative a notamment permis de montrer 1’intérét de la MS native a
haute résolution pour 1’analyse d’ADCs non-covalents, mais aussi covalents. La capacité
de désolvatation de I’Exactive Plus EMR couplé a une résolution accrue de 1’analyseur
permettent de caractériser les profils de distribution Dn, les DARs moyens et les masses
des composés avec grande précision (< 40 ppm pour le brentuximab vedotin, et < 10 ppm
pour le trastuzumab emtansine). Néanmoins une attention particuliére doit étre apportée au
moment du retraitement, de mani¢re a ne pas discriminer des espéces qui pourraient

apparaitre dans les plus bas rapports m/z.

Si les instruments de type Orbitrap accédent a des précisions de mesure de masse
considérables, les instruments de type Q-TOF ne sont pas encore totalement dénués d’intérét.
En effet, leur transmission homogene sur une plus large gamme de masse est avérée. De plus,
une optimisation instrumentale rigoureuse, associée a des optimisations expérimentales
(réduction de charge dans le cas du TDM1) permettent aussi de caractériser les « quality

attributes » d’un ADC (proportion Dn et DAR moyen).
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» L’étude a large échelle de trois anticorps ayant la capacité de se lier a un antigéne
commun, a permis de démontrer I’intérét de combiner la MS native et ’HDX-MS pour une
caractérisation structurale détaillée. Alors que la MS native a déterminé les stoechiométries

d’interaction différentielles, la détermination des épitopes a permis de les expliquer.

La stratégie analytique ici mise en place, illustre le potentiel de I'HDX-MS pour la
détermination d’épitopes, et notamment les épitopes conformationnels. Cette approche, peu
consommatrice d’échantillon, permet de les caractériser dans une gamme de temps restreinte
(quelques jours) avec une bonne résolution (de I’ordre du peptide dans nos conditions ; au
niveau de I’acide aminé avec une fragmentation ETD). S’il convient de confirmer les résultats
par des approches orthogonales (Ala-scan, ...), cette méthode se présente comme une

alternative au phage display, protéolyse ménagée ou excision d’épitope.

En conclusion, I’ensemble de ces développements méthodologiques ouvrent des perspectives
intéressantes pour 1’industrie pharmaceutique, et notamment la caractérisation d’agent
thérapeutique de complexité croissante, et la détermination d’épitopes de facon plus rapide et

résolutive.
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Partie 4- MS structurale pour la caractérisation de

snoRNPs a boite C/D

Cette dernicre partie est centrée sur la caractérisation structurale de sous-complexes impliqués
dans la machinerie d’assemblage des snoRNPs a boite C/D. Dans un premier temps, une
introduction permettra de décrire les fonctions de ces complexes macromoléculaires, ainsi que
les enjeux analytiques liés a leur caractérisation. Le premier chapitre sera constitué¢ de
I’analyse du complexe RPAP3/Hsp par MS native. Enfin le deuxi¢éme chapitre sera consacré a
I’analyse d’un deuxiéme sous-complexe nommée Becdlp/Rtt106p, par des approches

combinées de MS structurale.

Introduction : La machinerie d’assemblage des snoRNPs a boite C/D.

Chapitre 1 : MS native pour ’analyse du complexe RPAP3/Hsp.

Chapitre 2 : Combinaison d’approches de MS structurale pour la caractérisation du

complexe Bed1p/Rtt106p.
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Introduction : La machinerie d’assemblage des snoRNPs a boite
C/D.

Le ribosome est un assemblage ribonucléoprotéique qui a pour fonction principale de
synthétiser les protéines d’un organisme, de par la traduction d’ARN messager (ARNm).
D’un point de vue structural, les ribosomes sont constitué¢s d’une petite sous unité¢ 40S qui
porte ce role de traduction de I’information génétique, et une grande sous unité 60S qui est
responsable de I’assemblage des acides aminés constitutifs de la protéine en cours de synthése

(figure 1).
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Figure 1. Représentation schématique de la traduction d’ARNm en protéine via I’action du ribosome (adapté a

partir de [1].

Durant la biogénese des ribosomes, c’est-a-dire au cours de leur propre assemblage, deux
types de complexes ribonucléoprotéiques associés aux petits ARNs nucléolaires (snoRNPs)
catalysent les modifications des preARN ribosomiques [2], en amont de la formation des
sous-unités ribosomales.
Une premicere famille est constituée des snoRNPs a boite H/ACA, qui sont responsables
de la pseudouridylation (figure 2a). Cette modifications entraine une isomérisation du
cycle pyrimidine d’une uridine, lui permettant de former ainsi de nouvelles liaisons
hydrogenes, et donc de stabiliser I’ARN ribosomique (ARNT).
La seconde famille est formée des snoRNPs a boite C/D, qui catalysent la 2’-O-
méthylation des ARNr substrats (figure 2b). La méthylation de la position 2’ du ribose
confére une résistance a I’hydrolyse de cet ARNr vis-a-vis des ribonucléases, et participe

donc a la stabilité de ce dernier.
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Figure 2. Modifications post-transcriptionnelles des ARNr : la pseudouridylation catalysée par les snoRNPs a

boite H/ACA (a), et la 2’-O-méthylation des riboses catalysée par les snoRNPs a boite C/D.

Ces modifications ont une importance au niveau structural, avec notamment la stabilisation de
I’ARNTr, et de surcroit au niveau fonctionnel. Des mutations génétiques peuvent entrainer des
dérégulations de ces mécanismes de modifications pos-transcriptionnelles, et mener a de
nombreuses pathologies comme l'anémie de Blackfan-Diamond (non production de globules
rouges), ou le syndrome de Shwachman-Diamond (insuffisance pancréatique). Ces diftérentes
maladies affectant la biogéneése du ribosome sont regroupées sous le terme de

ribosomopathies [3].

1. Les snoARNSs a boite C/D

Les snoARNs a boite C/D sont caractérisés par la présence de motifs consensus appelés

« boites », s’appariant deux a deux, pour former les boites C/D et C’D’ (figure 3).
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Figure 3. Représentation schématique des snoARNSs a boite C/D (adaptée a partir de [4]).

Le motif C/D est constitué d’une boite C située quelques nucléotides apreés I’extrémité 5’
définie par la séquence 5’-RUGAUGA-3" (R = purine), et d’une boite D formée de la

séquence 5’-CUGA-3’ se situant quelques nucléotides avant I’extrémité 3’. Le motif C/D se
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structure de maniere particuliere, dit en « K-turn ». Cette structure secondaire est caractérisée
par un double brin adoptant une forme coudée a environ 60°. Le motif C’/D’ adopte quant a
lui une forme boucle. Il est important aussi de souligner la présence de deux régions guides au
niveau de I’ARN, composées de dix a vingt nucléotides localisés en amont des motifs D et D’.

Ces régions s’apparient a I’ARN substrat en vue de réaliser la 2°-O-méthylation des riboses.

2. Les protéines associées aux snoRNPs

De maniere a former des particules fonctionnelles, les snoARNs doivent s’associer a plusieurs
composants protéiques. Les protéines de la famille L7Ae constituent avec le snoARN, 1’unité
de base pour la formation du snoRNP a boite C/D (figure 4). Au niveau de ces protéines, nous
retrouverons Snul3p chez la levure et 15.5K chez I’Homme. L’activité catalytique est quant a
elle portée par la 2’-O-méthylase Noplp chez la levure, et la Fibrillarine (FBL) chez
I’Homme. Cette protéine est responsable du transfert d’'un groupement méthyle, réalis¢ a
partir d’un donneur S-Adénosyl-Méthionine (SAM) [5]. Les protéines Nop56p et Nop58p
sont les derniers constituants du snoRNP a boite C/D. Alors que la protéine Nop56p serait
impliquée dans le maintien du snoRNP sous une forme active, le complexe Nop58p-Nop56p-

FBL participerait directement a la méthylation de I’ARN substrat [5].

) 3
#noRNF 8 bolta /D

Figure 4. Représentation schématique des partenaires protéiques des snoRNPs a boite C/D classiques (adaptée a

partir de [6]).
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3. La biogéneése des snoRNPs a boites C/D

La biogénese des snoRNP a boite C/D repose sur des processus d’association complexes,

entre de nombreux partenaires protéiques (figure 5).

Complese RZTP

#—=  BE3IciETor iderhhes paressal routls mbads
-------- BzscIEt arderhhes par 1A s
—— Pt b e Tkl TR TR

Figure 5. Représentation schématique du réseau d’interaction entre les constituants du snoRNP a boite C/D et
d’autres sous-complexes impliqués dans sa biogénése. Les protéines notées en minuscules et en majuscules font

respectivement références aux protéines retrouvées chez la levure et chez ’'Homme.

Parmi les différents candidats potentiels impliqués dans 1’assemblage des particules, figurent :

- le complexe R2TP, qui posséde notamment un rdle primordial au niveau du repliement
protéique, ainsi qu’a I’activité ATPase [7, 8].

- la protéine Rsalp/NUFIP, ayant un rdle essentiel pour la croissance cellulaire. Son
absence affecte négativement les voies de maturation des différents ARNr [9].

- la protéine Bedlp/hBCDI1. Cette derniere a ¢€té identifiée lors d’un large criblage de
mutants de levures, associés a des défauts de maturation de certains ARNs [10]. Si
actuellement le role précis de cette protéine n’est pas ¢lucidé, son absence conduit a une

chute du taux des snoARNSs a boite C/D, et a la mort cellulaire [10, 11].
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4. Les défis analytiques

La caractérisation de I’ensemble des protéines impliquées dans les différents états transitoires
est nécessaire pour 1’explication des mécanismes cellulaires conduisant a la formation de
particules fonctionnelles.

Dans ce contexte, les techniques biophysiques de caractérisation les plus résolutives sont
généralement utilisées. Ainsi une partie des protéines impliquées dans la machinerie
d’assemblage a pu étre analysée a 1’échelle atomique. C’est notamment le cas de Snul3p [12],
de Rvblp [13] qui ont été caractérisés par cristallographie. Les structures d’autres fragments
protéiques seuls ou impliqués dans une interaction ont aussi été ¢lucidées comme le domaine
C-ter de Tahl1p en interaction avec Pihlp [14] (RMN), ou Tahlp associée au motif peptidique
de liaison de HSP90 [15] (cristallographie).

Si la caractérisation des partenaires individuels est essentielle, la résolution des complexes
sous leur forme la plus étendue possible est préférable, non seulement pour déterminer les
domaines d’interactions, mais aussi pour caractériser d’éventuels changements
conformationnels. A ce niveau, la RMN est limitée par la taille des complexes analysables, et
la cristallographie se heurte a des protéines réfractaires a la cristallisation et/ou des zones trop
dynamiques pour étre résolues. Dans ce contexte, la spectrométrie de masse structurale se
présente comme une alternative de choix [16-18]. Les différentes techniques de MS
structurale (cf. partie 1) prises individuellement, ne permettent au mieux que d’atteindre une
résolution intermédiaire, toutefois la combinaison des différents résultats permet de
caractériser des systémes a un niveau pseudo-atomique, au travers de modélisations
structurales [17, 19]. Récemment de nouvelles plateformes bio-informatiques ont été
développées [20-22], de maniére a transposer les résultats expérimentaux (stcechiométrie
d’interaction, domaines de liaison, CCS, ...) en contraintes spatiales, afin de proposer des
modeles structuraux des complexes analysés. Le processus d’intégration des données
expérimentales pour la modélisation de structure est décrit dans la figure 6. Ce type
d’approche nécessite 'utilisation de « briques élémentaires » représentées par les structures
des sous-unités individuelles [17, 19]. Si les structures hautes résolutions sont
préférentiellement utilisées comme ¢€lément de base, il est aussi possible en cas
d’indisponibilité, d’assimiler un élément individuel a une forme géométrique simple (sphere).
Cette derniére est générée a partir de données de plus basses résolutions [23-25]. Toutefois, la
relevance des modéles structuraux générés dépend notamment de la résolution des sous-unités

de base, mais aussi de la nature des techniques de MS structurale et de leur combinaison [19].
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Ainsi, les données expérimentales obtenues au niveau des especes individuelles, sous-
complexes et complexe entier sont transposées en contraintes spatiales, et guideront
I’assemblage in silico des différentes structures individuelles [17, 19, 25, 26]. Dé¢s lors, un
premier ensemble de modeles sont générés, et un score leur est attribué en fonction de leur
adéquation avec les contraintes spatiales préalablement établies. Les modeles les plus
satisfaisants sont alors sélectionnés pour une derniére étape, consistant a les perfectionner par
des approches de dynamique moléculaire et de minimisation énergétique [19]. Ce type
d’approche intégrative a notamment permis de proposer des modeles structuraux pour des
complexes biologiques comme I’ADN polymérase III [27], la protéine transmembranaire

OmpA [28] ,ou encore le complexe initiateur de la traduction elF3:elF5 [29].
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Figure 6. Processus d’intégration de données de MS structurale pour la proposition de modéles structuraux
(adapté a partir de [19]). Cette approche est basée sur ’utilisation de la plateforme « Integrative Modeling

Platform » [22].
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5. Objectifs généraux des travaux

Avec pour objectif d’apporter des éléments nouveaux dans la caractérisation des complexes
protéiques formés de facon transitoire durant la biogénése des snoRNP a boite C/D, une large
collaboration a ¢été entreprise entre le LSMBO et les équipes de biologie structurale du Pr.
Charpentier et Dr. Manival (IMoPA, Nancy), et du Dr. Meyer (IBPC, Paris).

Notre travail s’est ici focalisé sur deux sous-complexes, pour lesquels les données structurales
a haute résolution n’étaient que partielles voire totalement manquantes. Dans ce contexte,
nous avons mis en place différentes stratégies analytiques, visant a utiliser ou combiner des

techniques de MS structurale, de maniére a :

= Caractériser les sous-complexes formés entre la protéine RPAP3 et les
protéines Hsp70 ou Hsp90. Des informations hautes résolutions sont disponibles
pour des fragments de complexe. Toutefois les affinités, et les stoechiométries

d’interaction des partenaires entiers doivent étre confirmées.
= Caractériser le sous-complexe Bcdlp/Rtt106p. L’association de ces deux

protéines a été mise en évidence trés récemment par essai double hybride, toutefois

le complexe est totalement réfractaire a la cristallisation.
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Chapitre 1 : MS native pour ’analyse du complexe RPAP3/Hsp.

1. Contexte biologique

Le complexe R2TP se trouve étre un élément essentiel dans différents processus cellulaires
comme I’assemblage de I’ARN pol II, I’induction d’apoptose, les voies de signalisation des
protéines kinases ou encore la biogénése des snoRNPs a boite C/D [7]. Sa fonction biologique
est directement reliée a son interaction avec la chaperonne Hsp90, et se comporte alors
comme un cochaperon d’Hsp90 [30]. Si chez la levure, la protéine Tahlp est responsable du
recrutement d’Hsp90, chez le métazoaire c’est la protéine Spagh ou RPAP3 qui possede ce
role. Dans les deux cas, ce sont les domaines TPRs (« tetratricopeptdide repeat ») de
Tah1p/RPAP3 qui se lient a un domaine C-ter MEEVD conservé de Hsp90. Toutefois, a la
différence du systéme levure, la protéine RPAP3 posséde deux domaines TPRs (figure 7),
I’existence de ces deux domaines restant encore inexpliquée. Il est a noter qu’une partie
domaine conservé de Hsp90 (EEVD) est aussi retrouvée chez Hsp70, et tout comme Hsp90,
cette protéine chaperonne posséde une activité ATPase (responsable de la phosphorylation de
protéines). Si des tests d’activité ont permis de montrer I’implication de RPAP3 ou Pih1D1
dans I’activation ou la régulation de 1’activit¢ ATPase, les processus d’assemblages des
différents partenaires demeurent encore hypothétiques [7].

105 e nd qion a3

TFR1 TPR2

Figure 7. Représentation schématique de RPAP3 (chez la levure, Tahlp ne posséde pas le TPR1).

Dans ce contexte une caractérisation structurale a large échelle a été entreprise, de manicre a
renseigner 1’agencement de ces différents partenaires. Si les structures des domaines
individuels TPR1 et TPR2 en interaction avec un peptide d’Hsp90 (SRMEEVD) ont été
résolues [7], aucune donnée haute résolution n’est disponible avec un peptide de Hsp70, ou
sur les protéines entieres. Ainsi, une étude structurale par RMN réalisée par nos collaborateurs
a été initiée de maniere a vérifier si les deux domaines TPRs étaient en mesure de fixer deux
variants de Hsp90 (a et B) et Hsp70, ou si chaque domaine était spécifique a une Hsp. Dans
un premier temps, les expériences RMN ont permis de déterminer les structures des TPRs
individuels en interaction avec les peptides Hsp90 et Hsp70. Les résultats ont alors montré

que les différents domaines TPRs étaient en mesure de fixer les peptides Hsp90 ou Hsp70.
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Toutefois, le TPR1 présente une meilleure affinité pour le peptide Hsp70 (~ 60 uM envers ~
100 et 130 uM pour les peptides Hsp90a et ), alors que le TPR2 présente une bien meilleure
affinit¢ pour les peptides Hsp90s (~ 5 uM envers ~ 50 uM pour le peptide Hsp70).
Cependant, cette approche n’a pas permis de caractériser le complexe a grande échelle, c’est-

a-dire la protéine RPAP3 avec les Hsp enticres.

2. Objectifs

Dans ce contexte nous avons développé des méthodes de MS native pour compléter la
caractérisation structurale de 1’assemblage des protéines RPAP3, Hsp70 et 90. Ces analyses

avaient pour objectifs de :

- Vérifier les tendances des constantes de dissociation (Kd) observées sur les TPRs
individuels avec les trois peptides Hsp70 (SGPTIEEVD), Hsp90a (DTSRMEEVD) et
Hsp90p (DASRMEEVD).

- Apporter un complément d’information sur les affinités, entre le tandem RPAP3
(forme regroupant les deux domaines TPRs) et les trois peptides, en réalisant des

compétitions directes et indirectes.

- Déterminer les steechiométries d’interaction entre les formes entiéres de RPAP3 et

des protéines Hsp70 et 90.
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3. Résultats

3.1. Détermination des constantes de dissociation des TPRs individuels avec les 3

peptides par MS native

Afin de vérifier les valeurs de Kd déterminées par RMN entre les TPRs individuels de RPAP3
et les trois peptides Hsp70, Hsp90a et P, nous avons développé¢ des méthodes MS en
conditions natives. Cette approche a été décrite dans la littérature, notamment sur des
systemes protéines-ligands [31-33]. Ainsi, nous avons réalisé des expériences de titrages avec
les trois peptides sur les deux domaines TPRs individuellement. Pour ce faire, une
concentration fixe en TPR est incubée avec une concentration croissante en peptide. Dans
chaque condition, les intensités des états de charge principaux des différentes espéces
(protéine libre et protéine + peptide) sont relevées (ces analyses sont faites en triplicats). A
partir de ces données, des graphiques peuvent étre construits, représentant 1’intensité du
complexe protéine-ligand en fonction de la concentration totale en ligand. Dés lors
I’ajustement d’un modele mathématique aux données expérimentales, permet de déterminer la

constante d’association [34] ou dissociation [35] de chaque complexe.
Ainsi, pour un équilibre de formation du complexe : P+ L <—2PL,

La constante de dissociation Kd est définie par I’équation suivante (1) :

_ [PIIL]
Kd =22 (1)

ou [P] est la concentration en protéine libre, [L] la concentration en ligand libre, et [PL] la

concentration du complexe protéine-ligand.

La concentration molaire totale en protéine [P]y est la somme des concentrations en protéine
libre [P] et complexée [PL] [32], soit :
[Plo =I[P]+[PL] (2)

La concentration molaire totale en ligand [L], est la somme des concentrations en ligand libre

[L] et complexé [PL], soit :
[L]o = [L]1+[PL] (3)
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En posant :

_ P
R==05 @

On peut écrire 1’équation (5) :
Kd = R[L] = R([L], — [PL]) (5)

D’ou:

R=lr _ _ —Kd+ [L]o—[Plo— /4 Kd [L]p+(Kd—[L]o+[P]o)? (6)

IpL 2[L]o

Dans 1’équation 6, les intensités /p et Ip; sont déterminées a partir des sommes des intensités
des pics de protéine libre P et du complexe PL, et les concentrations [P]y et [L]o sont connues.
Pour cette étude, nous avons relevées les intensités des états de charge 6+ et 7+ faisant
référence a I’état natif de la protéine, capable de fixer le ligand peptidique. En effet, a la vue
des spectres de masses (figure 8a et c), nous pouvons observer une partie des TPRs
individuels sous une forme dénaturée (états de charge 8+ a 18+), n’étant pas en capacité de
fixer les peptides. Pour les calculs de Kd, qui sont ici basés sur les intensités relevées sur le
spectre de masse, nous avons considéré que le facteur de réponse entre la protéine seule et
protéine-ligand est identique. En effet I’efficacité d’ionisation ou la transmission des ions peut
varier en fonction de I’analyte [36]. Toutefois, nous avons ici établi cette approximation étant
donné que la masse du ligand représente moins de 10% de la masse du complexe, et que le
profil d’états de charge reste sensiblement le méme entre la forme libre de la protéine et la

forme complexée (figure 8 b et d).
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Figure 8. Analyses des TPRs individuels seuls et en présence des peptides en conditions natives. Le TPR1 (a) et
TPR2 (b) sont infusés a 20 uM (AcONH, 150 mM, pH 7.5) sur le LCT (Waters) (Vc: 90 V, Pi: 6 mbar). Les
protéines se trouvent sous une forme native (états de charge 6+ et 7+) et sous une forme dénaturée (états de
charge 8+ a 18+). Le TPR1 et 2 sont respectivement incubés avec le peptide Hsp70 et Hsp90p a 20 uM chacun
et analysé dans les mémes conditions. Les profils d’états de charge sont sensiblement les mémes, et une espéce

correspondant au complexe TPR + peptide est identifiée pour les états de charge 6+ et 7+).

Dans le cadre de nos expériences, nous avons fixé la concentration en TPR a 20 uM, et incubé
ce dernier avec des concentrations croissantes en peptides, au moins jusqu’a cinq équivalents.
A titre représentatif une partie des titrages réalisés avec le TPR2 et le peptide Hsp90a sont

présentés en figure 9.
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Figure 9. Titrages du TPR2 par le peptide Hsp90o (DTSRMEEVD). Le TPR2 est incubé a 20 uM dans un

C

tampon AcONH, 150 mM, pH 7.5, avec des concentrations croissantes en peptide Hsp90a. Les états de charge
6+ et 7+ de la protéine seule et protéine-ligand sont présentés, aprés analyse sur un LCT (Waters) (Ve : 90 V,
Pi: 6 mbar). Les états de charge oranges notés P, et roses notés PL font respectivement référence a la protéine

(TPR2) et au complexe protéine-ligand (TPR2 + peptide Hsp90a).

Ainsi, a partir des intensités relevées sur les pics correspondant a la protéine seule et a la
protéine avec son ligand, nous avons pu construire des courbes de titrages. Le logiciel
SigmaPlot 2000 a ici été utilisé, de maniére a ajuster le modele mathématique a nos données

expérimentales et déterminer ainsi les constantes de dissociations (figure 10).
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Figure 10. Courbes de titrages des TPRs individuels par les peptides Hsp70, Hsp90a et Hsp90pB. Les TPRs sont
incubés a 20 uM dans un tampon AcONH, 150 mM, pH 7.5, avec des concentrations croissantes en peptides.
Les courbes sont construites a partir des intensités relevées sur les états de charge 6+ et 7+ de la protéine seule et

protéine-ligand, aprés analyse sur un LCT (Waters) (Vc : 90 V, Pi : 6 mbar).

Peptide Hsp70 Peptide Hsp90a Peptide HspB0p
(SGPTIEEVD) (DTSRMEEVD) (DASRMEEVD)

RMN  |MS native| RMN |MS Native| RMN  |MS Native

TPR1 RPAP3 ja3055 | 587 23+2 100+ 3 36+3 | 1284 33+3
TPR2Z RPAP3 231395 | 515 41+6 552 16+4 | 45+£25| 62

Tableau 1. Comparaison des valeurs de Kd déterminées par RMN et MS native.

Nous pouvons observer que les valeurs absolues de Kd calculées par cette approche MS
native sont différentes de celles déterminées par RMN (tableau 1). Ces différences sont en
partie dues a I’approche expérimentale différente entre les deux techniques. En effet, les
tampons utilisés ne sont pas identiques, et il ne faut pas omettre qu’en RMN les mesures sont
faites en phase liquide alors qu’en MS native nous travaillons en phase gazeuse [37].
Toutefois, nous observons les mémes tendances dans les deux approches. Si le TPR1 présente
une meilleure affinité pour le peptide Hsp70, le TPR2 a quant a lui une meilleure affinité pour

les peptides Hsp90a. et f.
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3.2. Affinités relatives du tandem RPAP3 avec les 3 peptides

Afin de vérifier les tendances précédemment observées sur les TPRs individuels et les
peptides, nous avons réalisé des expériences de titrage, compétition directe et indirecte sur le

tandem RPAP3(133-396) (fragment de la protéine RPAP3 regroupant les TPRs 1 et 2).

3.2.1. Titrages du tandem RPAP3(133-396) par les trois peptides

Dans un premier temps, nous avons réalisé¢ des expériences de titrage en incubant le tandem
RPAP3(133-396) avec des concentrations croissantes en peptide, de maniére a :
- Vérifier la stcechiométrie d’interaction.

- Et déterminer la proportion des especes formées a chaque ratio de concentration.

A titre représentatif, les spectres de masses du tandem seul (20 uM) et incubé avec un peptide
(40 uM) sont présentés en figure 11. A partir de ces analyses, nous avons pu mettre en
évidence que le tandem était en mesure de fixer les 3 peptides, avec une stoechiométrie
d’interaction maximale de deux peptides par tandem. Nous remarquerons aussi la présence de

tandem dénaturé (entre 500 et 1500 m/z) comme c¢’¢était le cas pour les TPRs individuels.
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Figure 11. Titrages du tandem RPAP3(133-396) par les trois peptides Hsp70, Hsp90a et Hsp90B. A titre
représentatif, cette figure présente le Tandem a 20 pM (a) (AcONH, 150 mM, pH 7.5), puis incubé avec les
peptides Hsp70 (a), Hsp90a (b) et Hsp90PB (c) a 40 uM. Les échantillons sont analysés en conditions natives sur
le LCT (Waters) (Vc : 90 V, Pi : 6 mbar). Les losanges gris font référence au Tandem, et les points noirs, roses et

bleus respectivement a la fixation d’un peptide Hsp70, Hsp90a et Hsp90p.

Pour chaque condition, nous avons réalisé¢ des mesures en triplicat, et déterminé la proportion
de chaque espéce faisant référence au tandem seul (P), et au tandem avec let 2 peptides (PL et
PL,), a partir des intensités des états de charges 9+ a 12+ (figure 12). Si ces expériences ont
permis de montrer que le tandem pouvait fixer les 3 peptides, nous pouvons aussi remarquer
une meilleure affinit¢ de ce dernier pour les peptides Hsp90a et B. En effet, le tandem a
tendance a étre plus rapidement saturé par les peptides Hsp90, méme si la proportion de
tandem libre n’a pas totalement disparue. Pour de fortes concentrations en peptides (> 100
uM) la proportion de tandem libre est inférieure a 10% pour les peptides Hsp90 (figure 12b et
c) alors qu’elle supérieure a 20% pour le peptide Hsp70.
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Figure 12. Titrations du tandem RPAP3(133-396) par les trois peptides Hsp70 (a), Hsp90a (b) et Hsp90B (c). Le
Tandem est incubé a 20 uM dans un tampon AcONH, 150 mM, pH 7.5, avec des concentrations croissantes en
peptides, est analysé en triplicat sur le LCT (Waters) (Vc : 90 V, Pi : 6 mbar). Les proportions de chaque espéce
sont mesurées a partir des intensités des états de charge 9+, 10+, 11+ et 12+. Le tandem seul, puis en interaction

avec 1 et 2 peptides sont respectivement annotés P, PL et PL,.

3.2.2. Expériences de compétition directe

Avec pour objectif de valider les observations réalisées sur les TPRs individuels et de

déterminer si un peptide se fixe préférentiellement & un TPR, nous avons procédé a des
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expériences de compétition directe, en incubant le tandem avec un mélange équimolaire de
deux peptides (figure 13a). Ainsi, nous avons utilisé trois couples équimolaires :
Hsp70/Hsp90a, Hsp70/Hsp90B et Hsp90a/Hsp90P (respectivement figure 13b, c et d). Les
¢chantillons sont analysés en conditions natives apres 1 et 15 minutes de compétition. Les
9+ n’étant pas exploitable dans ces analyses).

De fagon générale, nous pouvons observer que les proportions de chaque espéce sont
relativement similaires que ce soit aprés 1 ou 15 minutes de compétition. Cela signifie ici que
les équilibres sont atteints assez rapidement. Toutefois nous pouvons remarquer des

différences entre les couples Hsp70/Hsp90s et Hsp90a /Hsp90p.

- Hsp70/Hsp90s :

Pour ces premiers couples, nous observons une espece majoritaire représentant le tandem en
interaction avec 1 peptide Hsp90 (~25%). Une espeéce fait aussi référence au tandem
interagissant avec 1 peptide Hsp70, mais en proportion nettement inférieure (~15%). Pour le
complexe formé du tandem et de 2 peptides, la forme majoritaire fait référence au tandem en
interaction avec 1 peptide Hsp70 et 1 peptide Hsp90 (~22%). Cependant, nous pouvons aussi
observer la présence de tandem avec 2 peptides Hsp70 ou 2 peptides Hsp90 (~8% et ~17%).
Si I’affinité d’un TPR est meilleure pour Hsp70 ou Hsp90, elle n’est pas assez grande pour

empécher la fixation du peptide moins afin.

- Hsp90a /Hsp90p :

Concernant le dernier couple formé des deux peptides Hsp90s, nous pouvons observer par
rapport aux couples précédents, une diminution de la proportion de tandem libre (~10% vs.
~14%) et tandem avec 2 peptides (~40% vs. ~46%) au profit de tandem avec 1 seul peptide
(~50% vs. ~40%).

Toutes ces constatations vont dans le sens ou un des TPRs du tandem aurait une meilleure
affinité¢ pour le peptide Hsp70, et le second pour les peptides Hsp90s. En effet, pour les
complexes a 2 peptides, ce sont les complexes mixtes qui sont majoritaires (Hsp70/Hsp90).
De plus, nous pouvons observer dans le cadre du couple Hsp90a/Hsp90B que la proportion de
complexe avec 2 peptides mixtes est significativement inférieure aux couples Hsp70/Hsp90s
(~22% vs. ~16%) ; cette tendance est due au fait qu’un des TPRs n’est probablement pas

destiné a fixer un Hsp90 en priorité.
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Figure 13. Expériences de compétitions directes. (a) Représentation schématique des expériences de
compétitions directes : le Tandem RPAP3(133-396) 20 uM est ajouté a un mélange équimolaire de deux
peptides a 50 uM (AcONH, 150 mM, pH 7.5), et suivi en temps réel par analyse sur le LCT (Waters) (Vc : 90 V,

Pi: 6 mbar). Les panels (b), (c) et (d) présentent les spectres de masses et proportions de chaque espéce apres 1
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et 15 minutes de compétition, respectivement pour les couples de peptides Hsp70/Hsp90a, Hsp70/Hsp90p et
Hsp90a/Hsp90p. Les losanges gris font référence au Tandem, et les points noirs, roses et bleus respectivement a
la fixation d’un peptide Hsp70, Hsp90a et Hsp90P. Les proportions de chaque espéce sont mesurées a partir des
intensités des états de charge 10+, 11+ et 12+ (I’état de charge 9+ n’étant ici pas visible, il n’a pu étre pris en

compte).

3.2.3. Expériences de compétition indirecte

Des expériences de compétition indirecte ont aussi été utilisées de manicére a confirmer les
tendances d’affinités observées en amont, et une nouvelle fois vérifier la spécificité de liaison
de chaque TPR. L’expérience vise a incuber le tandem avec un peptide donné (5 minutes de
manicre a €tre slr d’avoir atteint un équilibre) puis a en ajouter un deuxiéme avec la méme
concentration, et a suivre la fixation de ce dernier par MS native aprés 1 et 15 minutes de
compétition (figure 14a). Ainsi, nous avons utilisé trois couples, en incubant dans un premier
temps le peptide Hsp70 puis Hsp90a, le peptide Hsp70 puis Hsp90p, et le peptide Hsp90p
puis le Hsp70 (respectivement figure 13b, c et d).

Dans ce contexte, 1a aussi les proportions de chaque espece sont relativement similaires apres
1 ou 15 minutes de compétition, traduisant une atteinte rapide de I’équilibre pour ce
complexe.

De plus ces expériences montrent bien la capacité des peptides Hsp90 a chasser au moins 1
peptide Hsp70 (figure 14b et ¢), mais aussi celle du peptide Hsp70 a chasser au moins peptide
Hsp90.

Ces observations viennent confirmer le fait qu’un des domaines TPR posséde une meilleure
affinité pour le peptide Hsp70, et le deuxiéme pour un des peptides Hsp90s ; et vont dans le
sens ou le TPR1 possede une meilleure affinité pour le peptide Hsp70, et le TPR2 pour les
peptides Hsp90s. Toutefois 1’affinité d’un des domaines pour un peptide donné n’est pas assez

forte pour que 1’équilibre ne soit pas modifi¢ lors de 1’ajout du deuxieme peptide.
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Figure 14. Expériences de compétitions indirectes. (a) Représentation schématique des expériences de
compétitions indirectes : le Tandem RPAP3(133-396) 20 uM est incubé au préalable avec un peptide a 50 uM

(AcONH,4 150 mM, pH 7.5) pendant 5 min. Une premiere analyse de masse est réalisée avant qu’un deuxiéme
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peptide a 50 uM ne soit ajouté. Ensuite, un suivi en temps réel est réalisé par analyse sur le LCT (Waters) (V¢ :
90 V, Pi: 6 mbar). Les panels (b), (c) et (d) présentent les spectres de masses et proportions de chaque espéce
avant et aprés 15 minutes de compétition, respectivement pour les couples de peptides Hsp70/Hsp90a,
Hsp70/Hsp90p et Hsp90a/Hsp70. Les losanges gris font référence au Tandem, et les points noirs, roses et bleus
respectivement a la fixation d’un peptide Hsp70, Hsp90a et Hsp90B. Les proportions de chaque espéce sont
mesurées a partir des intensités des états de charge 10+, 11+ et 12+ (I’état de charge 9+ n’étant ici pas visible, il

n’a pu étre pris en compte).

3.3. Détermination des stecechiométries d’interaction entre le tandem RPAP3 et les

protéines Hsp70, Hsp90a et Hsp90p entieres

Le dernier axe de I’étude a consisté a déterminer les stoechiométries d’interaction entre le
tandem RPAP3(133-396) et les formes entieéres des protéines Hsp70 et 90s. En effet, si le
tandem est en mesure de fixer jusqu’a 2 peptides différents, il n’en est peut-étre pas de méme
avec les protéines enticres. Nous avons alors développé des méthodes de MS native pour
déterminer les stoechiométries d’interaction.

Il est a noter que pour cette troisiéme partie de 1’étude, nous avons travaillé avec un tandem
légerement différent, dans le sens ou il n’est pas marqué aux isotopes stables. Le tandem
utilisé pour les expériences de compétitions provenait d’un lot marqué °N aussi utilisé en

RMN.
3.3.1. Analyses des composés individuels

Dans un premier temps, nous avons caractérisé le tandem et les protéines Hsp entieres par MS

native (figure 15).

- Le tandem RPAP3(133-396) est caractérisé sous une forme monomérique majoritaire, avec
une masse de 30223 £+ 1 Da, en bonne adéquation avec la masse théorique (30223.3 Da)
(figure 15a).

- La protéine Hsp70 a été caractérisée avec une masse de 70000 + 14 Da (figure 15b). Pour
cette protéine, nous sommes confrontés a plusieurs problémes : non seulement I’erreur de
masse est relativement importante (+ 14 Da) mais nous relevons aussi une différence de 50
Da par rapport a la masse théorique (70052.2 Da). De plus, la protéine est caractérisée sous
une unique forme monomérique alors qu’elle est attendue sous une forme dimérique
majoritaire. Cette derniére caractéristique nous a contraint a écarter cette protéine pour les

tests d’interaction.
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- La protéine Hsp90a a, quant a elle, été caractérisée sous une forme dimérique majoritaire
avec une masse de 176609 + 14 Da (figure 15c). Cette derniere, a une différence de masse
de 132 Da par rapport a la masse théorique du dimere (176477.2) et peut étre due a
différentes modifications, toutefois la précision de mesure masse ne permet pas de les
déterminer. Cependant, le probléme majeur ici se situe au niveau de la stabilité du spray.
L’obtention d’un signal MS s’est trouvé vraiment problématique ; le spectre de masse
présenté est le résultat de I’accumulation d’un signal de seulement quelques secondes, et
n’a pu étre reproduit. Cette protéine n’a donc pu étre prise en compte pour les expériences
de détermination de stoechiométrie d’interaction.

- La protéine Hsp90p a été caractérisée sous une forme monomérique minoritaire, mais aussi
sous une forme dimérique majoritaire a 169723 + 10 Da (figure 15d). La masse
expérimentale est ici plus en adéquation avec la masse théorique du dimere (169729.8 Da)
puisqu’elle ne différe que de 7 Da. La protéine Hsp90p constitue la seule protéine Hsp qui
a €té conservée pour les tests d’interaction avec le tandem RPAP3(133-396).
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Figure 15. Caractérisation du tandem RPAP3(133-396) et des protéines Hsp en conditions natives. Le tandem
(a), Hsp70 (b), Hsp90a (c) et Hsp90B (d), sont infusés a 5 uM (AcONH, 150 mM, pH 7.5) sur le Synapt G2
HSMS (Waters) (Vc: 180 V, Pi: 6 mbar). Le tandem est représenté par une forme ovale bleue, alors que les

protéines Hsp70, Hsp90a et Hsp90p sont respectivement représentées par une boule rouge, orange et verte.
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3.3.2. Détermination des stoechiométries d’interaction entre le tandem RPAP3(133-396) et

la protéine Hsp90P entiere.

Afin de déterminer les stcechiométries d’interaction entre ces deux partenaires, nous avons
incubé des concentrations croissantes de tandem RPAP3(133-396) (de 5 a 40 uM), pour une
concentration fixe en Hsp90p (10 uM) (figure 16). Pour un large excés de tandem, une espece
avec une masse a 230947 + 10 Da est caractérisée ; cette derniére faisant vraisemblablement
référence a une steechiométrie d’interaction de 1 dimere de Hsp90p avec 2 tandems (masse
théorique 230176.4 Da). La précision des mesures de masses est ici affectée par une qualité

spectrale assez faible.
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Figure 16. Détermination de la steechiométrie d’interaction entre le Tandem RPAP3(133-396) en exces et la
protéine Hsp90p entiére. La protéine Hsp90p entiere a 10 uM est incubée avec le Tandem a 5, 10, 20 et 40 uM
(AcONH, 150 mM, pH 7.5), puis analysée en conditions natives sur le Synapt G2 HDMS (Waters) (Vc : 180 V,
Pi: 6 mbar). Le tandem est représenté par une forme ovale bleue, le dimere de Hsp90p par deux boules vertes.
Sur le spectre de masse, les pics verts, oranges et violets font respectivement référence au dimére de Hsp90p, au

complexe dimére Hsp90f + 1 Tandem, et dimére Hsp90p + 2 Tandems.
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A partir de ces observations, nous avons établis plusieurs hypothéses sur les modéles

d’assemblages possibles entre le tandem RPAP3(133-396) et la protéine Hsp90p (figure 17).
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Figure 17. Hypothéses d’assemblages entre le tandem RPAP3(133-396) et Hsp90pB. Le panel (a) présente les

modeles en cas d’excés de Hsp90p, et le (b) pour un excés de tandem.

Afin de donner plus de poids a une des hypotheses, des expériences de FRET ont été
entreprises. Ces dernieres, actuellement en cours de réalisation, visent a comparer la forme
sauvage de RPAP3 et une forme mutée (délétion TPR1). Si une différence de demi-vie était
alors observée, le TPR1 posséderait aussi un role dans la fixation du dimére ; alors que dans le
cas inverse, I’assemblage du complexe serait uniquement médiée par le TPR2.

Dans ce contexte, des expériences HDX-MS pourraient étre réalisées de maniere a apporter
des informations orthogonales a celles issues du FRET. En effet, I'utilisation de cette
approche permettrait d’accéder aux zones d’interactions, ainsi qu’a celles présentant des

réarrangements structuraux suite a la formation du complexe.

4. Conclusions

Les protéines RPAP3 et Hsp sont engagées dans un grand réseau d’interaction, formant le
complexe R2TP notamment impliqué dans la biogénése des snoRNPs a boite C/D. Les
protéines Hsp possedent une activit¢ ATPasique, régulée par la protéine RPAP3. Toutefois, a
la différence des autres régnes qui posseédent un seul domaine TPR, la protéine RPAP3
(métazoaire) en posséde deux. L’objectif était ici d’apporter des éléments de caractérisation

structurale pour étudier I’assemblage de ces différents partenaires.

- Dans un premier temps, I’analyse en conditions natives des titrations réalisées sur les TPRs
individuels et les 3 peptides, nous ont permis de déterminer des constantes de dissociation

(Kg). Les valeurs de Ky déterminées en MS native sont venues renforcées les
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tendances observées en RMN, et ont mis en évidence une meilleure affinité du TPR1
pour le peptide Hsp70, alors que le TPR2 présente une bien meilleure affinité pour les

peptides Hsp90s.

Ces tendances ont ensuite été vérifiées sur le tandem RPAP3(133-396) regroupant les
deux TPRs. Des expériences de titrations et compétitions sont venues conforter I’hypothése
d’une affinité préférentielle d’'un des domaines TPR pour le peptide Hsp70 et du second
TPR pour les peptides Hsp90s.

- La derni¢re partie de I’étude s’est portée sur la caractérisation des complexes impliquant
les protéines Hsp enticres, les techniques biophysiques de haute résolution n’ayant pu
apporter des informations a ce niveau. La MS native a permis que de caractériser les
steechiométries d’interactions entre le tandem et la protéine Hsp90B, et des hypothéses
sur leur mode d’assemblages ont ét¢ €mises. De manicre a affiner ces modeles, des
expériences HDX-MS pourraient étre envisagées de maniere a déterminer si un seul
domaine TPR est impliqué dans I’interaction avec le dimére Hsp, et si le tandem subit des

modifications conformationnelles.

5. Valorisation

Les travaux ici présentés font actuellement 1’objet d’une publication en cours de rédaction :

Publication :

Quinternet M., Terral G., Henri J., Maurizy C., Pradet-Balade B., Charpentier B., Bertrand E., Meyer
P., Cianférani S, Manival X. « Structural characterization of RPAP3/HSPs complexes ». article en

cours de rédaction
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Chapitre 2 : Combinaison d’approches de MS structurale pour la
caractérisation du complexe Bedlp/Rtt106p.

1. Contexte biologique

La protéine Bedlp a été identifiée comme étant un des partenaires impliqués dans la
biogénese des snoRNPs a boite C/D [10]. D’un point de vue de vue fonctionnel, il a été
montré que son absence conduisait a une baisse notoire de I’accumulation des snoRNPs a
boite C/D, et de la viabilité cellulaire [10, 11]. Toutefois son role précis et son mode d’action
demeurent mal connus. Suite aux travaux de Huh et a/, [38] montrant une co-localisation de
Bcedlp avec un nouvel intéractant potentiel, la protéine Rtt106p, nos collaborateurs ont testé
leur interaction directe par double-hybride. Les résultats alors générés, ont confirmé une
interaction entre ces deux partenaires. La protéine Rtt106p était a ce moment connue pour étre
une chaperonne d’histones, impliquée dans le remodelage de la chromatine [39, 40], mais
aussi dans la régulation de la transcription [41]. Si nos collaborateurs ont montré que
I’absence de Rtt106p n’influait pas sur le taux des snoRNPs a boite C/D, la mise en évidence
d’une interaction entre ces deux partenaires pourrait impliquer un possible lien entre
biogéneése des snoRNPs et régulation de la transcription.

De maniére a comprendre plus en détail, 1’association entre ces deux partenaires, une
caractérisation structurale des composés individuels et du complexe a été initiée. Les données
disponibles au début de ces travaux étaient les suivantes :

- Pour ce qui est de la protéine Bed1p, deux doigt de zinc ont été caractérisés dans sa partie
N-ter (1-43), constituant le domaine minimal fonctionnel [42]. Toutefois cette protéine est
totalement réfractaire a la cristallisation, ainsi qu’a une analyse par RMN (taille > 40kDa).

- Le fragment 65-320 de Rtt106p avait quant a lui déja été cristallisé par 1’équipe de Shi
[43].

- Aucune donnée haute résolution n’était disponible pour le complexe Bed1p/Rtt106p. Les

tentatives de cristallogenese se sont révélées infructueuses.
Des ¢études préliminaires de titration calorimétrique isotherme (ITC) et dichroisme circulaire

(CD), réalisées par nos collaborateurs, ont permis de mettre en évidence des zones

potentiellement impliquées dans les interfaces d’interaction (figure 18).
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Figure 18. Résultats ITC et DC obtenus sur les complexes Bedlp FL / Rtt106p(65-320) (respectivement (a) et
(b)), et Bed1p(120-366) / Rtt106p(65-3230) (respectivement (¢) et (d)). FL = « full length » = entier.

Ces résultats suggerent qu’il y a bien une interaction entre Bed1pFL (FL = Full Length) et le
fragment Rtt106p(65-320), ainsi qu’entre les fragments Bcd1p(120-366) et Rtt106p(65-320).
De plus, les résultats obtenus en ITC montrent une constante de dissociation de 1.7 uM pour
les deux complexes, suggérant que la partie (1-119) de Bedlp n’est pas indispensable pour

I’association de ces deux partenaires.

2. Objectifs

Dans ce contexte, nous avons mis en place une stratégie analytique, basée sur des
approches de MS structurale, visant a caractériser le complexe Bed1pFL/Rtt106(65-320)
de maniére a :

= Caractériser/affiner les zones potentielles d’interaction.

= Caractériser les changements conformationnels des protéines éventuellement liés

a I’assemblage de ces derniéres.
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Si pour Bedlp nous avons choisi de travailler sur la forme entiére, c¢’est dans un souci
d’apporter une caractérisation structurale du complexe la plus compléte possible, et
d’observer si un changement se produit méme dans les régions qui sont a priori non
essentielles pour I’interaction. Concernant la protéine Rtt106p, nous avons di travailler avec

le fragment (65-320), les formes plus longues étant insolubles.

La stratégie analytique mise en place dans ce cas utilise I’ensemble des outils de MS

structurale disponibles au laboratoire (figure 19) :

I- La MS native : permet de déterminer la masse des composés individuels et du
complexe, et ainsi de vérifier la présence des doigts de zinc et déterminer la
steechiométrie d’interaction.

2- I’IM-MS : de mani¢ére a suivre les changements de conformation lors de
I’assemblage du complexe.

3- La protéolyse ménagée : cette approche permet de définir des domaines minimum
d’interaction.

4- I’HDX-MS: de facon a déterminer des zones potentielles d’interaction et
changements conformationnels.

5- Le pontage chimique : de manicre a définir des zones de proximités spatiales.
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Figure 19. Représentation schématique de la stratégie analytique mise en place pour la caractérisation structurale

du complexe Bedlp FL/Rtt106p(65-320).
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3. Résultats

3.1. Détermination de la steechiométrie d’interaction du complexe

Bced1pFL/Rtt106p(65-320)

La premiere étape dans la caractérisation structurale du complexe a consisté en une analyse

des partenaires individuels et du complexe par des approches de MS native [44].

3.1.1. Analyse des partenaires individuels

3.1.1.1. Analyse de BcdlpFL

L’analyse de la protéine BcdIpFL en conditions dénaturantes permet de déterminer la masse
de ce composé (42625.5 = 0.3 Da) en bonne adéquation avec la masse théorique (42625.0 Da)
(figure 20 a). Si Dlanalyse en conditions natives permet de caractériser une forme
monomérique majoritaire (42752.0 + 0.3 Da), et une forme dimérique minoritaire (85508.2 +
1.3 Da), elle met en évidence une différence de 126.5 Da entre les especes monomériques
mesurées dans les deux conditions (figure 20 b). Cet incrément de masse est di a la fixation
de deux atomes de zinc dans la partie N-ter de la protéine, correspondant aux deux domaines
doigts de zinc [42]. Nous pouvons constater ici, la grande stabilité en phase gazeuse de ce

complexe protéine/ions métalliques, étant donné la valeur de tension de cone utilisée (200 V).
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Figure 20. Caractérisation de Bed1p FL en conditions dénaturantes et natives. Bed1p FL, est infusé sur le Synapt
G2 HDMS a 2 uM (H,O/ACN/HCOOH : 50/50/1) (V¢ : 40 V, Pi: 2.1 mbar) en conditions dénaturantes (a) et a
5 uM (AcONH, 150 mM, pH 7.5) (Vc : 200 V, Pi : 6 mbar) en conditions natives (b).

3.1.1.2.Analyse de Rtt106p(65-320)

L’analyse du partenaire Rtt106p(65-320) en conditions natives, permet de le caractériser sous
une forme monomérique majoritaire (29695.2 + 0.3 Da), avec une bonne concordance avec la
masse attendue (29694.1 Da). Une forme dimérique de Rtt106p(65-320) est aussi caractérisée
(59391.0 + 1.0 Da), mais reste minoritaire (figure 21).
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Figure 21. Caractérisation de Rtt106p(65-320) en conditions natives. Rtt106p(65-320), est infusé sur le Synapt
G2 HDMS a 5 uM (AcONH,4 150 mM, pH 7.5) (Vc : 200 V, Pi : 6 mbar).

3.1.2. Analyse du complexe Bed1pFL/Rtt106p(65-320)
Afin de déterminer la steechiométrie d’interaction du complexe, nous avons procédé a des
analyses MS en conditions natives. Toutefois, la caractérisation de ce complexe a nécessité
plusieurs optimisations, notamment au niveau expérimental, mais aussi au niveau

instrumental.

Une des premicres optimisations s’est portée sur le mode d’assemblage du complexe. Ainsi
nous avons mis en évidence qu’une addition des partenaires individuels in vitro, ne permettait
de former que trés peu de complexe (figure 22 a). En effet, en ajoutant de fagon équimolaire
le partenaire His-Bcd1pFL avec Rtt106p(65-320), trés peu d’especes faisant référence a un
complexe 1:1 sont observées (74772.0 £ 2.0 Da, pics verts clairs figure 22 a). L’analyse du
complexe co-purifié¢ en conditions natives a, quant a elle, permis de caractériser I’interaction
directe entre ces deux partenaires, avec une steechiométrie d’interaction de 1:1 (72450.5 + 0.4
Da, pics verts foncés figure 22 b).

La différence de masse entre le complexe reconstitué et co-purifi¢, vient du fait que les
expériences préliminaires de reconstitution du complexe aient été réalisées avec un partenaire
Bedlp marqué d’un tag histidine. Il est a noté, que pour toutes les expériences suivantes, c’est

le complexe co-purifié qui a été utilisé.
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Figure 22. Suivi de I’assemblage du complexe BcdlpFL/Rtt106p(65-320) par MS native. Les complexes
reconstitués (a) ou co-purifiés (b) sont infusés sur le Synapt G2 HDMS a 5 uM (AcONH,4 150 mM, pH 7.5)
(Vc: 120V, Pi : 6 mbar).

3.2. Suivi de ’assemblage du complexe Bed1pFL/Rtt106p(65-320) par IM-MS native

Afin de compléter les informations structurales sur ce complexe, nous avons utilisé I’approche
de mobilité ionique couplée a la MS native (IM-MS). Cette technique permet de caractériser
la conformation d’espéces en phase gazeuse, sous forme de surfaces ou sections efficaces de
collision (CCS) [45]. Cette CCS sera alors une caractéristique d’une protéine en particulier, et
le suivi de 1’assemblage de différents partenaires par IM-MS pourra alors renseigner sur

d’éventuels réarrangements structuraux [44, 46].

Dans ce contexte, le complexe Bcd1pFL/Rtt106p(65-320) a été analysé par IM-MS native, et
les ™ CCSna (CCS déterminée dans une cellule de mobilité ionique, sous azote, de type

« Travelling Wave ») de ce dernier mais aussi des partenaires individuels ont été¢ déterminées.
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Les temps de dérive (tq) des ions majoritaires ont ¢té extraits, et au travers d’un étalonnage,
ont permis d’en déduire leur "CCSx,. Pour construire notre droite d’étalonnage nous avons
ici utilisé trois protéines, pour lesquelles les ' CCSy, sont référencées (CCS déterminées avec
une cellule de mobilité de type « Drift Tube », remplie d’hélium) [47], et dont les masses
encadrent au mieux celles de nos analytes : f-lactoglobuline (monomeére 18.5 kDa et dimére
37kDa), transthyrétine (56 kDa) et sérum albumine bovine (69 kDa).

Les "WCCSy, mesurées sur les états de charge majoritaires de chaque espéce ont été ensuite

moyennés (tableau 2 et figure 23), prenant ainsi compte de I’effet des répulsions

coulombiennes sur la conformation globale des protéines [48, 49]. Ainsi, les ™Weesw
expérimentales ont ét¢ comparées avec les CCS théoriques, déterminées a partir de la
structure cristallographique et du logiciel Mobcal pour Rtt106p(65-320), ou a partir de la

masse en 1’absence de structure haute résolution [50].

- L’analyse du partenaire Rtt106p(65-320) de facon individuelle permet de déterminer une
™WCCSn, expérimentale de 23.18 + 1.86 nm?, qui est en bonne adéquation avec la CCS
prédite a partir de la masse (- 0.17 nm?), et les algorithmes de calcul « Exact Hard Sphere
Scatering » (- 0.39 nm?), et « Trajectory Method » (- 0.28 nm?) (tableau 2). Pour la
derniére méthode de calcul de CCS in silico, avec la méthode «Projection
Approximation », nous pouvons observer une valeur expérimentale nettement supérieure
(+ 4.67 nm”). Toutefois ce dernier algorithme est connu pour généralement sous-estimer
les CCS des protéines [51].

- La ™CCSy» expérimentale du partenaire individuel Bed1pFL a été caractérisée a 28.95 +
1.52 nm’. Cette valeur, est ici en bon accord aussi avec la CCS déterminée a partir de la
masse (- 0.82 nm?).

- L’analyse du complexe co-purifi¢ Bcd1pFL/Rtt106p(65-320) par IM-MS native a permis
de déterminer la TWCCSNz 4 44.40 + 1.38 nm>. Si nous comparons ici cette valeur a la
somme des TWCCSy; individuelles des deux partenaires (29.95 + 23.18 = 53.13 nmz), nous
pouvons mettre en évidence une différence de 17% en CCS (figure 23). Cet écart suggere
ici que la formation du complexe ne se ferait pas par simple juxtaposition des deux
partenaires individuels, mais qu’il entrainerait un fort réarrangement structural

(compaction et/ou emboitement d’une protéine dans 1’autre).
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Eentces Masse expérimentale| Etat de MWICCSnz expérimentales (nm?) CCS théoriques (nm?)
(Da) charge .
Individuelle Moyenne Masse™ PA EHSS ™

1 2748 £0.05

Bed1pFL 427520 £1 12 2886 £0.07 2895 £1.52 29.77
13 3051 +£0.09
9 2129 £0.06

Rtt106p(65-320) 296952 +1 10 2323 £0.02 2318 £1.86 23.35 18.51 2357 23.46

1 2502 £0.02
16 4301 £0.03

e 7245005 + 1 17 4439£007 | 4440+138 | 4232
' 18 4577 £0.10

Tableau 2. Comparaison des ' CCSy, expérimentales et théoriques pour les partenaires individuels Bed1pFl et

Rtt106p(65-320), et le complexe co-purifié Bed1pFL/Rtt106p(65-320). Les valeurs de ' CCSys expérimentales

sont déterminées a partir d’un triplicat d’analyse sur le Synapt G2 HDMS, sur lequel 1’échantillon est infusé a 5
uM (AcONH,4 150 mM, pH 7.5) (Ve : 100 V, Pi: 6 mbar, Trap et Transfer CE : 4 et 2 V, Trap Bias: 44.5 V,
QHe/QN2 : 105/25 mL/min, WH : 40 V, WV : 1053 m/s). Les CCS théoriques sont prédites a partir de la masse,

et de I’équation : CCSyy = 2.435 x Mw?? [50] ; ou 4 partir du logiciel Mobcal et des algorithmes « Projection

Approximation » (PA), «Exact Hard Sphere Scatering» (EHSS) et « Trajectory Method » (TM) pour
Rtt106p(65-320) bénéficiant d’une structure cristallographique (PDB : 3GYP, [43]).
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Figure 23. Suivi de I’assemblage du complexe BedlpFL/Rtt106p(65-320) par IM-MS native (selon les

conditions décrites dans le tableau 2).
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3.3. Détermination des domaines d’interaction du complexe Bed1pFL/Rtt106p(65-320)

par protéolyse ménagée

En parallele a ces premieres analyses par MS native et IM-MS native, des expériences de
protéolyses ménagées ont été menées au laboratoire par le Dr. Saliou dans le but d’apporter
des résultats préliminaires quant aux potentiels domaines d’interaction.

Généralement cette approche est basée sur la comparaison par analyse LC-MS des peptides
générés par digestion enzymatique controlée, entre un état libre et un état complexé [52].
Ainsi, les zones peptiques identifiées dans une protéine libre mais qui ne le sont pas lorsque
cette derniére est engagée dans un complexe, peuvent faire référence a une potentielle zone
d’interaction [52, 53]. Cette zone étant masquée par un autre partenaire, elle n’est plus
accessible pour I’enzyme. L’approche menée au laboratoire était 1égerement différente, dans

le sens ou des techniques en conditions natives et dénaturantes ont été combinées (figure 24).
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Figure 24. Représentation schématique du processus analytique possible dans le cadre d’une analyse par

protéolyse ménagée.

Ainsi différents essais de digestions du complexe Bcd1pFL/Rtt106(65-320) ont été réalisés,
en jouant notamment sur la nature de I’enzyme (trypsine, chymotrypsine), et sur le temps de

digestion. Les échantillons ont ensuite été analysés par MS native de maniére a vérifier que

232



Partie 4 : MS structurale pour la caractérisation de snoRNPs a boites C/D _

des complexes mixtes Bedlp/Rtt106p étaient toujours présents. Ensuite, les séquences des
hypothétiques domaines minimum de liaison ont été vérifiés par des analyses LC-MS et LC-
MS/MS. Les résultats alors générés ont permis de montrer de manicre surprenante, que seule
la protéine Bedlp était sensible a la digestion ; la protéine Rtt106p était quant a elle
quasiment totalement réfractaire aux différentes protéases. Ainsi pour la condition
expérimentale la plus informative, c’est-a-dire apreés 4h de digestion trypsique, des domaines
minimum d’interaction ont pu étre mis en évidence (figure 25). Sur le spectre de masse
obtenu en conditions natives, deux espéces faisant référence a des complexes Bed1p/Rtt106p
« protéolysés » ont été¢ déterminés. Si la protéine Rtt106(65-320) n’apparait pas touchée par la
digestion, nous observons que les fragments 113-366 (trés majoritaire) et 150-366 (dans une
moindre mesure) de Bedlp sont en mesure d’interagir avec la protéine Rtt106p(65-320)
(respectivement les especes en bleu et en vert).
15 native di {',nmplva_me apras 4h de digestion W_DNQUB
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Figure 25. Caractérisation par MS native du complexe BecdlpFL/Rtt106p(65-320) apres 4h de digestion
trypsique. L’échantillon est infusé sur le LCT (Waters) a environ 5 uM (AcONH, 150 mM, pH 7.5) (Vc : 200 V,
aperture : 10 V, Pi : 7 mbar).

Ces expériences de protéolyse ménagée sur le complexe BcdlpFL/Rtt106p(65-320) ont
permis de mettre en évidence que toute une partie N-ter (1-113) de la protéine Bedlp n’était
pas primordiale pour conserver une interaction entre ces deux partenaires, ce qui est en accord
avec les données ITC et CD. De plus, méme si I’espéce faisant référence au complexe
Bed1p(150-366)/Rtt106p(65-320) est relativement minoritaire, la mise en évidence de ce

complexe suggere que la partie 113-150 de Bed1p ne serait pas non plus indispensable pour le
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maintien du complexe, ou que la région 150-366 suffit a maintenir I’interaction, mais peut-
étre avec une moins une moins bonne affinité.

Toutefois, au regard de I’investissement demandé par une telle approche et de la résolution
des résultats générés, il apparait ici que cette technique n’est pas assez résolutive pour
apporter des ¢léments nouveaux en terme de caractérisation structurale. En effet les
expériences d’ITC avaient déja montré que la délétion de la partie 1-119 de Bedlp n’avait
aucune influence délétére sur 1’association du complexe Bed1p/Rtt106p. Dés lors, je me suis
dirigé vers I’approche HDX-MS, dans 1’optique de déterminer des zones d’interaction avec

une meilleure résolution [52].

3.4. Etude structurale du complexe Bed1pFL/Rtt106p(65-320) par HDX-MS

Afin de compléter les informations structurales sur le complexe Bcd1pFL/Rtt106p(65-320),
des expériences HDX-MS ont été¢ menées. Ces dernieres avaient pour objectifs :
- De déterminer des zones probables d’interaction avec une meilleure résolution, que les
expériences d’ITC ou protéolyse ménagée.
- De localiser les domaines subissant des changements conformationnels, et ainsi les
corréler avec les données obtenues en IM-MS native montrant un fort réarrangement

structural global.

Pour ce faire nous avons réalis¢ des comparatifs d’incorporation en deutérium entre les

partenaires individuels et le complexe co-purifié.

3.4.1. Optimisation des couvertures de séquence

Dans un premier temps, nous nous sommes attachés a déterminer des conditions
expérimentales nous permettant d’obtenir la couverture de séquence la plus compléete possible
pour les deux protéines formant le complexe (figure 26 et 27).

Ici, nos optimisations se sont portées sur la quantité de matériel injectée. Ainsi, pour une
durée de « quench » de 30 secondes (tampon 100 mM phosphate, 2 M GndHCI, 100 mM
TCEP, pH 2.3), un débit de passage sur la cartouche de digestion de 200 pL/min, nous avons
évalué les couvertures de séquence pour 20 et 100 pmoles de matériel injecté (figure 26 et

27).
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Pour la protéine Bedlp (figure 26 et tableau 3), nous pouvons observer une nette
amélioration de la couverture de séquence. L’augmentation de la quantit¢ de matériel
injectée permet d’obtenir un gain de 10% sur le taux de recouvrement, et ainsi de passer de
85 a 95%. L’autre avantage d’une injection plus concentrée, se situe au niveau de la
redondance peptidique ; I’indice de redondance passe alors de 1.4 a 2.6. Cet aspect est

notamment marqué pour les zones 25-76, 215-238 et 283-325.
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Figure 26. Optimisation de la couverture de séquence de Bed1pFL. Les peptides identifiés pour 20 et 100 pmoles

de matériel injecté sont respectivement représentés en bleu et rouge.

Ecremilzr Jduarhte iriectes jpraes) lezcomrermert (%) rdice de redondarce
20 Hi 1.4
FezipFl
170 Hi 25

Tableau 3. Taux de couverture de séquence et indice de redondance associés a la figure 26.
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- Pour la protéine Rtt106p(65-320) (figure 27 et tableau 4), ’augmentation de la quantité
de matériel ne géneére 1a qu’un gain limité au niveau de la couverture de séquence. En effet,
passer de 20 a 100 pmoles ne permet d’obtenir qu’un bénéfice de 3% au niveau du taux de
recouvrement (nous passons de 85 a 88% de couverture de séquence). La condition

utilisant plus de matériel permet néanmoins d’augmenter 1’indice de redondance de 2.2 a

2.5, avec un effet notamment visible dans la région N-ter de la protéine (61-93).
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Figure 27. Optimisation de la couverture de séquence de Rtt106p(65-320). Les peptides identifiés pour 20 et 100
pmoles de matériel injecté sont respectivement représentés en bleu et rouge. Les couvertures de séquence sont

respectivement de 85 et 88% ; alors que les indices de redondance sont respectivement de 2.2 et 2.5.

keremir suarhte rjzches pmaes) ltzcomTemert (%) rdiz= de redordarce
= s 2
Rl ORzs-500
150 Ha 2L

Tableau 4. Taux de couverture de séquence et indice de redondance associés a la figure 27.

Notons que pour les expériences de deutération qui ont suivi, nous avons retenu une injection

de 100 pmoles de matériel protéique.
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3.4.2. Les analyses comparatives en HDX-MS

Dans le cadre de cette analyse structurale, nous avons opté pour des temps de marquage allant
de 30 secondes a 60 minutes. Les résultats sont présentés ici sous forme de graphiques
différentiels. Ainsi, pour vérifier I'impact de la fixation de Rtt106p(65-320) sur Bed1pFL,
nous avons comparé¢ le taux d’incorporation des peptides de BcdlpFL entre 1’état libre de
cette protéine et son état complexé (figure 28). La comparaison des profils de deutération des
peptides de Rtt106p(65-320) entre I’état libre et complexé de cette protéine, a permis a
I’inverse d’évaluer I’impact de Bed1pFL sur Rtt106p(65-320) (figure 29). Dans le mode de
représentation utilisé ici, tous les peptides suivis en MS sont représentés sur I’axe des
abscisses. Les différences d’incorporation en deutérium (exprimées en Dalton), pour tous ces
peptides, aux différents temps de marquage (représentés par une couleur différente) sont
représentées selon I’axe des ordonnées. Les barres verticales représentent les sommes des
différences d’incorporation a tous les temps d’incubation, pour un peptide donné. La
significativité de ces différences sommeées a été évaluée selon leur déviation standard [54, 55],

et fixée a 1.5 Da.

3.4.2.1.BcdIpFL vs. BedIpFL/Rtt106p(65-320)

Si nous considérons les effets induits sur Bcd1pFL par la fixation de Rtt106p(65-320) (figure
28 a), nous pouvons remarquer dans un premier temps qu’aucune différence majeure
d’incorporation n’est observée pour une grande partie N-ter (1-135). Cette premicre analyse
vient renforcer les résultats obtenus en ITC, DC ou protéolyse ménagée.

Par ailleurs, de nombreuses zones apparaissent impactées de facon directe ou indirecte lors de
la liaison du second partenaire. En effet, nous pouvons observer des baisses significatives du
taux d’incorporation en deutérium pour les zones 139-158, 165-192, 218-234, 242-259, 272-
281 et 329-361. A titre représentatif, les suivis d’incorporation en deutérium en fonction du
temps pour les peptides 139-158 et 272-281 sont présentés (figure 28 b), et montrent la
diminution du taux de deutération pour la forme complexée. S’il est impossible de savoir si
ces différentes zones sont spatialement proches en I’absence de structure haute résolution de
Bedlp ou d’un homologue, elles sont relativement étendues selon la séquence linéaire de la
protéine. Si une ou plusieurs zones font référence a la zone d’interaction, il apparait fort
probable que plusieurs fassent référence a des réarrangements structuraux et/ou des

compactions locales. Cette hypothése peut étre cohérente en considérant :
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- les résultats IM-MS montrant une CCS du complexe 17% inférieure a la somme des CCSs
des composés individuels.

- les résultats HDX-MS, prouvant des réarrangements structuraux s’opérant sur Bed1pFL.
En effet, nous pouvons observer que le domaine 208-217 présente un taux de deutération
supérieur dans 1’état complexé (figure 28 a et b), traduisant une zone qui devient plus

accessible au solvant deutéré suite a un changement conformationnel.
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Figure 28. Différentiels d’incorporation de la protéine Bed1pFL. La différence est faite pour tous les peptides de
Bed1pFL entre 1’état libre et complexé de cette protéine (a) ; pour des temps d’incubation de: 30 sec (orange), 2
min (rouge), 10 min (cyan), 30 min (bleu) et 60 min (noir). Les barres verticales grises représentent la somme
des différences d’incorporation en deutérium de chaque peptide, pour les cinq temps de marquage. Les lignes en
pointillés verts représentent les critéres de significativité pour les différences sommées. Les incorporations
relatives en deutérium en fonction du temps pour des peptides représentatifs identifiés dans la section (a)
(encadrés) sont représentées sous formes de graphiques dans le panel (b). La courbe rouge fait référence a

I’incorporation dans 1’état libre (Bed1pFL seul), et la bleue a 1’état complexé (Bed 1 pFL/Rtt106p(65-320)).
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3.4.2.2.Rtt106p(65-320) vs. Bed IpFL/Rtt106p(65-320)

Si nous considérons maintenant les effets produits sur Rtt106p(65-320) par le recrutement de
Bced1pFL, nous pouvons voir que les différences significatives (> 1.5 Da) sont plus locales
(figure 29 a). En effet, la zone 159-195 présente des taux de deutération réduits une fois le
complexe formé. La réduction de la deutération est observable pour trois peptides se trouvant

dans cette zone (figure 29 b).
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Figure 29. Différentiels d’incorporation de la protéine Rtt106p(65-320). La différence est faite pour tous les
peptides de Rtt106p(65-320) entre 1’¢état libre et complexé de cette protéine (a) ; pour des temps d’incubation de:
30 sec (orange), 2 min (rouge), 10 min (cyan), 30 min (bleu) et 60 min (noir). Les barres verticales grises
représentent la somme des différences d’incorporation en deutérium de chaque peptide, pour les cinq temps de
marquage. Les lignes en pointillés verts représentent les critéres de significativité pour les différences sommées.
Les incorporations relatives en deutérium en fonction du temps pour des peptides représentatifs identifiés dans la
section (a) (encadrés) sont représentées sous formes de graphiques dans le panel (b). La courbe rouge fait
référence a I’incorporation dans 1’état libre (Rtt106p(65-320) seul), et la bleue a I’état complexé
(Bed1pFL/Rtt106p(65-320)).
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La structure haute résolution de ce partenaire étant disponible, nous y avons représenté les
résultats HDX-MS (figure 30). Ainsi, la région mise en évidence est composée de deux

hélices a reliées par une boucle, le tout étant regroupé dans un espace relativement restreint.

%
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Figure 30. Différentiel relatif d’incorporation en deutérium a 60 minutes d’exposition entre 1’état libre de
Rtt106p(65-320) et I’état complexé Bed1pFL/Rtt106p(65-320). Le code de couleur pour le différentiel relatif
d’incorporation est indiquée en bas a droite (les couleurs froides correspondent a des zones pour lesquelles le
taux de deutération reste similaire dans les deux conditions; tandis que les couleurs chaudes sont associées a des

zones qui intégrent moins de deutérium dans 1'état complexé).

A la vue de ces résultats, il est probable que Rtt106p(65-320) ne subisse que trés peu de
réarrangement conformationnel, et que cette région 159-195 soit directement impliquée dans
la formation du complexe. Cette hypothése prend d’autant plus de sens, que 1’homologue
structural de Rtt106p(65-320) nommé Pob3, ne possédant pas 1’hélice a 159-174 et la boucle
175-182 (figure 31), n’est pas en mesure de former un complexe avec Bcdlp. Cette
observation suggere donc que la région 159-195, mise en évidence par HDX-MS, serait au

cceur de I’interaction, et plus précisément la zone 159-182.
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Figure 31. Superposition structurale de Rtt106p(65-320) (bleu et orange) avec 1’homologue structural Pob3
(vert) (PDB : 2GCJ, [56]).

3.5. Etude structurale du complexe Becd1pFL/Rtt106p(65-320) par XL-MS

Avec pour objectif de valider des points d’ancrage mis en évidence par 1’approche HDX-MS,

nous avons réalisé des expériences de pontages chimiques couplés a une analyse MS.

3.5.1. Approche utilisée

Pour ce faire, nous avons utilisé un agent chimique pontant couramment utilisé¢ dans ce type
approche : le BS3 (bis(sulfosuccinimidyl)suberate) [57]. Cet agent homo-bifonctionnel (ester
sulfo-NHS), munis d’un bras espaceur de 11.4 A, cible les acides aminés portant une amine
primaire. Un mélange équimolaire en BS3 léger (dO) et lourd (d4) a été utilisé lors de la
réaction de pontage (figure 32). Ensuite, les échantillons sont déposés sur gel 1D SDS PAGE,
les bandes d’intéréts sont réduites, alkylées et digérées a la trypsine ; puis analysées par

nanoLC-MS/MS sur le Q Exactive Plus (ThermoFischer) (figure 32 a).
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Figure 32. Représentation schématique de 1’expérience XL-MS réalisée sur le complexe Bed1pFL/Rtt106p(65-
320) (a). Red. = réduction, Alk. = alkylation, Dig. = digestion trypsique. Le panel (b) présente le gel SDS PAGE
1D réalisé apres la réaction de pontage, pour différents ratios complexe : BS3 (1:0 ; 1:2; 1:10 ; 1:50 et 1:100).

Concernant les réactions de pontages, différents ratios « complexe/BS3 » ont été testés (exces
en BS3 d0/d4 de 2, 10, 50 et 100) (figure 32 b). Les peptides pontés identifiés ont été validés
par double identification du peptide lourd et léger. Concernant I’identification des peptides
pontés, les recherches dans les bases de données ont été réalisées avec des logiciels dédiés.
Dans un premier temps, nous avons utilis¢ le logiciel p-link [58] dont I’utilisation est
largement répandue dans cette approche. Dans un second temps, nous avons testé la suite

logicielle MS Studio présentée lors de la conférence SMAP 2015 par Martial Rey [59].

3.5.2. Résultats

Si les deux logiciels nous ont permis de mettre en évidence les mémes peptides pontés
d’intéréts, le logiciel p-link nécessite de lancer une recherche en ligne de commande apres
avoir généré un fichier .mgf. Les résultats sont présentés sous forme de tableur, et nécessitent
alors un temps important de vérification. Le logiciel MS Studio permet lui de lancer une

recherche directement avec un fichier .raw, et la présentation des résultats est nettement plus
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conviviale [59]. Ainsi apres recherche dans les bases de données, nous avons pu mettre en
évidence pour les différentes conditions testées, trois peptides pontés —inter (tableau 5).

Les lysines K140 et K151 de Bedlp se trouvent pontées a la lysine K191 de Rtt106p, et la
lysine K184 de Rtt106p se trouve pontée avec la K151 de Bedl1p.

Masse Masse Ratio
N*® Peptides monoisotopique monoisotopique isotopique
théorique experimentale (d0 / d4) %

GVNCLMLPKGMaR Bedlp
~ i
1 BS3

o 88280 (2=3) 882 81 (z=3) 457 /543
KI¥QAILTGFK  Rit106p
SKWDK™  Scdip
3 - BS3 789.06(2=3) 789.07(2=3) 487 /513
NLGLLDSNVIDFEK™  Rit10sp
Sd{l.ﬂm&(_‘i Hedip
3 BS3 452 25 (z=4) 452.26(2=4) 475/525

KIS'QAILTGRK Rit106p

Tableau 5. Peptides inters Bed1p-Rtt106p identifiés par XL-MS. L’acide aminé C correspond a une cystéine
alkylée a I’iodoacétamide ; les masses monoisotopiques théoriques et expérimentales sont renseignées pour les

peptides légers (d0).

Dans notre approche expérimentale, la validation des peptides pontés se fait par une double
identification léger/lourd (figure 33 a), et les rapports isotopiques observés sont proches de
1:1 (tableau 5 et figure 33 a). L’identification des peptides est réalisée par un séquencage
MS/MS des peptides 1égers et lourds (figure 33 b).
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Figure 33. Spectres MS et MS/MS d’un peptide ponté inter Bcd1p/Rtt106p. Le spectre de masse MS (a) présente
la double distribution isotopique due au ratio d0/d4. Les spectres de masses MS/MS (b) permettent le séquengage

et I’identification des peptides pontés léger et lourd.
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Les peptides pontés —inters ici identifiés viennent apporter un ¢lément supplémentaire dans la
caractérisation structurale du complexe, et permettent d’orienter un peu plus I’interprétation
des résultats HDX-MS. Si nous observons les positions des lysines pontées, elles se trouvent
dans des régions préalablement identifiées par HDX-MS comme étant potentiellement des
zones d’interactions (figure 34 a). D’un point de vue de la structure de Rtt106p, les lysines
184 et 191, identifiées par XL-MS, se trouvent sur I’hélice a 182-195 (précédemment
identifiée en HDX-MS). Cette derniére se trouvant a proximité de I’hélice a 159-174 et de la
boucle 175-182 (figure 34 b), tend a confirmer que la zone 159-195 est impliquée dans

I’interaction avec Bed1pFL.

8)
R
” 15
BedpFL T -
4 " naal, ',K\'.l S
ot
1)
)
Rit108p (66-320| niea "‘R‘-M

5

Figure 34. Représentations schématiques des résultats XL-MS et comparaison avec les données HDX-MS. Le
panel (a) présente les protéines Bed1pFL (bleu) et Rtt106p(65-320) selon une représentation linéaire ; les zones
identifiées en HDX-MS sont colorées en orange et les lysines pontées en rouge, reliées par un trait noir. Le panel
(b) présente la position des lysines pontées de Rtt106p sur la structure cristallographique ; les zones identifiées

en HDX-MS sont colorées en orange et les lysines pontées en rouge.
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4. Conclusions

L’objectif initial de cette étude était de réaliser une caractérisation structurale la plus complete
possible du complexe Bedlp/Rtt106p pouvant intervenir dans la biogénese des snoRNPs a
boite C/D. L’association entre ces deux partenaires avait dans un premier temps été mise en
¢vidence par double hybride, toutefois aucune structure haute résolution de ce complexe n’a
pu étre déterminée par RMN ou cristallographie. De ce fait, la combinaison d’outils de MS
structurale s’est ici révélée particulierement informative :

- La MS native a permis dans un premier temps de confirmer I’interaction entre les deux
partenaires Bcd1pFL et Rtt106p(65-320).

- Les expériences d’IM-MS natives ont mis en évidence un réarrangement structural
important, di a la formation du complexe.

- Les analyses HDX-MS ont permis d’orienter les changements conformationnels sur la
protéine Bed1p, mais aussi de déterminer des zones d’interactions potentielles pour les
deux partenaires.

- Les zones 159-195 de Rtt106p et 139-158 de Bcdlp apparaissent €tre au centre de
I’interaction. Ces dernieres présentent un taux d’incorporation en deutérium moins
important dans I’état complexé. De plus ces zones sont spatialement proches de par
I’observation de peptides pontés dans ces régions.

- Pour la zone 159-195 de Rtt106, le fait qu’elle soit impliquée dans la zone
d’interaction est d’autant plus probable que 1’hélice a 159-174 et la boucle 175-182 ne
sont pas présentes chez I’homologue structural Pob3, qui n’est pas en mesure

d’interagir avec Bedlp.

Si I’objectif final était de transposer I’ensemble des résultats de MS structurale en contraintes
spatiales afin de proposer une série de modeles structuraux du complexe [17, 19], dans le
cadre de cette ¢tude, nous rencontrons plusieurs problemes. En effet, I’absence de structure
haute résolution du partenaire Bcdlp, ou d’homologue structural est un premier frein a la
proposition d’un modele [19]. De plus, les probables nombreux réarrangements
conformationnels opérant sur Bed1p amenent un degré de complexité supplémentaire.

Une stratégie possible pour pallier ce probléme, serait de combiner des agents pontants de
différentes tailles, et de comparer les peptides pontés —intra entre les formes libres des
protéines et 1’état complexé, de facon a caractériser des zones protéiques qui deviendraient

plus proches dans I’espace.
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5. Valorisation

Les travaux ici présentés on fait I’objet des communications suivantes :

Publication :

Terral G., Bragantini B., Saliou JM., Van Dorsselaer A., Manival X., Charpentier B., Cianférani S.
« Combining Native MS, IM-MS and HDX-MS for Structural Characterization of Bed1p/Rtt106p

complex involved in the box C/D snoRNPs Assembly Machinery ». Article en cours de rédaction.

Communication orale :

Terral G., Bragantini B., Saliou JM., Van Dorsselaer A., Manival X., Charpentier B., Cianférani S.
« Combining Native MS, IM-MS and HDX-MS for Structural Characterization of Bcdlp/Rtt106p
complex involved in the box C/D snoRNPs Assembly Machinery ». Congrés Frangais de

Spectrométrie de Masse et d’ Analyse Protéomique, Septembre 2015, Ajaccio, France.

Communication par affiche :

Terral G., Bragantini B., Saliou JM., Van Dorsselaer A., Manival X., Charpentier B., Cianférani S.
« Combining Native MS, IM-MS and HDX-MS for Structural Characterization of Bcd1p/Rtt106p
complex involved in the box C/D snoRNPs Assembly Machinery ». 63 ASMS Conference on Mass
Spectrometry, Juin 2015, Saint Louis (MO), Etats-Unis.

246



Partie 4 : MS structurale pour la caractérisation de snoRNPs a boites C/D _

Conclusion de cette partie

Les travaux réalisés dans cette partie se sont focalisés sur le développement de méthodes de
MS structurale, pour la caractérisation de sous-complexes impliqués dans la maturation des
snoRNPs a boite C/D. La machinerie d’assemblage de ces particules repose sur un réseau
d’interactions complexes entre différents partenaires (protéines, ARN), qu’il est important de
caractériser afin de comprendre les mécanismes cellulaires qui y sont associés.
Dans ce contexte, une étude structurale a large échelle a été entreprise, et deux objectifs
généraux ont été établis :

Caractériser les sous-complexes formés entre le co-chaperon RPAP3 et les protéines

chaperonnes Hsp70 ou Hsp90.

Caractériser le sous-complexe Bed1p/Rtt106p.

» Concernant le premier objectif, la régulation de I’activité ATPase des Hsp par RPAP3 était
démontreé, toutefois le processus d’assemblage n’était pas caractérisé.

e Dans un premier temps, le développement de méthodes de MS native a permis de
conforter les tendances des constantes de dissociation observées en RMN. Des
expériences de titrations entre les domaines individuels de la protéine RPAP3 (TPR) et
les peptides Hsp ont permis de mettre en évidence 1’affinité préférentielle du premier
TPR pour le peptide Hsp70, et du deuxiéme TPR pour les peptides Hsp90s. Ces
observations ont ensuite ¢ét¢ confirmées sur le tandem-TPR, par des expériences de
compétitions directes et indirectes.

e Finalement, la mise au point de méthodes de MS native pour des plus hauts poids
moléculaires, a permis de mettre en évidence une steechiométrie d’interaction de 2 pour 2
entre le chaperon Hsp90B et le co-chaperon RPAP3. Des mode¢les d’assemblages ont

alors pu étre €élaborés, et sont en cours de validation.

Cette premicre partie a donc permis de montrer la complémentarité de la MS native pour la
détermination de Kd, mais aussi pour la détermination de la steechiométrie d’interaction entre
les partenaires RPAP3 et Hsp90 sous sa forme entiére. En effet, la masse de ce complexe

avoisine les 230 kDa, et de ce fait, est non-compatible pour une analyse RMN.
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» Concernant le sous-complexe Bcdlp/Rtt106p, peu d’informations étaient disponibles au
début de ces travaux, sur sa fonction et sa structure. D’un point de vue fonctionnel la
protéine Rtt106p était connue pour étre un facteur de remodelage de la chromatine, alors
que l’absence de Bedlp conduisait a une chute du taux des snoRNPs a boite C/D.
Concernant les données structurales, seul le fragment 65-320 de Rtt106p était cristallisé et
I’interaction directe entre ces deux partenaires restait a prouver. Les essais de cristallisation
du complexe, ou résolution de la structure par RMN se sont révélés infructueux. Dans ce
contexte, nous avons mis en place une stratégie analytique visant a utiliser des approches
de MS structurale :

e La MS native a permis de valider I’association de ces deux partenaires, et d’¢lucider la
stoechiométrie d’interaction de 1 pour 1.

e L[’IM-MS native a permis de déterminer les CCS des partenaires individuels et du
complexe, et a ainsi permis de mettre en avant des réarrangements conformationnels suite
a I’assemblage de ces deux partenaires.

e Des zones potentielles de changement conformationnel, ainsi que des zones d’interaction
ont pu étre déterminées par HDX-MS; ces dernicres ayant été validées par la

combinaison de I’approche XL-MS.

La caractérisation du sous-complexe Bcdlp/Rtt106p a permis d’illustrer la complémentarité
de la MS structurale, alors que les techniques biophysiques les plus résolutives n’ont pas
permis d’accéder a la structure de ce dernier. Si 1I’étape de modélisation structurale s’est
révélée complexe dans ce cas, I’apport de la combinaison de techniques de MS structurale a

ici été démontré, en accédant a un niveau de caractérisation particulierement informatif.

Ces travaux ouvrent des perspectives intéressantes pour la caractérisation d’autres sous-
complexes impliqués dans la biogénese des snoRNPs a boite C/D. En effet, ’application de
cette approche multi-technique permettrait d’¢élargir la caractérisation structurale de ce réseau

d’assemblage, impliquant notamment des protéines en interaction avec des ARNS.
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Conclusion genérale

Ce travail de these s’est articulé autour de développements méthodologiques en spectrométrie
de masse structurale pour la caractérisation d’édifices multi-protéiques non-covalents.
L’implication de ces derniers dans de nombreux processus de régulation cellulaire, nécessite
de caractériser leurs réseaux d’interactions de mani¢re a expliquer les mécanismes
biologiques associés. L’introduction bibliographique de ce travail de thése a permis de
rappeler la diversité des interactions mises en jeu dans l’assemblage de ces complexes
supramoléculaires. Si a I’heure actuelle de nombreux outils biophysiques permettent
d’analyser ces systémes a différents niveaux, les techniques a résolution atomique comme la
RMN et la cristallographie ne permettent pas toujours de les caractériser. Dans la perspective
d’analyser des édifices de complexité croissante, et de pallier aux limitations des techniques
haute résolution, le concept de MS structurale a émergé. En effet, la combinaison des outils de
protéomique et de MS native génére des informations complémentaires, et permet de
caractériser des complexes non-covalents avec une résolution remarquable.

Au niveau de I’approche protéomique structurale, nous retrouvons notamment la méthode
d’échange hydrogene/deutérium couplé a la MS (HDX-MS). Cette technique différentielle
permet de déterminer des zones d’interaction, localiser des changements conformationnels, et
accede a une certaine dynamique protéique. Si le principe de cette technique a été décrit au
début des années 1950, son couplage a la MS, ainsi que les développements méthodologiques
et bio-informatiques dont elle a fait 1’objet, ont fortement contribué¢ a son essor depuis une

dizaine d’années.

Dans ce contexte, plusieurs objectifs ont été atteints au cours de ces travaux de these :

Implanter la technologie HDX-MS au laboratoire.

- Evaluer I’apport de ’HDX-MS en protéomique structurale.

- Evaluer l'apport de la MS structurale dans son ensemble pour caractériser des
complexes non-covalents réfractaires a une analyse structurale haute résolution par
DRX ou RMN.

- Développer en parallele 1’approche MS native haute résolution pour la caractérisation

d’anticorps thérapeutiques.
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Un premier objectif de ce travail de theése a ét¢ d’implanter au laboratoire I’approche HDX-
MS. A travers I’évaluation et la mise en place d’un test de performance pour ce systéme, nous
avons pu mettre en avant I’importance des optimisations expérimentales et instrumentales
pour générer des sets de données les plus complets et fiables qui soient. Si les développements
de logiciels adaptés ont facilité le retraitement des données, il semblerait désormais que, face
a la complexification croissante des systemes étudiés, 1’intégration d’outils statistiques

permettraient d’augmenter I’indice de confiance quant aux résultats proposés.

Un autre enjeu de mon travail de thése a consisté a développer des méthodologies de MS

structurale pour la caractérisation d’anticorps thérapeutiques, et de leurs complexes associés.
Un premier axe de travail a consisté, a évaluer 1’apport de la spectrométrie de masse a
haute résolution pour la caractérisation « d’Antibody Drug Conjugate ». Les résultats
obtenus ont permis de mettre en évidence 1’intérét de cette approche pour la caractérisation
d’ADCs non-covalents (brentuximab vedotin), mais aussi pour les ADCs covalents
(trastuzumab emtansine). En effet, la capacit¢ de 1’Orbitrap Exactive plus EMR a
discriminer des espéces, de masses treés proches, permet de caractériser les profils de
distribution Dn et DAR moyen avec une meilleure précision que les instruments
jusqu’alors disponibles. De plus, la résolution effective accrue de cet instrument permet
d’accéder a des précisions de mesures de masses remarquables (< 10 ppm pour le
trastuzumab emtansine, et < 40 ppm pour le brentuximab vedotin).
Le deuxieme axe de cette partie, s’est porté sur la caractérisation d’épitopes par HDX-MS.
La détermination de la zone d’interaction d’un anticorps au niveau de l’antigéne est
primordiale pour expliquer les mécanismes immunitaires engendrés, mais aussi d’un point
de vue de la propriété intellectuelle. Les techniques généralement utilisées sont
chronophages et/ou nécessitent des manipulations génétiques. Dans ce contexte, nous
avons pu mettre en avant la complémentarité de la MS native et de ’HDX-MS. En effet, la
premiére technique nous a permis de déterminer des steechiométries d’interaction
différentielles entre un méme antigene et trois anticorps différents ; alors que ’'HDX-MS a
permis de caractériser les épitopes de chacun d’eux, et expliquer ces steechiométries
particulieres. Un avantage particulier de la technique HDX-MS a ici été souligné, avec

notamment sa capacité a déterminer des épitopes conformationnels.

Le travail décrit dans cette partie ouvre des perspectives avantageuses pour la MS structurale

dans I’industrie pharmaceutique. En effet, la combinaison de la MS native et de ’HDX-MS
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est particuliérement performante pour la caractérisation d’épitopes, et se présente désormais
comme un outil de choix pour I’étude des structures quaternaires (« Higher Order structure » -
HOS) de complexes immuns. De plus, les développements méthodologiques réalisés en MS
native a haute résolution, montrent tout ’intérét de cette approche pour la détermination, en
une analyse, des profils de distribution, DARs moyens, et masses des composés avec grande
précision. Si la force de cette technique est ici démontrée, des améliorations doivent &tre
apportées au niveau des logiciels de retraitement, de manicre a ne pas discriminer les especes

de bas rapports m/z et automatiser le retraitement (calcul DAR, Dn).

Finalement, la force de la combinaison d’approches de MS structurale a été illustrée pour la
caractérisation de sous-complexes impliqués dans la biogénése des snoRNPs a boite C/D.

- Si la régulation de I’activité ATPase des protéines Hsp70 et Hsp90s par le co-chaperon
RPAP3 était connue, le mode d’assemblage de ces partenaires demeurait hypothétique. Le
développement de méthodes de MS natives spécifiques, a permis de caractériser les
affinités différentielles entre, les deux domaines TPRs de la protéine RPAP3 et les peptides
représentant les domaines de liaisons de Hsp70 et Hsp90s. De plus 1’analyse des protéines
entiéres a permis de déterminer la steechiométrie d’interaction du complexe, et de proposer
des modeles d’assemblages.

- Le dernier axe d’étude s’est porté sur la caractérisation structurale détaillée du complexe
Bcedl1p/Rtt106p. Ce dernier, pouvant faire un lien entre biogéneése des snoRNPs et
régulation de la transcription, était totalement réfractaire a une analyse par les techniques
biophysiques haute résolution. La combinaison d’approches de MS structurale (MS native,
IM-MS, HDX-MS et XL-MS) a permis d’atteindre un niveau de caractérisation structurale
notable grace a ’obtention d’informations complémentaires, comme : la stoechiométrie
d’interaction du complexe, son évolution conformationnelle, ainsi que les zones

potentielles d’interaction.

Le travail présenté¢ dans cette partiec a donc permis de développer des stratégies analytiques
complémentaires a la RMN pour la détermination de constantes de dissociation, voire
orthogonales aux techniques de biologie structurale haute résolution pour la caractérisation

structurale détaillée de complexes protéiques non-covalents.

En conclusion, ce travail de thése s’est porté sur 1’apport de la MS structurale, et plus

particuliecrement de I’HDX-MS pour la caractérisation de complexes non-covalents
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réfractaires a une analyse par les techniques biophysiques a haute résolution. L’évaluation du
systeme implanté au laboratoire, associ¢ a des optimisations expérimentales et instrumentales
ont constitué le coeur de ce travail de theése. Les développements méthodologiques spécifiques
réalisés au cours de ces travaux, ont montré de nombreuses perspectives pour la
caractérisation de HOS, en répondant notamment a des problématiques biologiques
particuliéres.

D’un point de vue plus général, les systtmes HDX-MS aujourd’hui commercialisés sont
fonctionnels et relativement robustes. Toutefois nous avons pu constater, comme il est décrit
dans ce manuscrit, qu’il est nécessaire d’y apporter un entretien régulier. La nature diverse
des échantillons analysables, 1’automatisation de leur préparation, la mise sous contrdle précis
de la température du systéeme et le développement d’outils de retraitement semi-automatisés
ont constitué¢ des points cruciaux dans I’essor de cette technique. Si ces développements ont
considérablement réduit les temps d’expériences (analyse + retraitement), il n’en demeure pas
moins que chaque complexe protéique nécessite une optimisation expérimentale particuliere.
Cette technique s’inscrit donc dans une approche a moyen débit. Dans un but d’augmenter la
vitesse de retraitement mais aussi le degré de confiance quant aux résultats générés,
I’utilisation de traitements statistiques devraient y contribuer. En effet, avec un nombre trés
important de données (plusieurs conditions, temps d’incubations, états de charge),
I’application de tests statistiques permettrait de valider une différence d’incorporation
significative avec plus de streté.

Si PHDX-MS ne peut prétendre atteindre des résolutions atomiques, plusieurs approches
peuvent étre envisagées pour augmenter la résolution des résultats, ces derniers se situant
généralement a une échelle peptidique. Dans cette quéte de résolution améliorée, la
combinaison de plusieurs protéases acides permettrait d’affiner cette résolution. Cette
approche nécessitera cependant, une diversification de 1’offre commerciale de ce type
d’enzymes immobilisées. Les méthodes de fragmentation ETD constituent un autre moyen
d’améliorer la précision des zones impactées, avec une résolution située au niveau de ’acide
aminé, et devraient désormais étre envisagées de facon plus systématique.

La MS structurale constitue désormais une solution alternative pour contourner les problémes
rencontrés en RMN ou DRX, toutefois il serait bénéfique d’introduire ce type d’approche des
le début d’un projet et de la caractérisation structurale d’un complexe. En effet, la
combinaison de techniques de MS structurale se révele particulierement informative et permet
de caractériser des systemes de natures trés diverses. Ceci est notamment illustré dans ce

travail de these, avec le succeés de la caractérisation de complexes immuns, ou du complexe
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Bedlp/Rtt106p. Désormais avec le développement d’outils bio-informatiques dédiés, il
devient possible de transposer I’ensemble des données de MS structurale en contraintes
spatiales pour la proposition de modeles structuraux. Néanmoins, cette approche est encore
limitée a certains laboratoires spécialisés ; et sa démocratisation passera par le développement
de plateformes bio-informatiques plus intuitives.

Toutefois, les efforts qui y sont actuellement apportés, couplés aux développements
méthodologiques et instrumentaux continus, font que 1’approche MS structurale prend, et

prendra une place de plus en plus importante en biologie structurale.
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Partie expérimentale

Cette partie décrit les conditions de préparation et d’analyses des différents échantillons
utilisés au cours de ces travaux de these.

Les concentrations des protéines ont été mesurées par lecture d’absorbance a 280 nm sur un
spectrophotométre (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Les coefficients d’extinction
molaires ont été¢ déterminés a partir des séquences théoriques et du logiciel Protparam

(Expasy). Enfin la concentration est déterminée par application de la loi de Beer-Lambert [1].

1) Caractérisation des « Antibody Drug Conjugates » (partie 3 chapitre 1)

Masse
Protéine moléculaire | Tampon d’échange
théorique (Da)

Technique

. Séquence en acides aminés
d’échange

Chaine légére :

DIQMTQSPSSLSAS VGDRVTITCRAS QDVNTAVAWYQQKP GKAPK
LLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHY
TTPPTFGQGTKVEKRTVAAP S VFIFP P S DEQLKS GTAS VVCLLNNF

YPREAKVQWKVDNALQS GNSQES VTEQDSKDS TYSLS S TLTLS KA
DYEKHKVYACEVTHQGLS SP VTKS FNRGEC

148056.2 Chaine lourde :

(DARO, EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFNIKKDTYHWVRQAP GKGLE
GOF/GOF) WVARIYP TNGYTRYADS VKGRETIS ADTS KNTAYLQMNS LRAEDTAV
YYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPS VFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEP VIVS WNSGALTS GVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP SNTKVDKKVEP KS CDKTHT
CPPCPAPELLGGPS VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS HEDP E
VKFNWYVDG VEVHNAKTKP REEQYNS TYRVVS VLTVLHQ DWLNGK
EYKCKVSNKALP AP IEKTIS KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS

Scy cles de LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP VLDS DGSFFLYSKLT
dessalage par | VDKSRWQQGNVFS CS VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

trastuzumab
emtansine

AcONH, 150mM
pH7.5

ultrafiltration
(Vivaspin, MWCO Chaine légére :
— 30kDa) DIVLTQS P ASLAVS LGQRATIS CKAS QS VDFDGDS YMNWYQQKP G
QPPKVLIYAASNLES GIP ARFSGS GS GTDFTLNIHP VEEEDAATYYCQ
QSNEDP WTFGGGTKLEIKRTVAAP S VFIFPPSDEQLKS GTAS VVCLL
NNFYPREAKVQWKVDNALQS GNSQES VTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLS SP VTKS FNRGEC

. 148079.7 Chaine lourde :
brentuximab (DARO QIQLQQSGPEVVKP GAS VKIS CKASGYTFTDYYITWVKQKP GQGLE
vedotin i WIGWIYP GS GNTKYNEKFKGKATLTVDTS S S TAFMQLS S LTS EDTAV
GOF/GOF) YFCANYGNYWFAYWGQGTQVTVS AAS TKGPS VFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEP VTVS WNS GALTS GVHTFP AVLQS SGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP SNTKVDKKVEPKS CDKTHTCP P
CP APELLGGP S VFLFPPKPKDTLMIS RTP EVTCVVVDVS HEDP EVKF
NWYVDGVEVHNAKTKP REEQYNS TYRVVS VLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALP AP [EKTIS KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWES NGQP ENNYKTTP P VLDS DGS FFLYS KLTVD
KSRWQQGNVFS CS VMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Les échantillons sont infusés sur le :
- Synapt G2 HDMS (Waters) :
o brentuximab vedotin = V¢ : 80 V, Trap et Transfer CE : 20 et 10 V, Pi : 6 mbar.
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o trastuzumab emtansine (= 10 mM imidazole) = V¢ : 180 V, Trap et Transfer CE : 20
et 10 V, Pi: 6 mbar
- Exactive Plus EMR (ThermoScientific) :
o brentuximab vedotin = CID : 75 eV, CE : 0 eV, injection-inter-bent flatapdles : 8-7-
6V, Punv: 7, Room : 35000.
o trastuzumab emtansine = CID : 75 eV, CE : 0 eV, injection-inter-bent flatapdles : 8-
7-6 V, Puny : 7, Rpom : 35000

2) Caractérisation complexe antigéne/anticorps (partie 3 chapitre 2)

Les séquences des mAbs et antigéne sont confidentielles.

= MS native

Les fragments Fabs ont ¢ét¢ générés selon la procédure décrite dans Beck et al, [2].
L’antigéne-A (Ag-A) a été dessalé par 2 cycles de filtration sur gel par gravitation (NAP-5),
et les fragments Fabs par 2 cycles filtration sur gel par centrifugation (Zeba). Les
steechiométries d’interactions sont déterminées en incubant 5 uM d’antigene-A avec 1, 2, 4 et
6 équivalents en Fabs. Les échantillons ont ensuite été analysés sur le Synapt G2 HDMS

(Waters) (Ve : 120 V, Trap et Transfer CE : 10 et 30 V, Pi : 6 mbar).

= Expériences HDX-MS

L’Ag-A et les complexes Ag-A/mAbl, Ag-A/mAb2 (ratio molaire 2 : 1) et Ag-A/mAb3 (ratio
1:1.5), sont dilués 20 fois avec un tampon d'équilibration (phosphate de potassium 10 mM,
pH 7.0), ou deutéré (phosphate de potassium 10 mM, pD 7.0). Apres dilution, les échantillons
ont été incubés a 20 °© C pour plusieurs temps d’incubation (0 s pour les expériences non
deutérées et 30 s, 2, 10, 30 et 60 minutes pour les expériences deutérées), puis « quenchés »
en ajoutant un volume égal de tampon de « quench » (100 mM phosphate de potassium, 100
mM TCEP, 2M GndHCI, pH 2.4) a 1°C pendant 30 s. Les échantillons (100 pmol) ont été
digérés a 20°C, sur cartouche de pepsine immobilisée pendant 3 min dans une solution
aqueuse acide (H,O, HCOOH 0,1%) a un débit de 200 pL/min.

Les peptides digérés ont été¢ piégés et dessalées sur pré-colonne UPLC (ACQUITY UPLC
BEH C18 VanGuard pré-colonne, 2.1 mm de diamétre x 5 mm, diamétre de particule 1.7uM,
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Waters) et séparés sur une colonne UPLC (ACQUITY UPLC BEH C18 1.0 mm ID x 100
mm, diamétre de particule 1.7uM, Waters) a 0°C. L’¢lution est réalisée en appliquant un
gradient de solvant A (H,O, HCOOH 0,1%) et de solvant B (ACN, HCOOH 0,1%) [2% a
40% de B (7 min), 40% -85% de B (0,5 min) et 85% de B (1 min)] a un débit de 40 uL/min.
Les analyses ont été effectuées sur un Synapt G2 HDMS (Waters) en utilisant la GFP comme
¢talonnage interne. Le séquencage des peptides a été réalisé par acquisition MSF en alternant
des scans (0.3 s) basse (Trap CE: 4 eV) et haute énergic (Trap CE: 15240 eV).
L’identification des ions fragments a ¢été réalisée avec ProteinLynxGlobalServer 2.5.2
(Waters) avec une tolérance automatique sur le précurseur et les fragments. Le logiciel
Dynamx 3.0 (Waters) permet ensuite de valider les peptides identifiés et de calculer le taux
d’incorporation en deutérium. La validation est réalisée en retenant uniquement les peptides

identifiés dans les 3 réplicats, avec un nombre minimum de fragment par acide aminé de 0.3.

3) Caractérisation des complexes RPAP3/Hsp70, Hsp90 (partie 4 chapitre 1)

Masse

. . , Technique . . .,
Protéine moléculaire | Tampon d’échange . h Séquence en acides aminés
o d’échange
théorique (Da)
GPHMALVLKEKGNKYFKQGKYDEAIDCYTKGMDADP YNP VLP TNR
RPAP3 (133-255)
TPRI 14467,4 AS AYFRLKKFAVAES DCNLAVALNRS YTKAYS RRGAARFALQKLEE
AKKDYERVLELEP NNFEATNELRKISQALASKENSY
RPAP3 (133-255) 2 cycles de GPHMQAIS EKDRGNGFFKEGKYERAIECYTRGIAADGANALLP ANRA
TPRI 13346,2 dessalage sur | MAYLKIQKYEEAEKDCTQAILLDGS YSKAFARRGTARTFLGKLNEAK
. QDFETVLLLEP GNKQAVTELS KIKKK
colonne de filtration
sur gel GPHMALVLKEKGNKYFKQGKYDEAIDCYTKGMDADP YNP VLP TNR
(Zeba 0.5 mL) Q

AS AYFRLKKFAVAES DCNLAVALNRS YTKAYSRRGAARFALQKLEE
AKKDYERVLELEPNNFEATNELRKIS QALAS KENS YPKEADIVIKS TEG
RPAP3 (133-396) 30223.3 ERKQIEAQQNKQQAIS EKDRGNGFFKEGKYERAIECYTRGIAADG AN
ALLP ANRAMAYLKIQKYEEAEKDCTQAILLDGS YS KAFARRGTARTF
LGKLNEAKQDFETVLLLEP GNKQAVTELS KIKKK

Peptide Hsp70 945.9 - SGPTIEEVD
Peptide Hsp90a 1081,1 - DTS RMEEVD
Peptide Hsp90p 1051 - DAS RMEEVD

MAKAAAIGIDLG TTYS CVG VFQHGKVEIANDQGNRTTP S YVAFTDTE
RLIGDAAKNQVALNP QNTVFDAKRLIGRKFGDP VVQS DMKHWP FQV
INDGDKP KVQVS YKGETKAFYP EEIS S MVLTKMKEIAEAYLG YP VTN
AVITVP AYFNDS QRQATKDAG VIAGLNVLRINEP TAAAIAYGLDRTGK
GERNVLIFDLGGGTFDVS ILTIDDGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRLVN
HF VEEFKRKHKKDIS QNKRAVRRLRTACERAKRTLS S S TQAS LEIDS L
FEGIDFYTS ITRARFEELCS DLFRS TLEP VEKALRDAKLDKAQIHDLVL
Hsp70 70052,2 VGGS TRIPKVQKLLQDFFNGRDLNKS INP DEAVAYGAAVQAAILMGD
KS ENVQDLLLLDVAP LS LGLETAGG VMTALIKRNS TIP TKQTQIFTTY
SDNQP GVLIQVYEGERAMTKDNNLLGRFELS GIP P APRG VP QIEVTF
AcONH, 150mM DIDANGILNVTATDKS TGKANKITITNDKGRLS KEEEERMVQEAEKYKA
pH7.5 EDEVQRERVS AKNALES YAFNMKS AVEDEGLKGKIS EADKKKVLDK
CQEVIS WLDANTLAEKDEFEHKRKELEQVCNP IS GLYQGAGGP GPG
GFGAQGPKGGSGSGPTIEEVD
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MGS S HHHHHHS S GENLYFQGHMAS LEVLFQGP MP EETQTQDQP M
EEEEVETFAFQAEIAQLMS LINTFYS NKEIFLRELIS NS S DALDKIR YES
LTDP S KLDS GKELHNLIP NKQDRTLTIVDTGIGMTKADLINNLG TIAKS
GTKAFMEALQAG ADIS MIGQFGVGFYS AYLVAEKVTVITKHNDDEQY
AWES S AGGS FTVRTDTGEP MGRGTKVILHLKEDQTEYLEERRIKEIVK
KHS QFIG YP ITLFVEKER DKEVS DDEAEEKEDKEEEKEKEEKES EDKP E
2 cycles de [EDVG S DEEEEKKDG DKKKKKKIKEK YIDQ EELNKTKP IWTRNP DDITN
Hsp90a 28238.6 dessalage sur  |EEYGEFYKS LTNDWEDHLAVKHFS VEGQLEFRALLFVP RRAPFDLFE
’ colonne de filtration | NRKKKNNIKLYVRRVFIMDNCEELIP EYLNFIRG VVDS EDLP LNIS REML
QQSKILKVRKNLVKKCLELFTELAEDKENYKKFYEQFS KNIKLGHED
SQNRKKLS ELLRYYTS AS GDEMVS LKDYCTRMKENQKHIYYITGETK
DQVANS AFVERLRKHGLEVIYMIEP IDEYCVQQLKEFEGKTLVS VTKE
GLELP EDEEEKKKQEEKKTKFENLCKIMKDILEKKVEKVVVS NRLVTS
P CCIVTS TYG WTANMERIMKAQALRDNS TMG YMAAKKHLEINP DHS I
ETLRQKAEADKNDKS VKDLVILLYETALLS S GFS LEDP QTHANRIYRM
IKLGLGIDEDDP TADDTS AAVTEEMP P LEGDDDTS RMEEVD

sur gel
(Zeba 0.5 mL)

MRGS HHHHHHGMAS MP EEVHHGEEEVETFAFQAEIAQLMS LINTFY
SNKEIFLRELIS NAS DALDKIRYES LTDP S KLDS GKELKIDIP NP QERTL
TLVDTGIGMTKADLINNLGTIAKS GTKAFMEALQAGADISMIGQFGVG
FYSAYLVAEKVVVITKHNDDEQ YAWES SAGGSFTVRADHGEPIGRG
TKVILHLKEDQTEYLEERRVKEVVKKHS QFIGYP ITLYLEKEREKEIS DD
EAEEEKGEKEEEDKDDEEKP KIEDVG S DEEDDS G KDKKKKTKKIKEKY
IDQEELNKTKP IWTRNP DDITQEEYGEF YKS LTNDWEDHLAVKHFS VE
Hsp90 84864.9 GQLEFRALLFIP RRAP FDLFENKKKKNNIKLYVRRVFIMDS CDELIP EY

spo0p ? LNFIRGVVDS EDLP LNISREMLQQS KILKVIRKNIVKKCLELFS ELAEDK
ENYKKFYEAFSKNLKLGIHEDS TNRRRLS ELLRYHTS QS GDEMTS LS
EYVSRMKETQKSIYYITGES KEQVANS AFVERVRKRGFEVVYMTEP ID
EYCVQQLKEFDGKS LVS VTKEGLELP EDEEEKKKMEES KAKFENLCK
LMKEILDKKVEKVTISNRLVS SPCCIVTS TYGWTANMERIMKAQALRD
NS TMG YMMAKKHLEINP DHP IVETLRQKAEADKNDKAVKDLVVLLFE
TALLS S GFSLEDP QTHS NRIYRMIKLGLGIDEDEVAAEEP NAAVP DEIP
PLEGDEDASRMEEVD

La concentration des peptides est déterminée par une mesure de I’absorbance a 205 nm [3].

= Expériences d’affinité

Les expériences de détermination de K4, de compétitions directes et indirectes ont été

réalisées sur un LCT (Waters) (Vc : 90 V, Pi : 6 mbar).
= Steechiométrie d’interaction avec les protéines entieres
Les déterminations de stoechiométries d’interaction entre le tandem RPAP3 et les formes

entiéres des protéines Hsp ont été réalisées en infusant les échantillons sur le Synapt G2

HDMS (Waters) (Vc : 180 V, Pi : 6 mbar)
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4) Caractérisation du complexe Bed1pFL/Rtt106p(65-320) (partie 4 chapitre 2)

Masse .
L. , . . Technique , . .
Protéine moléculaire | Tampon d’échange déchan Séquence en acides aminés
théorique (Da) il

GPHMAVLCGVCGIKEFKYKCPRCLVQTCS LECSKKHKTRDNCSGQT
HDPKEYIS SEALKQADDDKHERNAYVQRDYNYLTQLKRMVHVQKM
DARMKNKRVLGP VGGHNS NFKKRRYDIDEDDRDS TECQRIRRG VNC
LMLP KGMQR NRS KWDKTMDLF E PMQEKGEKKELF

BedIpFL 426250 GMQRS SQNRS KWDKTMDLFVWS VEWILCP MQEKG

2 cycles de KHVS HRKETDFLVQGMGKNVFQKCCEFYRLAGTS S CIEGEDGS ETK
dessalage sur  |EERTQILQKS GLKFYTKTFP YNTTHIMDS KKLVELAHEKCIGELLKNTT
AcONH, 150mM colonne de filtration | YIEFP TIFVAMTEADLP EGYEVLHQEP RP LEHTS TLNKFIDNAREEEDA

pH7.5 cur gel EEDS QP TEEP VQKETQDAS DS DS DS DDDYNP GLS MDFLTA

(Zeba 0.5 mL)

GPHMDEIS ETNTIFKLEG VS VLS PLRKKLDLVFYLSNVDGS P VITLLK
GNDRELS IYQLNKNIKMAS FLP VP EKP NLIYLFMTYTS CEDNKFS EP V
VMTLNKENTLNQFKNLGLLDS NVTDFEKCVEYIRKQAILTGFKISNP F

VNS TLVDTDAEKINS FHLQCHRGTKEGTLYFLP DHIFGFKKP ILLFDA
SDIESITYS SITRLTFNAS LVTKDG EKYEFS MIDQ TEYAKIDDY VKRKQ

MKDKS MS EELKAKS KSKG

Rtt106(65-320) 29694,1

L’ensemble des expériences de MS native, IM-MS native et HDX-MS ont été réalisées sur le

Synapt G2 HDMS (Waters).

= MS native 2 Vc: 120V, Pi : 6 mbar.
= IM-MS native = Vc: 100 V, Pi: 6 mbar, Trap et Transfer CE : 4 et 2 V, Trap Bias :
44.5 V, Que/Qnz : 105/25 mL/min, WH : 40 V, WV : 1053 m/s.

= HDX-MS :
Les espéces individuelles et le complexe Bed1pFL/Rtt106p(65-320) ont été analysés dans les
mémes conditions expérimentales, instrumentales et bio-informatiques que dans la partie
expérimentale 2 — détermination d’épitopes.

= XL-MS:
L'agent de pontage chimique utilisé, était un mélange équimolaire de BS3 Iéger (d0) et lourd
(d4). Pour les réactions de pontage, 3 ratios « complexe : BS3 d0/d4 » ont été testés : 1: 0
(contrdle), 1: 10, 1: 50 et 1 : 100, pour une concentration finale en complexe de 40 uM. La
réaction a lieu pendant 1 h a température ambiante, puis est stoppée par addition de 1.05 pL
d'une solution de bicarbonate d'ammonium a 400 mM. Les échantillons ont ensuite été
déposés et séparés sur un gel SDS-PAGE acrylamide 10%.
Les bandes correspondant au complexe ponté ont été¢ découpées, et soumises a une procédure
de digestion in gel. Les bandes de gel ont été décolorées trois fois par ajout de 100 pL d’une
solution 50/50 de bicarbonate d'ammonium 25 mM/acétonitrile. Ensuite, les bandes ont été
déshydratées par ajout de 50ulL d’acétonitrile. Les protéines sont ensuite réduites par
l'addition de 50 uL de DTT a 10 mM pendant 30 min a 60 ° C, puis alkylées par 1’ajout de 50
uL d’iodoacétamide a 55 mM pendant 20 min a température ambiante dans le noir. Les

bandes ont ensuite été lavées 3 fois avec un mélange 50/50 de bicarbonate d'ammonium 25
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mM/acétonitrile. Elles sont enfin déshydratées 3 fois avec 50 uL d’acétonitrile, et stockées a -
20°C.

Les protéines sont ensuite digérées, une nuit a 37°C, par 'addition de 25 puL de trypsine a 4
ng/uL dans 25 mM de bicarbonate d'ammonium. Les peptides trypsiques ont été extraits deux
fois: 1) avec 40 puL d’une solution 40/60/0.1 H,O/ACN/HCOOH pendant 1 h, puis avec ii) 40
pL d'ACN pendant 1 h. Les extraits recueillis ont été regroupés et I'exces d'ACN a été évaporé
sous vide avec un SpeedVac (Thermo Scientific). Tous les peptides extraits ont été rassemblés
par condition dans un puits, a nouveau évaporés sous vide, a un volume final de 57ul.

Le systéme nanoL.C était composé d’une colonne C18 ACQUITY UPLC BEH130 (250 mm x
75 uM, diametre de particule 1.7 uM, Waters) et d’une pré-colonne Symmetry C18 (20 mm x
180 um, diameétre de particule 5 um, Waters). 2 ul (soit environ 750 ng) ont été chargés sur la
colonne d'enrichissement pendant 5 minutes a 5 pL/min avec 99% de solvant A (H-O,
HCOOH 0.1%) et de 1% de solvant B (ACN, HCOOH 0.1%). L'¢lution des peptides a été
effectuée a un débit de 450ul/min avec un gradient linéaire de 1 a 35% de solvant B en 79
min. Les analyses par spectrométrie de masse ont été réalisées sur un Obitrap Q-Exactive Plus
(Thermo Scientific), utilisant un mode d’acquisition DDA, avec une alternance de scan MS
(50 ms/scan de 300 a 1800 m/z, a une résolution de 70000) et MS/MS (100ms/scan de 200 a
2200 m/z, a une résolution de 17500) top 10. Les identifications des peptides pontés ont été
réalisées grace aux logiciels p-Link et M Studio avec une tolérance de 10 ppm sur les
précurseurs et fragments. Les peptides sont validés s’ils sont uniquement observés dans un

ratio léger/lourd.
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Annexe 1

Définitions de la résolution en masse et en mobilité ionique

1) Résolution d’un analyseur de masse

La résolution se traduit par la capacité de I’analyseur a séparer des ions ayant une faible
différence de masse. Elle peut alors étre définie comme le rapport entre la valeur de m/z et la
largeur du pic (dn/,) mesurée a 50% de sa hauteur (FWHM : « full width half maximum »)

(figure 1).
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Figure 1. Détermination de la résolution a mi-hauteur d’un analyseur. (a) calcul de la résolution FWHM. (b)

Simulation de I’état de charge 20+ de la myoglobine de cceur de cheval a différentes résolutions (adapté de [4]).

2) Résolution d’une cellule IM

La résolution d’une cellule IM peut étre assimilée a sa capacité a pouvoir séparer deux
analytes de conformations trés proches (pouvoir séparateur Rs). Le pouvoir séparateur Rs est
¢tabli selon la relation suivante [5] :

td hoto — ta apo
Atd holo + Atd apo

Ou : tq4 fait référence au temps de dérive de 1’ion, et Aty la largeur du mobilogramme a 50% de

la hauteur du pic (figure 2).

268



100

apo oo

Ato Atoilulo

apo

Temps de dénve tz (ms)

Amexes |

Figure 2. Représentation des grandeurs ty et Aty utilisées pour le calcul du pouvoir séparateur Rs en mobilité

ionique (adaptée a partir de [5]).
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Annexe 2

IM-MS native : explication détaillée de la mesure du temps de dérive

et des calculs de CCS.

1) Correction du temps de dérive

Le couplage entre mobilité ionique et spectrométrie de masse permet de caractériser de fagon
simultanée le temps de passage des ions dans la cellule IMS, ainsi que les rapports m/z des
ions analysés. Cette synchronisation est possible grace aux échelles de temps compatibles
entre les deux approches. Pour le Synapt G2 HDMS (Waters), un cycle d’analyse de la cellule
IMS est compris entre 5 et 40 ms, alors que le temps de cycle de ’analyseur TOF a une durée
de 30 2 200 ps . Ainsi pour cet instrument, 200 cycles d’analyse TOF sont réalisés durant un
cycle d’analyse IMS (figure 3). Si I"obtention du rapport m/z est réalisée par simple mesure
du temps de vol, la détermination du temps de dérive tq est réalisée par multiplication de la
durée d’un cycle TOF avec le nombre de cycles TOF réalisés depuis 1’injection des ions dans
la cellule IMS. Ainsi le temps de dérive tq4 d’un ion détecté dans un spectre de masse associé

iéme

aun"  cycle TOF sera calculé de la maniére suivante (équation 1) :

tg =n X trop (1)

ou tp est le temps de dérive, n le numéro du cycle TOF dans lequel est détecté ’ion, et tror la

durée du cycle TOF.

Lorsque le cycle IMS se termine, aprés le 200°™ cycle d’analyse TOF, un nouveau paquet

d’ion est injecté dans la cellule IMS, et le comptage des cycles TOF est réinitialisé (figure 1).

Cycle TOF
ffre== 30-200 s}

N 1 s 1 I I -
K og o ow ho@ oA éf:;. & " ~ f B w B @ A & cycles TOF
_ Cycle IMS (15 = 200 < 1:5- =540 ms) _ CydelMS (lys = 200 tge = 540 ms)

Figure 3. Représentation schématique de la synchronisation entre cycles d’analyses IMS et cycles d’analyse

TOF.
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Toutefois, la valeur de temps de dérive ty mesurée, fait référence au temps mis par les ions
pour aller de I’entrée de la cellule IMS jusqu’au détecteur de I’analyseur TOF. Pour remonter
aux CCS a partir du temps de passage dans la cellule IMS, il conviendra donc de retirer au tq
le temps mis par les ions pour traverser la cellule « Transfer », les lentilles de transmission et
I’analyseur TOF, de manicre a aboutir a un temps corrigé ty- reflétant uniquement le temps de

passage des ions dans la cellule IMS [6]:

- Le temps de passage des ions dans la cellule « Transfer » (tyansfer) : ce dernier est
directement reli¢ a la vitesse de la vague « WV Transfer » (en I’absence de phénomenes de

«roll over »), et a la longueur de ce guide d’ions (Lianster = 10 cm), selon 1’équation 2 :

_ Ltransfer 2)

t =
transfer WVtransfer

- Le temps de passage entre la sortie du bloc « Transfer » et le « pusher » (tiansfer-pusher) : C€
dernier dépend du rapport m/z et d’une constante instrumentale c, variant selon la gamme
de masse ¢étudiée. Elle est égale a 1.41 pour une gamme de masse inférieure a 5000 Th, et

de 1.57 pour une gamme supérieure [7] ; et permet de définir I’équation 3 suivante :

Jym/z
ttransfer—pusher = € X 1000 €)

- Le temps de vol dans ’analyseur (trop): ce dernier est proportionnel a la racine carrée de

son rapport m/z, et est défini selon 1’équation 4 :

m/z

1000 (4)

tTOF == 0044 X

2) Courbe d’étalonnage

Dans une cellule IM de type DTIMS, la mobilité d’un ion (K, exprimée en m>.V'.s™) est
définie selon le rapport entre sa vitesse dans la cellule (v4 m.s™) et le champ électrique (E,
V.m™). La vitesse v4 pouvant étre déterminée a partir du temps de dérive corrigé (tg’, s) et de

la longueur de la cellule IM (L, m), I’équation 5 peut étre établie :
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La valeur de mobilité ionique K est ensuite normalisée en fonction des valeurs de température
(7, en Kelvin) et de pression (P, en Torr) standards, pour étre rapportée sous le terme de
mobilité réduite K (équation 6) :

P 273.15 L P 273.15

P T
K=K X— X 2 =K X— X = X — X (6)
Py T 760 T Extgr 760 T

L’¢équation de Mason-Schamp permet ensuite de déterminer une CCS a partir de la mobilité
réduite K, (équation 7) [8]. La mobilité réduite de I’ion est reliée a : la charge de 1’¢lectron (e
=1,6.10" C), la constante de Boltzmann (k, = 1,38.10% JX™), la température de la cellule
IM (7, en K), la densité de nombre (N, m> ), la masse molaire du gaz utilisé (M,,-, kg.mol'l),
la masse molaire de 1’ion (M,,, kg.mol™), ainsi que sa charge (z), et sa section efficace (Q,

m’) :

KO=3xeXZX\/2nX(1+1)X% o

16N kyT Mgaz = Mion

Ainsi, en combinant 1’équation 6 et 7, il est possible d’établir une relation pour la CCS (Q)
(équation 8), dans laquelle les seules grandeurs variables sont la charge de I’ion (z), sa masse
(My), ainsi que son temps de dérive (#;°). Tous les autres parametres sont des constantes (e,
ky, ), ou des parametres instrumentaux fixes (N, T, P, Mg, L, E) :

3e T 760 2T 1 1 ZXtq!¥XE
Q=-—x X = [= X + x —2 (8)
16N = 273.15 P | kpT Mgaz  Mion L

La cellule TWIMS utilisée au cours de ces travaux de thése ne permet pas d’appliquer
directement la relation (8). En effet, le champ électrique n’y est pas constant et la distance
parcourue par les ions ne peut étre déterminée. Par conséquent, une étape d’étalonnage doit
étre réalisée en utilisation des molécules dont les CCS sont connues. Ces droites d’étalonnage
sont €tablies a partir de différentes étapes de calcul.

Dans un premier temps, en considérant N, 7 et P constants pour la mesure de I’analyte et des

étalons, I’équation de Mason-Schamp est exprimée a partir de 2°, définie par I’équation (9) :

Q tq'¥XE
Q = =A x4 (9)
ZX [ e L
Mgaz Mion
¥ _ 3e T 760 [2m
O : A=tn X m X P Jgr (10
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Ainsi, a partir de I’équation (9) et des temps de dérive (z;") des ions étalons, il est possible
d’établir une relation de type Q’= f (t4°), ajustable par une fonction de type puissance
[9] (équation 11) :

Q' =axty? (11

D’ou : In(Q") =In(a) + b XIn(ty) (12)

L’équation (12) permet alors d’établir un graphique, et de déterminer les parametres
mathématique a et b; ou a correspond a un facteur correctif de la température, et b a un
facteur correctif de la non linéarité de la cellule TWIMS.

La détermination de ces paramétres permet alors d’obtenir une droite d’étalonnage en
combinant les équations (11) et (9) :

O=ax td” (13)

1 1
Avec : t”=tb><z><\/< -+ )
d ar Mgaz Mion

A partir de I’équation (13), et en connaissant la masse, la charge et le temps de dérive d’un

ion, il est alors possible d’en déterminer la CCS.
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ABSTRACT

Antibody drug conjugates (ADCs) are highly cytotoxic drugs covalently attached via conditionally
stable linkers to monoclonal antibodies (mAbs) and are among the most promising next-
generation empowered biologics for cancer treatment. ADCs are more complex than naked
mAbs, as the heterogeneity of the conjugates adds to the inherent microvariability of the
biomolecules. The development and optimization of ADCs rely on improving their analytical
and bioanalytical characterization by assessing several critical quality attributes, namely the
distribution and position of the drug, the amount of naked antibody, the average drug to
antibody ratio, and the residual drug-linker and related product proportions. Here brentuximab
vedotin (Adcetris®) and trastuzumab emtansine (Kadcyla®), the first and gold-standard hinge-
cysteine and lysine drug conjugates, respectively, were chosen to develop new mass spectro-
metry (MS) methods and to improve multiple-level structural assessment protocols.

Introduction

With advances in protein engineering technologies,
monoclonal antibodies (mAbs) and their derivatives
have emerged as the largest drug class in human ther-
apeutics [1]. More than 60 antibody-based pharmaceuti-
cals, such as antibody-drug-conjugates (ADCs), radio-
immunoconjugates, bispecific antibodies, Fab fragments,
Fc-fusion proteins, and peptides, have already been
approved to treat cancer, autoimmune diseases, and,
more recently, to lower cholesterol levels [2]. More than
50 others are under phase Ill clinical trials,[3] with an
approval rate (~20%) that compares favorably with that
of other new chemical entities (~5%). The success of
mAbs stems from their unique properties, namely their
high specificity and affinity (in the nM to pM range), their
long circulating half-lives (up to 20 days), and their ability
to induce immune cell effector response. For oncology
therapy, however, first-generation mAbs are often ineffi-
cient or face resistance. To overcome these limitations,
several families of armed antibodies are emerging -
including radio-immunoconjugates,[4] ADCs,[5] immuno-
toxins,[6] and immunocytokines,[7] among which ADCs
have so far proved to be the most successful, with two
drugs already on the market. Brentuximab vedotin (BV,
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marketed as Adcetris® by Seattle Genetics/Takeda) is
indicated for the treatment of hematological malignan-
cies (Hodgkin’s lymphoma and systemic anaplastic large-
cell lymphoma), while trastuzumab emtansine (T-DM1,
marketed as Kadcyla® by Genentech/Roche) has been
approved for the treatment of breast cancer patients
resistant to human epidermal growth factor receptor 2
(HER2) [8,9]. The ADCs in development target a wide
range of cancers [10,11]. Many of these new compounds
have emerged from a better understanding of structure-
function relationships, which have mainly been achieved
thanks to state-of-the art mass spectrometry (MS) meth-
ods [12,13] in combination with lessons learned from
pharmaceutical and clinical developments. An example
of this process is Mylotarg® (gemtuzumab ozogamicin),
which, in 2000, became the first ADC to be approved by
the US FDA but was then withdrawn by the sponsor in
2010. One of the motivations for its withdrawal was its
poor chemistry, manufacturing and controls (CMC) char-
acteristics, chiefly the presence of ~50% unconjugated
mAbs competing with the ADC for antigen recognition
and cell internalization [14-16]. This has been corrected
for inotuzumab ozogamicin, another ADC from the same
family, currently in clinical phase Ill, whose production
process ensures the removal of naked antibodies.
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The present review aims to draw an exhaustive pic-
ture of MS-based methodologies available for the char-
acterization of ADCs at different levels, those of the
intact conjugated protein, subunits thereof, peptides,
and free drug-linker and related products (the top,
middle, bottom, and drug-linker levels, respectively). A
particular focus will be on MS approaches that allow
ADCs to be analyzed in near-native conditions and
provide an assessment of their higher-order structures.

ADC architecture

ADCs (~154 kDa) consist of a recombinant mAb
(~148 kDa) covalently attached by a synthetic linker
to a highly cytotoxic agent (0.3-1.5 kDa) [17]. The
three structural components of an ADC are
(Figure 1): (i) an antibody, which specifically recog-
nizes cancer cells by binding to an overexpressed
membrane antigen; (ii) a payload, which is a potent
warhead that inhibits the growth of the cancer cells
upon its release; and (iii) a cleavable or non-cleava-
ble linker, which covalently binds the two moieties
together. In ADCs, therefore, the proven antigen-
specific selectivity of mAbs is complemented by
the potency of the highly cytotoxic molecule [18].
As a result, the systemic toxicity associated with
traditional chemotherapeutic treatments is reduced
and the therapeutic index improved.

i Arshinimeh cedmin

Antibody carrier

From a structural standpoint, therapeutic chimeric,
humanized, and human G immunoglobilins (IgGs) are
tetrameric glycoproteins with molecular weights of
approximately 150 kDa. They comprise two heavy
chains (~50 kDa each) and two light chains (~25 kDa
each). Disulfide bridges (16 for IgG1 and IgG4; 18 for
IgG2) and non-covalent interactions maintain their
three-dimensional (3D) structure (H2L2 homoheterodi-
mers). The heavy and light chains are linked by one
disulfide bond and the heavy chains by two (for IgG1
and IgG4) or three (for IgG2) disulfide bonds located in
a short hinge domain. The other 12 disulfide bridges
are intramolecular and delimit six different globular
domains. Antigen binding is mediated by the variable
domains, mainly by three loops connecting individual
B-strands in each domain, named ‘complementarity
determining regions’. Like natural IgGs, all recombinant
antibodies contain an Asn-X-Ser/Thr-X' (where X and X'
are any amino acid other than proline) consensus
sequence for N-glycosylation in their heavy chain CH2
constant domain. On average, IgG glycans account for
just 2—3% of the total mass of the antibody.

Cytotoxic warheads

The vast majority of ADCs either approved or at the
clinical trial stage utilize auristatin and maytansine
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Figure 1. Schematic representation of the structure of the two US FDA- and European Medicine Agency (EMA)-approved ADCs,
which comprise an antibody, a linker and a payload. (a) Brentuximab vedotin (auristatin, protease cleavable linker, Cys-conjugation);
(b) trastuzumab emtansine (maytansinoid, non-reducible thioether linkage, Lys-conjugation).



derivatives - tubulin polymerization inhibitors — as pay-
loads. Nevertheless, an increasing number of clinical-
stage ADCs exploit calicheamycins (DNA cleaving
agents), duocarmycins (DNA alkylating agents), doxor-
ubicins (DNA intercalating agents), pyrrolobenzodiaze-
pines (DNA cross-linking agents), or SN38, an irinotecan
metabolite (topoisomerase | inhibitor). These com-
pounds are all highly toxic for cells and are more hydro-
phobic than the antibodies [17,19].

Linker properties

A plethora of linkers have been designed to connect
the drug and antibody moieties. Most are stable in the
bloodstream at physiological pH (7.4) and temperature
but are labile once the ADC is inside the cells targeted
by the antibody. They may contain conditional cleavage
sites (acid-, lysosomal protease-, or glutathione-sensi-
tive) or not (depend on degradation of the mAb com-
ponent in the lysosomes). In addition, their polarity (the
number of charged residues) can be optimized to limit
aggregation and increase or reduce the number of
bystander cells killed.

Drug conjugation

Drug conjugation is most frequently achieved via reac-
tions on side chains of two different amino acids: lysine
side-chain amines or cysteine thiol groups, after reduc-
tion of the inter-chain disulfide bonds [20]. The conju-
gated drugs already on the market — BV, a hinge
cysteine-linked ADC, and T-DM1, a surface-exposed
lysine conjugate — are illustrative of two main ADC
families currently in clinical trials (Figure 1).

Cysteine-linked ADCs are typically generated by par-
tially reducing the inter-chain disulfides of the antibody
hinge before alkylation with a cytotoxic agent, most fre-
quently through maleimide chemistry [21,22]. This class
of ADCs forms controlled mixtures of molecular species
with a variable number of drug molecules per antibody
(known as the drug-to-antibody ratio, DAR), a different
location of the cytotoxic drug for a particular DAR, and a
mixture of covalently and non-covalently associated
light- and heavy-chain subdomains (Figure 2a).

Lysine conjugates are most commonly assembled via
the formation of amide bonds between the epsilon amino
group of endogenous lysine residues and activated esters
[23,24]. Most IgGs contain ~90 lysine residues but only 32
cysteines, among which only eight are involved in the
inter-chain disulfide bridges of chimeric, humanized, and
human IgG1. Therefore, although the number of drug
molecules incorporated on average per antibody is simi-
lar,[25] lysine conjugation yields a much more

EXPERT REVIEW OF PROTEOMICS (&) 3

a) Cysteino conjugate

% %
Ry of

1|
|

U4 B R

DAR
® pvnn Tivikeod g
b} Lysine conjugate
L}
* H
-*
L D LEIN 5BETE
DAR

& Lyalne inged I'JII..:!I

c] Site-specific conjugate

<

1

o 8 N TR R

3 -.
-
|® | 8 =i,
. | I DAR

] ;

Figure 2. Schematic representation of the different types of
ADCs: (a) cysteine hinge, (b) lysine hinge and (c) site-specific
ADGs, and their corresponding drug-to-antibody ratio (DAR)
distributions. The strategies that have been proposed to date
for site-specific conjugation include (1) the covalent labeling of
engineered cysteines; (2) inserting non-natural amino acids;
engineering (3) the glycans or (4) the N-terminus of heavy
and light chains, (5) adding engineered tags; (6) non-covalent
binding using the affinity properties of Fc-binding domain; (7)
photoaffinity labeling on the nucleotide binding site; and (8)
the conjugation of a pharmacophore on the catalytic site.

heterogeneous ADC population than cysteine conjugation
does. In the reference lysine conjugate, T-DM1 for instance,
40 out of the 88 lysine residues were found to be solvent-
exposed. Lysine conjugation of T-DM1 proceeds through
the reaction of trastuzumab with the heterobifunctional
linker succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-
carboxylate (SMCC), producing a linker-modified inter-
mediate. The cytotoxic agent DM1, which contains a free
thiol group, is added in a second step and reacts with the
maleimide to produce the thioether-linked drug conjugate.
This results in an average DAR of 3.5 for T-DM1.
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The instability of the chemical link between the mAb
and the drug in systemic circulation is problematic (e.g.
retro-Michael deconjugation), however. This drug loss
modifies the composition of the ADC, potentially
diminishing both the amount of drug delivered to the
tumor site and its off-target toxicity and overall safety.
Other points of concern stem from current bioconjuga-
tion methods that yield mixtures of antibodies with
different DARs, and within each DAR species, different
conjugation sites, each species potentially having dif-
ferent toxicities and absorption, distribution, metabo-
lism, and excretion properties [26]. Last but not least,
the lack of high-resolution analytical techniques for
their structural characterization is hampering the devel-
opment of next-generation ADCs.

To extend the therapeutic window and to produce
more homogeneous ADCs, a number of strategies have
recently been developed, allowing more site-specific con-
jugation [27]. This can be achieved either by adding engi-
neered cysteine residues at specific sites without
disruption of the inter-chain disulfide bonds [28-31] or
by adding engineered peptide tags recognized by micro-
bial transglutaminases to specifically transamidate amine-
containing drug-linkers attached to glutamine residues
[32,33]. Alternatively, unnatural amino acids can be
inserted into the primary sequence of mAbs to provide a
chemical handle on their conjugation [34,35]. As an alter-
native to maleimide conjugation, moreover, the ongoing
development of new heterobifunctional reagents should
facilitate the production of more stable ADCs [36,37]. To
our knowledge, two to four of these next-generation
ADCs have already reached the stage of phase | clinical
trials [31,38,39] and have shown an improved therapeutic
index in preclinical toxicology studies [40].

The ADC analytical toolbox: a combination of
native and denaturing methods

A large number of orthogonal analytical and bioanalytical
methods are needed for the characterization of ADCs
[9,41]. Table 1 lists the analytical, structural, and functional
assays reported in ADC quality control monographs as
having been used either for batch release or for character-
ization and structural assessment [13,20,42,43].

ADCs present an increased level of complexity
compared to naked mAbs

As discussed above, most of the current clinical-stage
ADCs consist of a heterogeneous population of species
with a variable number of drug molecules per antibody
(Figure 2a,b). Most frequently, an average number of four
cytotoxic payloads are covalently attached to the mAb.

Table 1. Analytical, structural, and functional assays reported in
quality control monographs for the characterization of ADCs.
They may be used for drug substance/drug product batch
release or characterization as well as for comparability, stability
studies, and bioanalysis). MS-related methods appear in bold.
General aspect/ ® Appearance

physico- ® Color
chemistry ® Opalescence
[ ) pH
® Osmolality
[ ]

Water content (lyophilized)

Identity/structure  ® Native ADC: HIC, native MS, native IM-MS, native CE-

MS

® Denaturated ADC (surfactant, solvent): SDS-
PAGE, SDS-CE, rpHPLC-UV/MS, MALDI-TOF

® Subunits (reduced, IdeS+red.): SDS-PAGE, SDS-
CE, rpHPLC-UV/MS, ETD

® Peptide mapping/disulfide bridges/conjugation
sites (Lys-C, trypsin, Asp-N, Glu-C, chemotrypsin,
SAP9): rpHPLC-UV/MS, CE-MS

® Higher order structures: CD, HDX-MS, DSC (Tm),
FTIR, fluorescence

® |mmuno-identification:
FACS, SPR

ELISA, immunoblots,

Quantification ® Protein quantitation: UV, BCA, Protein A HPLC,
ELISA
® Extinction coefficient: calculation, amino acid
analysis

Purity/impurities  ® Mass variants/Aggregates: SDS-CE, SDS-PAGE,
SEC-UV/MALS/IR, LC-MS, A4F-UV/MALS/IR, DLS,
SV-AUC, native MS, IM-MS
® Subvisible/visible particles: light obscuration,
MFI/MCM (flow cell microscopy)
® Charge variants (pl): IEF, cIEF, iclEF/iCE, CEX
® Drug loading and distribution, average DAR,
positional isomers: UV, HIC, LC-UV/MS (red;
IdeS/red), 2D-LC-UV/MS, native MS
Free antibody: HIC, cIEF, iclEF/iCE
Free drug(linker) and related products: LC-UV/
MS, 2D-LC-UV/MS, ELISA
Free thiol groups: Ellman’s reagent
Quenching agent (N-acetyl cysteine): LC-UV/MS
Residual solvent: LC-UV, GC
Heavy metals: ICP-MS
Endotoxins
Bioburden

Functional assays/ ® Antigen binding: ELISA, FACS, SPR, native MS
potency ® (Cytotoxicity (IC50): cell-based assays (FACS, elec-
troluminescence, UV-visible)
® ADCC (when applied)

A4F, asymmetrical flow field-flow fractionation; ADCC, antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity; Asp-N, endoproteinase Asp-N ; BCA, bicinchoninic acid;
CD, circular dichroism; CE, capillary electrophoresis; CEX, cation exchange
chromatography; DAR, drug-to-antibody ratio; 2D, 2 dimension; DSC, differ-
ential scanning calorimetry; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; ETD,
electron transfer dissociation; FACS, fluorescence-activated cell sorting; FTIR,
Fourier transform infrared; GC, Gas Chromatography; Glu-C, endoproteinase
Glu-C ; HDX, hydrogen/deuterium exchange; HIC, hydrophobic interaction
chromatography; ICP, inductively coupled plasma; IdeS, the immunoglobu-
lin-degrading enzyme of Streptococcus pyogenes; IM, ion mobility; IR, infrared;
LC, liquid chromatography; Lys-C, endoproteinase Lys-C; MALDI, matrix-
assisted laser desorption ionization; MALS, multiangle light scattering; MFI/
MCM, micro-flow imaging; MS, mass spectrometry; PAGE, polyacrylamide gel
electrophoresis; pl, isoelectric point; rpHPLC, reverse-phase high-performance
liquid chromatography; SAP9, secreted aspartic protease 9; SDS, sodium
dodecyl sulphate; SEC, size exclusion chromatography; SPR, surface plasmon
resonance; SV-AUC, sedimentation velocity analytical ultracentrifugation; TOF,
time of flight; Tm, melting point; UV, ultraviolet.



For cysteine ADCs, for example, conjugates with zero, two,
four, six, or eight cytotoxic payloads per mAb are
obtained, such that the average DAR is four [22]. A dis-
crete distribution of odd and even drug loads is observed
for lysine ADCs as a result of the greater heterogeneity of
the population. However, whereas lysine ADCs are assem-
blies maintained by covalent interactions between heavy
and light chains (no reducing step that opens the disulfide
bridges), cysteine ADC populations are mixtures of cova-
lent and non-covalent compounds due to the presence of
drugs at the inter-chain cysteine residues, making their
analysis more complex. Analytical techniques and work-
flows therefore need to be adapted to obtain a clear and
comprehensive understanding of the relationships
between conjugation and the resulting product quality
and heterogeneity.

Main quality attributes for the characterization of
ADCS

The most important ADC characteristics required for pro-
cess and formulation development, routine lot-release, and
stability testing are the following [44]. The average DAR
determines the amount of payload that can be delivered to
the tumor cell and affects both the toxicity and safety of
the ADC. The distribution of drug loads (i.e. the fraction of
antibodies containing zero, one, two, three, ... n drugs) is
also an important characteristic since the different forms
may have different toxicological and pharmacological
properties. Because the cytotoxic drugs linked to antibo-
dies are hydrophobic, conjugates are more likely to aggre-
gate during manufacturing and storage. Furthermore, size
variants — in particular those with high molecular weights
(aggregates) — can modify the pharmacokinetics (that is,
accelerate clearance) and reduce drug exposure. Finally,
the concentrations of free drug (from cleavable linkers) or
drug-linker compounds (from non-cleavable linkers) have
to be controlled, since the unconjugated drug and its
related products may pose serious toxicity and safety
threats. Residual quantities of unconjugated drug or
drug-related impurities may remain in the final product as
a result of incomplete purification or degradation during
long-term storage. The proportion of unconjugated mAbs
must also be controlled.

State-of-the-art analytical methods for the
characterization of ADCs

Average DAR measurements

A variety of methods have been used to measure the
average DAR, the most appropriate depending on the
properties of the cytotoxic drug and how it is linked to
the antibody. The simplest method for estimating DARs
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is based on ultraviolet/visible (UV/Vis) spectroscopy,[45]
but the limitations of this approach (namely the UV
photolability of calicheamicin, the lability of the linker,
over-quantitation due to high concentrations of non-
covalently bound drug) make confirmation using an
orthogonal method necessary [46]. To measure the
DAR of cysteine-linked drug conjugates, the most
widely employed technique is hydrophobic interaction
chromatography (HIC) [30,46-49]. This is performed
under non-denaturing conditions at neutral pH with a
gradient from high to low salt concentration. A low
amount of organic modifier can also be included in
the (low salt) mobile phase to improve the elution of
mAbs loaded with lipophilic drugs. Under these condi-
tions, each peak in the resulting chromatogram
corresponds to an intact mAb species bound to a spe-
cific number of bound drug molecules (Figure 3b).
Finally, native MS has recently emerged as an alterna-
tive technique in this context, as discussed below.

Drug-load distribution

As for the average DAR, chromatography is the techni-
que most commonly used to measure the drug-load
distribution, sometimes coupled to MS.
Chromatographic methods separate mAbs with
different payloads based on the increased hydrophobi-
city imparted to the antibody upon conjugation with
the drug-linker. When the drug is connected to the
antibody through inter-chain disulfide bonds, HIC (per-
formed under non-denaturing and non-reducing condi-
tions) is the benchmark method used to resolve the
drug-load variants [41,50]. Reversed phase liquid chro-
matography (rpHPLC) (under reducing conditions) and
sodium dodecyl sulfate capillary electrophoresis (SDS-
CE, under both non-reducing and reduction conditions)
can serve as orthogonal techniques to confirm the
drug-loading profile of cysteine ADCs [47,48]. When
conjugation is made through lysine amine residues,
ion isolelectrofocusing (IEF) or imaged capillary isoelec-
trofocusing (iclEF) can be used to resolve the different
ADC products. In this case, conjugation decreases the
net positive charge of the mAb by one for each
attached drug-linker, if the drug-linker is itself
uncharged. Finally, rpHPLC works well for ADC forms
conjugated at specific sites (e.g. at inter-chain
cysteines), but is less useful for more heterogeneous
lysine-linked conjugates.

Size variants

These are typically determined by size exclusion chro-
matography (SEC), as is the case for intact mAbs. It is
worth mentioning, however, that regular SEC using
phosphate buffered mobile phase yields poor peak
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Figure 3. Multi-level workflow affording a comprehensive characterization of ADCs.

shapes for ADCs and an insufficient resolution between
aggregates and monomeric ADC products [51]. This is
probably the result of nonspecific interactions between
the cytotoxic drugs and the surface of the stationary
phase. To overcome these difficulties, various organic
modifiers have been added to the SEC mobile phase -
such as 25% propylene glycol [52] or 10% dimethyl
sulfoxide [53] - to improve the shape of the resulting
peaks. Alcohol-type organic modifiers may also prove
valuable in improving the SEC performance of ADC
products. For reduced fragments, on the other hand -
that is, variants with reduced charge, namely light
chains and heavy chains with different drug loads —
generic rpHPLC has successfully been used [50].

Free drug-linker quantification

Concentrations of free drug molecules can be determined
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and CE,
but rpHPLC is currently considered the gold standard tech-
nique, since it often provides the best selectivity, sensitivity,
and precision for cytotoxic drugs, which are typically lipo-
philic, low-molecular weight compounds [54]. This
approach can be followed by UV/MS, allowing the identifi-
cation and quantification of various cytotoxic species
released from the conjugate in stability-testing studies.

In summary, the analytical methods most appropriate
to characterize a given ADC strongly depend on the
chemical properties of the linker, the cytotoxic payload,
and the attachment anchor (i.e. lysine or inter-chain
cysteines) to the antibody. One should bear in mind
that the assay (cationic exchange chromatography, for
instance) used for the parent mAb may not always work
for the corresponding ADC.

A multi-level workflow for the comprehensive
characterization of ADCs

Dozens of mAb microvariants have been identified and
reported in the literature, which differ in terms of their
glycoform, charge, cysteine attachment, oxidation state,
size, and gene sequence [55-58]. These microvariants and
payloads-mAb conjugation both increase the structural
complexity of the final drug substance,[59] with over-dea-
midation typically occurring due to conjugation at basic
pHs [59].

Figure 3 presents a general workflow for determining
the critical quality attributes of ADCs. This multi-level
approach not only allows the quality and heterogeneity
of ADCs to be assessed at the level of the primary
structure, but also probes the changes to the higher-
order structure arising from payload conjugation. The
top level of the analysis involves mass measurements
of intact ADCs (>150 kDa), typically using electrospray
sources, either under native or classical denaturing con-
ditions, which yield accuracies in the 30-100 ppm range
and reveal the glycoform heterogeneity, drug-load pro-
file, and the average DAR of covalent conjugates. If
performed under classical denaturing conditions, this
analysis is readily coupled to liquid chromatography
(HPLC), enabling automated HPLC-MS experiments. On
the other hand, native MS provides the drug or antigen-
binding stoichiometries. Top-down approaches can also
be used to sequence intact mAbs, without proteolytic
digestion [60-62].

The next level of characterization (middle) involves the
analysis of large ADC fragments (25-50 kDa). The subunits
obtained by reduction or enzymatic cleavage are amenable



to LC-MS analysis, which, with latest-generation mass spec-
trometers, provides isotopic resolution and mass accuracies
under 5 ppm. Improved fragmentation capabilities (using
collision-induced dissociation, and/or electron transfer dis-
sociation) make middle-level approaches less demanding
than intact mAb/ADC top-down analysis [63].

A peptide level (bottom-level) analysis of the ADC
(0.7-7 kDa fragments) is still required if information on
the primary sequence and/or the conjugation site are
required. Classically, the cysteines are reduced and alky-
lated before the ADC is digested (with trypsin or endo-
proteinases such as Lys-C, Asp-N, Glu-C, or pepsin), and
the resulting peptide fragments are identified through
LC-MS/MS experiments and further searches in protein
databases. Tandem MS is also usually performed to
sequence the peptides and to locate posttranslational
modifications such as glycosylation and the formation
of disulfide bridges, notable at the conjugation sites.

The higher-order structures (HOSs) of proteins (sec-
ondary, tertiary, and quaternary arrangements) are often
responsible for their uniqueness and can govern their
function, by preventing binding to antigens or Fcgamma
and FcRn receptors, for example. In this context, recent
reports from the EMA or US FDA have pointed out that
knowledge of the HOSs of biopharmaceutical com-
pounds is crucial not only for meaningful comparative
studies between innovator products, biosimilars, and
biobetters, but also, in case of ADCs, to assess the impact
of conjugation on the overall structure of the mAb. As
discussed below, this structural assessment can be per-
formed by ion mobility mass spectrometry (IM-MS) and
hydrogen/deuterium exchange coupled to MS (HDX-MS).

The fifth level of characterization presented here
stems from the potential safety threats from residual
drug-linker and related products in ADC batches, as
mentioned above. These compounds can be quantified
using the MS strategies for selected reaction monitoring
(SRM) that have been developed for similar bioanalyses.

The relevance of this multi-level ADC characteriza-
tion workflow is outlined in the next sections with two
example applications, namely for BV and T-DM1.

Hinge-cysteine linked ADCs: BV as a case study

BV is a potent ADC composed of the mAb cAC10, which
targets the CD30 antigen on Hodgkin lymphoma and
systemic anaplastic large-cell lymphoma cells; a highly
stable valine-citrulline linker; and a potent chemother-
apeutic agent monomethyl auristatin E, which inhibits
microtubule polymerization (Figure 1a). The conjuga-
tion strategy used for BV involves partially reducing
the inter-chain disulfides of the antibody prior to con-
jugation, yielding an ADC with 0-8 drug molecules
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loaded per antibody and an average DAR of four [22].
The presence of drug molecules at the inter-chain
cysteine residues means that BV is a composite of
covalently and non-covalently associated light and
heavy chain subdomains (Figure 4a).
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Figure 4. Top level analysis of brentuximab vedotin (BV). (a)
Schematic representation of cysteine-ADCs with a variable num-
ber of drug molecules per antibody. S-S bonds are represented by
yellow lines while drug loads appear as red stars. (b) Reference
hydrophobic interaction chromatogram revealing the drug loading
profile and the average drug-to-antibody ratio (DAR). (c, d)
Deconvoluted electrospray ionization mass spectra of deglycosy-
lated BV (c) under classical denaturing conditions (H,O:ACN:FA
50:50:1) and (d) under native conditions (AcONH, 150 mM pH
74). (e) lon mobility mass spectrometry (IM-MS) derived drug
load profile for BV: relative intensities of each drug load as a
function of the number of drug molecules loaded onto the mAb.
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Top level: intact BV analysis

Classical intact mass measurement under denaturing
conditions is not appropriate for the characterization
of cysteine-linked ADCs

The first step in the analysis of intact proteins is often a
classical electrospray ionization (ESI)-MS analysis under
denaturing conditions, typically in an acidified H,O/
acetonitrile solvent, either through direct infusion or
by rpHPLC-MS analysis. For BV, however, these harsh
solvent conditions disrupt the non-covalent interactions
between the light and heavy chains, hampering the
detection of the intact ADC. As a result, the most
intense MS signals usually arise from drug-linked anti-
body fragments, from both the heavy and the light
chains, while minor signals are obtained from the free
unconjugated mAb (Figure 4c) [64,65]. This suggests
that denaturing MS analyses are inappropriate for the
characterization of intact cysteine-linked ADCs and that
a one-step determination of the drug-load profile and
average DAR is not possible for these compounds in
classical denaturing conditions.

Native and ion mobility MS as alternative methods
for drug-load profiling and average DAR
measurements

Native MS has been used extensively for more than
25 years not only to study protein/ligand complexes
from a variety of systems (for reviews, see [66,67]) but
also to detect very large protein assemblies weighing
several million Daltons [68,69]. It has more recently
been shown to be a powerful technique for the analysis
of intact mAbs [55,57,58,70-75]. Valliere-Douglass et al.
were the first to report the use of ESI-MS coupled to
SEC under native conditions to record the mass of a
cysteine-linked ADC and assess the relative distribution
of drug-linked species [64]. The masses of the SEC-
desalted ADCs were determined using an ESI source
and standard desolvation and ionization conditions,
on a quadrupole time-of-flight (Q-TOF) instrument for
lgG1 mAbs conjugated with maleimidocaproyl-mono-
methyl Auristatin F (mcMMAF) and valine-citrulline-
monomethyl Auristatin E (vcMMAE) at inter-chain
cysteine residues. Elsewhere, Chen et al. employed
nano- instead of conventional ESI in combination with
limited enzymatic digestion to directly determine DARs
[76]. Since then, several papers have used this techni-
que to characterize the drug-load distribution and to
evaluate the average DAR for several cysteine-linked
ADCs, with results in good agreement with those
obtained by HIC or UV/Vis spectroscopy [65,73,77,78].
More recently, Valliere-Douglas described how native
SEC-MS could be used in vivo for DAR measurements

and for monitoring changes over time in the drug-load
distribution [79]. Debaene et al. performed an extensive
native MS characterization of BV in comparison with its
unconjugated form brentuximab, highlighting the effi-
ciency and accuracy (<30 ppm in routine analysis) of
native MS over the latest high-resolution Orbitrap instru-
ments for drug distribution profiling and the determina-
tion of average DARs [65]. A relatively simple but efficient
analytical workflow was described, consisting of desalting,
optional deglycosylation, then native MS analysis of the
ADC, and semi-quantitative interpretation of the data
obtained. The authors also highlighted the value of
high-resolution native MS (Figure 4d) for one-shot ADC
characterization, the limited overlap in the peak distribu-
tion obtained offering a unique description of intact gly-
cosylated ADCs. Debaene et al. have also shown for the
first time how native and IM-MS can be combined for the
characterization of ADCs. The average DAR and the drug-
load profile were obtained through a direct extrapolation
of semi-quantitative IM-MS data (Figure 4e). The native
MS and IM-MS measurements were confirmed by HIC
(Figure 4b) demonstrating the analytical potential of
native MS strategies.

The main advantage of using native MS to characterize
cysteine-linked ADCs lies in its ability to detect non-
covalent associations of light and heavy chains, as these
are not revealed by classical rpHPLC-MS methods.
Furthermore, native MS data obtained on most Q-TOF or
orbirtrap instruments are sufficiently resolved to confirm
the identity of the ADCs, and the relative distributions of
the drug-loaded species derived from these data are in
good agreement with those measured by HIC. Two addi-
tional advantages of native MS are its efficiency — with
measurements completed in minutes rather than an hour
for HIC - and the limited sample handling that is required,
which limits the risk of artifacts appearing in the data. The
process could indeed be automated using one of several
commercially available SEC-native MS workflows.

Native top-down MS of BV

Top-down MS is an emerging approach for the amino
acid sequencing of intact proteins, providing valuable
information on protein isoforms (proteoforms),[80,81]
with the limited sample manipulation again reducing
the occurrence of artifacts in the data. Top-down
approaches have so far been largely performed on
Fourier transform ion cyclotron resonance and
Orbitrap instruments. While top-down analysis has
been used to sequence mAbs,[60-62,82-84] their
(large) size means that currently achievable resolutions
only provide 30% sequence coverage at best and
incomplete sequencing of the complementarity deter-
mining regions [60]. The top-down (middle-level)



analysis of smaller mAb fragments has proved more
successful, however, with 70% sequence coverage hav-
ing been achieved [63].

A recent interest in combining top-down proteoform
analysis and structural characterization has led to native
top-down approaches performed on either Q-TOF [85] or
Orbitrap instruments [86]. Tandem native MS was suc-
cessfully used by Dyachenko et al. for BV to show that
drug conjugation takes place inhomogeneously at
cysteine residues on both the light and heavy chains
[86]. Thanks to the implementation of a high-mass quad-
rupole on a high-resolution Orbitrap instrument, precur-
sor ions corresponding to one specific DAR were
selected and then sequenced thanks to the MS/MS cap-
abilities of the instrument. This located the conjugation
site of the drugs in the antibodies and even revealed the
positional isomers of the DAR 2 and DAR 6 species.

Middle level: BV subunit analysis

Even if structural insights can be obtained for intact
ADCs by native MS and IM-MS, the higher mass accu-
racy provided by the more straightforward rpHPLC-MS
analysis of their subunits remains valuable. As for
unconjugated mAbs, ADC profiles can be simplified by
reduction [87] (yielding the light and heavy chains at
~25 and ~50 kDa, respectively) or enzymatic treat-
ments, such as N-deglycosylation (IgGZERO® or
PNGase-F),[88] carboxypeptidase B digestion,[87] or
glutaminyl-peptide cyclotransferase treatment [89].
Smaller mAb fragments can also be generated by
papain digestion (producing ~50 kDa Fab/Fc fragments)
or IdeS digestion (Fabricator®, the immunoglobulin-
degrading enzyme of Streptococcus pyogenes) followed
by reduction with dithiothreitol (DTT, for Fc/2, LC, and
Fd fragments of ~25 kDa), as illustrated in Figure 4. This
approach has the advantages of being fast (requiring
less than 2 h for the entire analysis, including digestion
and rpHPLC-MS analysis), informative, and inexpensive
in terms of materials. Reduction experiments leading to
individual light and heavy chains or IdeS treatment are,
to our knowledge, currently mostly used for middle-
level analysis.

Characterization of BV subunits under denaturing
and reducing conditions (middle-level, 23-54 kDa
fragments)

Reducing treatments are a routine way to divide the
analysis of mAbs and ADCs into more manageable
pieces. The drug-loading profile and average DAR can
then be obtained by rpHPLC with MS, as an orthogonal
method to HIC [90] - as for the latter, rp-HPLC relies on
differences in hydrophobicity. This middle-up strategy
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can be implemented on any current HPLC-MS instrumen-
tation and is therefore available in most labs. Treatment
of cysteine-linked ADCs with DTT or tris(2-carboxyethyl)
phosphine (TCEP) fully reduces the remaining inter-chain
disulfides and yields six species: light chains with zero or
one drug molecule attached (LO and L1), and heavy
chains with zero, one, two, or three drug molecules
attached (HO, H1, H2 and H3). These species are stable
in the denaturing organic solvent and can be successfully
separated on a reversed phase column. The percentage
peak area from integration of the light chain and heavy
chain peaks, combined with the assigned drug load for
each peak, is used to calculate the weighted average DAR
(Figure 5) [91,92].

Characterization of BV subunits after enzymatic
cleavage (middle-level, 23-28 kDa fragments)
Downsized mAb or ADC fragments an also be
obtained by limited proteolytic cleavage under non-
denaturing conditions in the hinge region of the heavy
chain, yielding Fab or (Fab’),, and Fc fragments, whose
reduction (with DTT) produces even smaller fragments
of approximately 25 kDa: the light chain and the two
halves of the heavy chain (Fc/2 and Fd). Formerly
conducted with proteases with a limited specificity,
such as papain,[93] pepsin,[94] and endoprotease
Lys-C,[95] the enzymatic cleavage for middle-level ana-
lyses is mostly conducted using IdeS, a bacterial pro-
tease that specifically cleaves IgGs under the hinge
region [96]. The potency of IdeS has been demon-
strated for cysteine-linked ADCs on an antibody-
fluorophore conjugate [88]. A rapid IdeS- and rpHPLC-
MS-based procedure was also recently employed by
Firth et al. for the characterization of two auristatin
ADCs [97]. With IdeS, a complete middle-level character-
ization can be completed within a few hours, providing
the primary sequence and the glycoprofiles of the Fab
and Fc fragments. The data can also be used for biosi-
milar comparability studies and Fc-fusion protein stu-
dies. More recently, IdeS digestion has been shown to
be preferable to DTT treatment for the characterization
of BV, the LC fragments being better separated in the
subsequent rpHPLC-MS analysis, allowing the identifica-
tion of positional isomers (Figure 6) [92]. In addition to
the seven expected major peaks (from the Fc/2, LO, L1,
FdO, Fd1, Fd2 and Fd3 fragments), two minor satellite
peaks with identical masses are observed close to those
from Fd1 and Fd2 (Figure 6) and tentatively assigned to
positional isomers. This was confirmed by peptide map-
ping with nanoLC-MS/MS following the digestion with
endoprotease Lys-C of isolated fragments, as discussed
below.
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Figure 5. Middle level characterization of brentuximab vedotin (BV) after reduction. (a) Schematic representation of the workflow
for middle-level analysis. (b) Reverse-phase high-pressure liquid chromatogram of BV fragments obtained after reduction with
dithiothreitol and alkylation with iodoacetic acid. (c, d) Deconvoluted mass spectra of (c) the light- and (d) the heavy-chain
fragments of BV. (e) Table listing the masses, proportions, and average drug-to-antibody ratios of the different BV fragments, as

measured from the corresponding peak areas.

Bottom level: peptide mapping of BV and the
characterization of positional isomers (0.3-7 kDa
fragments)

Following denaturation, reduction, and alkylation of the
Cys residues, mAbs or recombinant proteins are com-
monly digested with trypsin or endoproteinases such as
Lys-C, Asp-N, or Glu-C. Samples can be prepared automa-
tically, thus facilitating multiple analyses. The extra hydro-
phobicity from the drug molecule means, however, that
peptide mapping is more difficult for cysteine-linked
ADCs than for mAbs, especially for species bearing two
or more conjugated drugs [44]. As a result, ADCs have
seldom been characterized at the peptide level. Junutula
et al. describe the site-specific conjugation of veMMAE to
an antibody through engineered cysteine substitutions
on the light and heavy chains resulting in only three iso-
forms with zero, one, or two drug molecules and no
positional isomer [30]. The tryptic peptide mapping of
these conjugates, with LC-MS detection, identified four
drug-conjugated peptides via a characteristic in-source
fragmentation ion (m/z = 718.5) that is observed in all
the mass spectra of molecules containing vcMMAE. The
peptides were all found to be fragments of either

complete or partial tryptic cleavage around the engi-
neered cysteines. More recently, Janin-Bussat et al.
reported an improved BV peptide mapping protocol
that allows the drug-loaded peptides to be identified by
LC-MS analysis [92]. Because of the hydrophobicity of the
drug, all steps of the peptide mapping protocol were
adjusted to maintain the hydrophobic drug-loaded pep-
tides in solution and enable their unambiguous identifica-
tion by LC-MS. In particular, solvents were added
immediately before (10% acetonitrile) and after (40% iso-
propanol) the enzymatic digestion step. The resulting
data showed that as expected, the drug molecules were
linked to the inter-chain cysteines of the heavy and light
chains. Furthermore, after IdeS digestion and reduction
of the ADC, the positional isomers were identified for
the first time by LC-MS/MS analysis, unambiguously
demonstrating that when only one drug molecule binds,
the link forms on Cys220 of the L15 peptide of the heavy
chain. Conversely, when two drug molecules attach to the
heavy chain, they bind preferentially to Cys226 and Cys229
of the L16 peptide [92]. Interestingly, Birdsall et al. recently
demonstrated a rapid online method based on MS and
multidimensional chromatography, which allowed them to
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Figure 6. Middle level characterization of brentuximab vedotin (BV) after digestion with IdeS (the immunoglobulin-degrading
enzyme from Streptococcus pyogenes). (a) Schematic representation of the workflow for middle level analysis. (b) Reversed-phase
high-pressure liquid chromatogram of BV fragments obtained after IdeS cleavage and dithiothreitol reduction. (c-e) Deconvoluted
mass spectra of (c) the light chain, (d) the Fc/2 and (e) the Fd fragments of BV. (f) Table listing the masses, proportions, and average
drug-to-antibody ratios of the different BV fragments, as measured from the corresponding peak areas.

confirm the structure of a cysteine-conjugated ADC base
on an IgG1 [98]. The HIC peaks in the first dimension were
successfully assigned to specific subunits via MS following
dissociation under denaturing reversed-phase conditions
(the second dimension). Elsewhere, a comparative charac-
terization by LC-MS of the cysteine-linked conjugation pro-
files of IgG1 and IgG2 ADCs has been performed by
Wiggins et al. [99]. The results demonstrated that IgG1
mAbs favor conjugation to the cysteines between the
light and heavy chains, whereas 1gG2s link preferentially
to cysteines in the hinge region. Finally, as an example, in
an application of new enzymes that should also prove
valuable for the characterization of ADCs, Srzentic et al.
used secreted aspartic protease 9 (SAP9) from C. albicans,
which generates 3-4 kDa peptide fragments, and bottom-
up proteomics to achieve near-100% sequence coverage
on a mAb in a single LC-MS run [100].

Lysine-linked ADCs: T-DM1 as a case study

Trastuzumab emtansine is the third ADC to have
received market approval and is indicated for the treat-
ment of HER2-positive breast cancer patients [23].

Trastuzumab (Herceptin®), which mitigates the effects
of HER2 overexpression, is coupled to a maytansine
derivate (DM1), which inhibits the elongation of micro-
tubules. In contrast with BV, T-DM1 can be conjugated
without reduction, so that T-DM1 exists only as covalent
species. Zero to eight drug molecules are attached, with
an average DAR of 3.5 [101].

This suggests that T-DM1 is easier to characterize
than BV; however, the methods (primarily HIC) that
are used to determine the average DAR for cysteine-
conjugates are difficult to adapt for the analysis of
lysine-conjugates. Indeed, the high degree of hetero-
geneity that characterizes lysine ADCs, which have at
least 40 lysines available for conjugation, makes UV/Vis
spectroscopy and MS approaches more suitable [45].
The systems amenable to the former are rather few in
number as (i) the drug must be detectable by UV/Vis
wavelengths; (i) the drug and mAb must have different
maximum absorptions; and (iii) the absorption of light
should not influence the interaction between the drug
and the mAb. Lysine-linked conjugate species with dif-
ferent drug loads can be resolved by iclEF, but the
presence of charge-associated variants of the antibody
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intermediate and any cross-linking or differences in the
UV responses of the differentially drug-loaded forms
may prevent quantification [102,103].

MS-based techniques are therefore pivotal for the char-
acterization of lysine-conjugated ADCs [25,90,104-106].
Several papers have demonstrated the potential of LC-
MS and SEC-MS to respectively measure the average DAR
and drug-load distribution on maytansin-conjugated
mAbs [25,90,101]. Marcoux et al. have recently demon-
strated the ability of native MS and native IM-MS to
characterize lysine-conjugated ADCs, notably T-DM1
[78]. These authors first compared the potential of native
MS versus denaturing MS for the determination of
average DARs and drug-load distributions. The presence
of highly charged species of T-DM1 leads to charge state
overlap, especially under denaturing conditions, such that
only species with DARs of zero to seven (at best) can be
observed (Figure 7a). High-resolution native MS is none-
theless beneficial as it reveals DAR 8 species at the intact
protein level (Figure 7b). Charge reduction using imida-
zole also allows the detection of all the species from DAR 0
to DAR 8, and the average DAR thus obtained for T-DMT1,
3.5+0.1,is in agreement with the value reported by Lazar
et al. [101]. As for cysteine ADCs, native IM-MS highlights
the increase in heterogeneity that occurs when
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trastuzumab is conjugated with DM1 (Figure 7c). The
drug distribution profile obtained and the average DAR
(34 £ 0.2) are consistent with values obtained from other
MS methods. Huang et al. have also illustrated the poten-
tial of IM-MS in a routine rpHPLC-MS analysis of an IgG1
lysine conjugate, showing in particular how a ‘cleanup
step significantly improves the signal-to-noise ratios in
the mass spectra of the intact ADC, and increases the
accuracy of the associated DAR measurements [107].

To assess drug-loading heterogeneity and the loca-
tion of the drug conjugation site, Gautier et al. have
reported the combined used of native MS and bottom-
up proteomics for the characterization of IgG1 and IgG4
ADC-like components, using N-hydroxysuccinimide-
based tandem mass tags as a mimic for ADC conjuga-
tion. Native MS allowed the detection and quantifica-
tion of up to 69 conjugates, while bottom-up
proteomics revealed some very reactive lysine conjuga-
tion sites, or ‘hot spots’ [108].

’

Site-specific ADCs

As discussed and illustrated above, the three market-
approved ADCs, and most of those under clinical trial,
are controlled mixtures of molecules. In 2008, Junutula

AR =g L

; 1
7 2
1 ]

shorisi - 4rop bace

Figure 7. Top level analysis of trastuzumab emtansine (T-DM1). (a) Deconvoluted electrospray ionization mass spectra obtained
under denaturing conditions (H,O:ACN:FA 50:50:1) by direct infusion on a Q-TOF instrument of T-DM1 after deglycosylation. (b)
Deconvoluted electrospray ionization mass spectra obtained under native conditions (AcONH, 150 mM pH 7.4) by direct infusion
into a high resolution Orbitrap extended mass range instrument (nominal resolution: 17.5 k) of T-DM1 after deglycosylation and
charge reduction with 40 mM imidazole. (c) lon mobility-mass spectroscopy (IM-MS) driftscope plots obtained for trastuzumab (left)
and T-DM1 (right) highlighting drug load heterogeneity. (d) Molecular model of trastuzumab conjugated with four DM1 payloads
and drug load profile of deglycosylated T-DM1 obtained by IM-MS. The asterisks indicate +220 Da linker adducts.



et al. reported the design and production of a new class
of homogeneous ADCs, thiomab-drug conjugates
(TDCs), prepared by conjugation to engineered IgGs
containing additional exposed cysteine residues,
whose positions were identified using phage display
methods [30]. After reducing the blocked cysteine resi-
dues and inter-chain disulfides, the latter were
regenerated and maleimide reagents were conjugated
to the reactive cysteine thiol group to generate site-
specifically modified ADCs, with 92.1 % of the popula-
tion having two loaded molecules and only 0.2, 3.3, and
4.3 % having zero, one, or three, respectively (average
DAR = 2.0), as assessed by rpHPLC-MS. Importantly,
these TDCs are better tolerated at higher doses in
animals, indicating that their therapeutic index is higher
than that of existing ADCs. A plethora of other site-
specific techniques has subsequently been reported,
as recently reviewed (amongst others) by Panowksi
et al,[109] Agarwal and Bertozzi,[110] and Dennler
et al,[111] and summarized in Figure 2c. Interestingly,
Junutula and colleagues published another paper, in
2012,[112] indicating that their first-generation TDCs
were not very stable in the blood stream. Thanks to
MS, the degradation mechanism was shown to be a
retro-Michael reaction, resulting in the transfer of the
drug-linker to circulating molecules bearing free thiol
groups such as albumin and glutathione [113]. In addi-
tion, based again on mass shift measurements, succini-
mide ring hydrolysis was shown to stabilize the drug-
linker on the antibody, with a mass increase of 18 Da
(H,0). This ring opening was correlated with a positively
charged local site. Succinimide hydrolysis has since
been employed to improve the stability (and hence
the safety) of several ADCs [114]; different strategies
have been adopted, notably the process-favored mild
method based on a basic pH treatment,[115] but also
self-hydrolyzing maleimides [114] and electron withdra-
wal N-substituents [116].

Alternatively, the specific conjugation to N-glycans
of 1gG (at Asn297) can be achieved by periodate oxida-
tion of fucose followed by hydrazone condensation,
metabolic incorporation of 6-thiofucose and then
maleimide conjugation [117]. The process is completed
using specific enzymes such as enzymatic transfer of
galactose and sialic acid followed by periodate oxida-
tion and oxime condensation, enzymatic transfer of
galactose and 9-azidosialic acid followed by Cu-free
click reaction, enzymatic removal of terminal galactose
followed by enzymatic transfer of GalNAz and Cu-free
click reaction [118]. Each step in the reaction can be
monitored by LC-MS, which can then also be used to
assess the structures [119] and the glycoprofiles [120].
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Conjugation can also be achieved through the
incorporation of noncanonical amino-acids — such as
p-acetylphenylalanine sometimes with an azido-lysine
derivative - followed by oxime condensation and Cu-
free click chemistry. The cell-free incorporation of p-azi-
domethylphenylalanine followed by Cu-free click che-
mistry, and the incorporation of selenocysteine
followed by mild reduction and alkylation have also
been described [121]. As for other site-specific conjuga-
tion techniques, the choice of attachment site may
affect the stability of the resulting ADCs [39].

Conjugation methods based on the enzymatic mo-
dification of peptide tags have also been explored exten-
sively. One method involves glycosidase treatment — to
access Q295 (and N297Q mutants) - prior to the transglu-
taminase-mediated conjugation of amine-functionalized
small molecules or drugs to engineered LLQGA sites [33].
The sortase-mediated conjugation of a glycine-functiona-
lized chelator near the C-terminus of a single-chain anti-
body (scFv) and the formylglycine-generating enzyme-
mediated conversion of cysteine to formylglycine fol-
lowed by hydrazino-Pictet—Spengler ligation have also
been successfully generated [122].

One of the caveats of these site-specific approaches
is that many commonly used bioorthogonal reagents
do not react stereospecifically and typically yield at
least two diastereomeric products, resulting in several
regioisomers. In addition, since these conjugation
methods are applied to heterogeneous antibodies
(e.g. glyco- and charge-variants), the homogeneity of
the final products depends on the resolving power of
the analytical and structural methods employed [58].

ADC higher order structures (HOSs) and
aggregates

The HOS of a protein, namely its secondary, tertiary,
and quaternary assemblies, is often essential for its
function [123,124]. While disruption of the native fold
can also impact the function of the molecule, the main
immunogenic consequences of misfolded proteins
stem from their propensity to aggregate [125,126]. In
solution, mAbs and ADCs tend to self-associate, forming
a range species from oligomers to visible particles.
Changes in the HOS of ADCs can alter their quality
attributes, and thereby their safety, efficacy, and phar-
macokinetics. A requirement of regulatory agencies is
therefore that the effects of manufacturing, storage,
and delivery on the HOSs of mAbs and ADCs be well
characterized [127].

Determining the HOSs of proteins using analytical
biophysical techniques is still challenging, however.
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The classical methods for protein structure determina-
tion, namely X-ray diffraction (XRD) and nuclear mag-
netic resonance (NMR),[128] provide atomic resolution
but can only tackle relatively small proteins, and con-
sume large amounts of biological material. For mAbs
and ADGs, furthermore, the flexibility of the hinge
region hinders the growth of crystals (for XRD) and
complicates NMR analyses. So far, only a small number
of mAb crystal structures have been published [129]
and no 3D structure of an ADC has been solved. In
this context, lower-resolution methods, notably those
based on MS (see Figure 8 and the following sections),
can provide valuable insights.

Native MS and IM-MS

Native MS has been used to reveal the presence of mAb
multimers (dimers, trimers, tetramers) [130] and to
study the structural dynamics of IgG4 [74]. As non-
covalent interactions are maintained, a single native
MS analysis can be used to both characterize the ADC
(average DAR, drug-load distribution, proportion of
unconjugated drug molecules) and check for the pre-
sence of multimers. Native MS has also been used to
unambiguously determine antibody/antigen binding
stoichiometries [131] and to monitor the dynamics of
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IgG4 Fab-arm exchange [74]. Furthermore, Haberger
et al. recently reported a linear correlation between
the results obtained by quantitative native MS and
IgG-FcRn functional analysis, with a larger amount of
higher-order complexes being detected in the absence
of methionine oxidation in both cases [132].

The structural analysis of proteins can also be facili-
tated by IM-MS [133-136]. In this approach, ions are
separated based on their collisional cross section (CCS)
as they drift through an inert buffer gas in an electrical
field, providing information on the charge and confor-
mation of a protein complementary to the associated
mass data. The measured drift times can be converted
into CCSs, which correspond to the averaged rotational
projection on a 2D space of the biomolecular 3D struc-
ture. IM-MS adds an additional level of conformational
characterization to that provided by native MS. The
analysis of the HOSs of mAbs by IM-MS remains a
relatively novel endeavor [56,57,72,74,131,137-140].

To our knowledge, only three publications have so
far reported the use of native IM-MS for the character-
ization of ADCs [65,78,107]. Debaene et al. extensively
analyzed the HOS characterization of BV by IM-MS,[65]
comparing the heterogeneity of BV with that of uncon-
jugated brentuximab. Five different species were
observed, having zero to eight drug molecules attached
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Figure 8. Mass spectrometry techniques for the analysis of higher order structure and aggregation for ADCs.



but similar gas phase conformations - viz. CCSs of
71.1 £ 0.1 and 68.1 + 0.1 nm” for the DAR 8 and DAR
0 species, respectively. The constant shift in CCS
between two consecutive even drug conjugates points
to a small increase in mass rather than to structural
changes and indicates that the conformation of the
protein is not drastically altered upon binding.

Similarly, Marcoux et al. performed a global confor-
mational analysis of T-DM1 [78] and presented the first-
attempt 3D model of an ADC based on the structure of
human IgG1 and the Fab structure of trastuzumab (PDB
IDs THZH and 1N8Z, respectively). The CCSs derived
from IM-MS were found to be slightly higher than
those estimated from the masses of the species, but
considerably lower than those expected from molecular
modeling. These discrepancies, also observed for
unconjugated mAb and attributed to a collapse of
T-DM1 in the gas-phase,[65,138] contrast with the
results obtained for BV, for which the values calculated
assuming spherical proteins match those measured by
IM-MS. This suggests that the surface exposure of
lysine-linked payloads makes them more susceptible
to gas-phase collapse than equivalent payloads in
cysteine-linked conjugates. Each drug-loading event
induced a CCS increment of ~25 A2, which matches
the binding contribution expected from the mass of a
single DM1 molecule (~100 A?). This suggests that the
conformational changes that occur in trastuzumab
upon drug conjugation are very slight.

As mentioned above in the discussion of analytical
methods for T-DM1, Huang et al. [107] have also
employed IM-MS to perform DAR measurements. The
protein drift time was used as a second dimension to
monitor the changes in DAR in lot-to-lot analyses of
both a site-specifically and randomly conjugated ADC.

Although it remains an emerging technique, native
IM-MS offers a simple and direct means to assess the
size and shape of ADCs and thereby obtain a rough
conformational picture. The examples above also illus-
trate how IM-MS can be used to identify all the species
with different drug loads present in solution and study
the effects of drug conjugation on the global conforma-
tion of the mAb. In the medium term, the development
of molecular dynamic algorithms able to cope with
>150 kDa proteins should facilitate the structural inter-
pretation of IM-MS data on mAbs and ADCs.

HDX-MS

Technical developments over the past 10 years have
brought HDX-MS to the forefront of methods for the
structural characterization of proteins. Indeed, HDX-MS
now fills a niche in their therapeutic analysis, not only
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for epitope mapping and comparability studies,[141-
147] but also in the investigation of mAb/Fc receptor
interactions [148]. Papers have also been published on
the use of HDX-MS to study mAb aggregation,[149-
151] to optimize formulation stability,[152] to monitor
reversible mAb self-assembly,[153] and to characterize
the structural effects of glycosylation or chemical mod-
ifications on mAbs [154-157].

In a typical HDX-MS experiment, the protein of
interest is deuterated over different lengths of time,
after which the reaction is quenched under strong
acidic conditions at low temperature (0°C). A classic
proteolytic digestion is then performed using pepsin,
which cleaves non-specifically but with a high reprodu-
cibility and under acidic conditions. The digested pep-
tides are then analyzed by rpLC—MS to assess their level
of deuteration. An additional level of IM separation can
help to assign the peptides and increase the sequence
coverage (Figure 8). HDX-MS can be performed on
proteins or assemblies with only a dozen picomoles of
material (vs. milligrams for crystallography) and no size
limitations in theory (in practice, HDX-MS analysis of
assemblies of up to 300 kDa was reported [151,158]).
Its other main strength is its ability to monitor any
structural changes that occur upon labeling in solution.

A field of application of HDX-MS not mentioned
above is the study of mAb HOSs. Circular dichroism
(CD), fluorescence spectroscopy, and differential scan-
ning calorimetry (DSC) are the methods most frequently
used at present [159,160]. For instance, Guo et al.
reported similar CD profiles for veMMAE and the isolated
mAb (MMAE), suggesting that the secondary and tertiary
structures of cysteine-linked ADCs do not differ signifi-
cantly from those of the parent mAb [161]. However, a
key limitation of these biophysical techniques is that the
information obtained is an average of all the protein
conformers in solution across the sequence of the pro-
tein. The better spatial resolution offered by HDX-MS (at
the peptide level at least, and at the amino acid level
when combined with electron transfer dissociation) and
its capacity to generate dynamic data for solution sam-
ples make HDX-MS an attractive alternative to probe the
HOSs of mAbs and ADCs.

By comparing the deuterium uptake plots of the
conjugated and unconjugated MMAE, Pan et al. showed
that almost 90% of the primary sequence of veMMAE
has the same HDX kinetics as its parent mAb, the only
differences occurring for the two peptides in the Fc
domain, which have faster kinetics after conjugation
[162]. This suggests that veMMAE and MMAE have
very similar conformations and dynamics in solution. A
detailed comparison of the HDX-MS profiles of the ADC
and its corresponding TCEP-reduced mAb indicated
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that the partial reduction of the IgG1 inter-chain
disulfides induced some minor, local structural differ-
ences in the conformation and dynamics of the mAb Fc
region. However, alkylation of the reduced cysteine
residues by the drug molecule does not further impact
the local structure of the domains where the differences
were observed [163]. The same group also used HDX-
MS to demonstrate that site-specific conjugation on
engineered cysteine has only minor structural effects
on other ADCs (with pyrrolobenzodiazepine or
McMMAF as the conjugated drug), the only difference
being a slightly higher deuterium uptake after conjuga-
tion in the vicinity of the mutation (,54VDSV) because of
the destabilization of hydrogen bonds between C,30
and V¢4 induced by the drug-linker [164].

Since HDX-MS can provide information on the con-
formations and dynamics of ADCs in solution — informa-
tion that would be more difficult to obtain via other
analytical methods - it should become a technique of
choice for ADC comparisons, the optimization of con-
jugation sites, and the choice of the best drug-linkers in
the development of therapeutic candidates.

Aggregation

As aggregation is the main cause of drastic decrease in
the therapeutic efficiency of proteins, with potentially
deleterious effects on patient health, a crucial charac-
teristic of ADCs is the proportion of aggregates in the
final product [124]. Both mAbs and ADCs can become
unstable during conjugation [160,165,166] or under
environmental stress (from changes in temperature or
ionic strength, exposure to light, etc.). However, aggre-
gation is more common for ADCs, because the solubi-
lity of the mAb is reduced upon conjugation to
hydrophobic drug-linkers [44,161].

For example, Becley et al. found increased aggrega-
tion of a cysteine-linked ADC at higher temperatures and
for the species with a higher DAR [166]. This trend was
attributed to the drug conjugation in the hinge region,
as revealed by DSC and CD data. The authors note that
for the species with a higher drug loading, while con-
jugation does not measurably alter the secondary struc-
ture, it does reduce the thermal stability of the CH2
domain, with high-molecular weight aggregates forming
rapidly. Using SEC, Adem et al. showed that the aggrega-
tion propensity of an auristatin ADC increases with the
ionic strength of the solution, especially again for the
high drug-load species [167]. The authors then used DSC
to correlate the thermal unfolding of the protein with the
loading of the drug.

Regarding the photosensitivity of ADCs, although
those currently on the market are conjugated with

non-photosensitive drugs, many of those under clinical
trial contain photosensitive drugs such as doxorubicin
or duocarmycin derivatives. Cockrell et al. reported that
binding an eosin photosensitizer to trastuzumab pro-
motes the formation of aggregates, with high-mass
components being detected by SEC analysis and
dynamic light scattering highlighting the formation of
large soluble particles and aggregates [168]. Since
aggregation occurred for the conjugate but not on
the mAb control, this indicates that drug conjugation
is specifically responsible for the observed aggregation.

The presence of charge variants can also affect the
stability, solubility, pharmacokinetics, and tissue distri-
bution of an ADC. Boylan et al. used SEC-MS to deter-
mine the DAR and evaluate the proportion of
aggregates for different charge variants of a cysteine-
linked Fc fragment, the heterogeneity originating from
degradation and different drug-linkers and conjugation
sites [106]. For a species at a given DAR, several acidic
bands are observed in the IEF data, revealing the pre-
sence of charge variants. The authors did not find any
correlation between particular conjugation sites and
charge variants.

In the future, native MS approaches should become
more widespread for the analysis of ADC and mAb
aggregates, as the online coupling of SEC to native
MS makes the analysis of aggregates straightforward.
A few groups have already exploited HDX to study mAb
aggregation. Zhang et al. used HDX-MS to compare the
aggregation mechanism and the resulting aggregate
structures of a mAb under freeze-thaw (F/T) and ther-
mal stress, showing that bevacizumab aggregation
increases with the number of F/T cycles and decreases
with the protein concentration [150]. The reduced
hydrogen exchange recorded for the three complemen-
tarity-determining regions suggests that these residues
may form strong intermolecular bonds in the antibody
aggregates, while the regions with enhanced HDX rates
are most probably partially unfolded. An attempt was
made to predict the aggregation patterns using several
residue-level modeling methods, but this proved unsuc-
cessful [150].

Residual drug-linker and related products

As highlighted in Table 1 and already mentioned above
as a potential health hazard, the amount of residual
drug-linker and related products in ADC drug substance
batches is a critical quality attribute. The unconjugated
drug or drug-related impurities that remain in the final
product are typically the result of incomplete purifica-
tion down-stream of the conjugation reaction. Related
forms of the unconjugated drug, such as linker-drug



species or other degradation products, may also be
released while the conjugate is in storage. Sensitive
methods are therefore required in ADC development
and production facilities to monitor and validate the
cleaning procedures for cytotoxic products, both for the
safety of operators and to demonstrate the absence of
cross-contamination in  multi-cytotoxic  production
plants [169].

Wakanhar et al. have reviewed ELISA, HPLC-UV/Vis,
and capillary electrophoresis laser-induced fluorescence
(CE-LIF) methods, which have been used to determine
the concentrations of free drug molecules in various
ADCs [44]. Chih et al. also emphasize the importance
of monitoring drug-linker release with an example MS
application [170]. This method was successfully used to
explain an unexpected release of free drug during the
stability testing of ADCs.

One of the major practical challenges of these kinds
of analyses is removing the large ADC excess from the
sample to allow the very small amounts of multiple
small organic molecules to be quantified. This issue
was solved by Fleming et al. for free DM1 dosages by
directly injecting the ADC onto a single rpHPLC column
without prior sample preparation [54]. The ADC flows
through the column without interacting with the sta-
tionary phase, which combines a hydrophobic core with
a hydrophilic outer layer. The hydrophilic layer shields
the C18-like core from interactions with mAbs and
ADCs, while the small organic molecules present in
solution readily interact with the hydrophobic portion.
Li et al. recently reported another elegant method
based on two-dimensional LC-MS [171]. The SEC
method in the first dimension separated the small-
molecule impurities (the free drug, drug-linker, and
drug-linker-N-Acetylcystein adduct) from the intact
ADC, and simultaneously provided information on size
variants, namely monomers, dimers, and aggregates.
The small molecules giving rise to the peak in the first
dimension were isolated and further analyzed by
rpHPLC in a second dimension for identification and
quantitation by MS.

Bioanalysis of ADC biotransformation

Bioanalytical methods are rapidly being developed to
guantitatively monitor the transformation of ADCs in var-
ious in vitro or in vivo biological matrices such as serum/
plasma and tumor tissues [172]. Indeed, a crucial property
of conjugates is their stability in biofluids as the release
over time of cytotoxic drugs into the bloodstream consti-
tutes a considerable health threat [173]. This drug loss also
affects the composition of the ADC, potentially altering
the amount of drug delivered to the tumor site and
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posing another substantial safety risk because of its off-
target toxicity [174]. Tumey et al. have recently published
an interesting survey of the biotransformation events that
have been elucidated in recent years,[175] as well as one
of the resulting strategies to optimize the design of next-
generation ADCs [115].

Traditionally, pharmacokinetic studies of mAb candi-
dates are performed using ligand-binding assays (LBAs),
[172,176,177] a technique also used to study the cata-
bolites [178] and immunogenicity of ADCs [179,180].
The limitations of this approach are well known, how-
ever. The specific assay reagents required for LBA are
often not available early on in a program; moreover,
interference can occur from endogenous proteins, anti-
drug antibodies, and soluble target ligands [176,181].
Complementary or alternative data from liquid chroma-
tography coupled to MS-based methods can therefore
facilitate the analysis of mAbs in biological matrixes.
SRM-MS combined with stable isotope dilution is thus
increasingly employed in pharmacokinetic studies of
recombinant proteins, notably mAbs, in highly complex
matrices (serum, plasma, tumor tissues, and other body
fluids) [181-187]. In addition, while LC-SRM has been
used for decades to quantify small molecules, tremen-
dous improvements in the technique over the past few
years have broadened its scope to include the quantita-
tion of peptides and proteins, including ADC catabolites
[188]. Optimized LC-SRM assays offer unequalled sensi-
tivity, high analyte specificity, a high multiplexing capa-
city and precision, and robust quantitation of analytes
down to high ng/ml-low pg/ml concentrations in
unfractionated plasma.

Most of the methods described above rely on enzy-
matic digestion of the mAb to yield at least one peptide
with a unique sequence to be quantified as a surrogate
for the whole mAb [189]. Multidimensional chromato-
graphy or immunoenrichment can be used to separate
the mAb of interest from those of the endogenous
matrix, thereby increasing the relative concentration
of the analyte of interest [190,191]. The quantitative
bioanalysis of ADCs in plasma has also be achieved by
hybrid immuno-capture LC-MS/MS [192,193].

ADCs are administered as intravenous infusions, and,
following in vivo processing, multiple analytes are
detected in systemic circulation. According to a recent
paper from the American Association of Pharmaceutical
Scientists ADC Working Group,[194] the most com-
monly observed analytes are conjugated antibodies
(i.e. with a DAR of one or more), total antibodies (con-
jugated, partially or fully deconjugated), antibody-con-
jugated drugs (small molecules conjugated to an
antibody), and unconjugated drug molecules.
Metabolites of the drug molecule, with or without the
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linker, may also be detected. As discussed above, most
of the ADCs currently under clinical trial exist as a
heterogeneous mixture of antibody species with DARs
varying from zero to eight. Each of these species has its
own distinct in vivo pharmacokinetic profile, efficacy,
and safety,[46] and specific quantitative analytical work-
flows have to be developed. Pharmacokinetic profiling
highlights the impact of the DAR and other perfectible
parameters on the biological properties of ADCs, nota-
bly the rate of drug loss (from deconjugation and
instability) and the clearance of the species with different
DARs. Ultimately though, establishing the relationships
between pharmacokinetic exposures and the efficacy
and toxicity of the drug is the most helpful guide for the
optimization and development of ADCs. This information
is also mandatory for the pharmacokinetic-pharmacody-
namic modeling that helps to determine the first-in-
human dosage for clinical trials [195-198]. In this context,
Deslandes has recently compared the pharmacokinetics
of ADCs in Phase | clinical studies,[199] while toxicology
issues have been discussed by Saber and Leighton from
the FDA [200].

Final conclusions

The development and optimization of ADCs are increas-
ingly reliant on the analytical and bioanalytical charac-
terization of their main quality attributes, namely the
drug-load distribution, proportion of naked antibody,
and DAR. These needs have recently been fulfilled by
a number of cutting-edge MS methods, with workflows
optimized to be used at different levels. Electrophoretic
and chromatographic methods, in association or not
with MS, are still the main techniques used for the
characterization of mAbs and ADC. However, recent
developments in native MS mean that this technique,
in combination with classical MS approaches, offers the
means to complete a multi-level characterization of
ADCs and other protein-based therapeutic agents.

At the top level, native MS and native IM-MS com-
plement the data provided by HIC and rpHPLC-MS, the
reference methods for the quality control of inter-chain
cysteine- and lysine-linked ADCs, respectively.

At the middle level, the LC-MS analysis of reduced or
IdeS-digested ADCs provides structural insights into the
ADC subunits. The use of IdeS ensures the complete
separation of the Fc/2 and Fd fragments. This facilitates
the glycoprofiling of the Fc/2 fragment and the detec-
tion of any additional conjugation.

At the bottom level, high-quality ADC peptide map-
ping via improved (nano)HPLC-MS is now available in
most analytical labs. This can be used to characterize
the drug-loaded peptides and to identify positional

isomers at cysteine residues. Because of the hydropho-
bicity of the drug molecules, organic solvents are added
at all stages of the bottom-up approach, including
enzymatic digestion, to ensure that the drug-loaded
peptides remain in solution.

For studies of aggregation and the HOSs of ADCs,
native MS and IM-MS along with HDX-MS are emerging
as promising techniques to complement already estab-
lished methods such as SEC.

Regarding MS-based quantitation, finally, it is note-
worthy that SRM-MS now offers the same sensitivity as
ELISA assays, but with a superior specificity.

Expert commentary & five-year view

The state-of-the-art MS methods currently used to
characterize mAbs, notably for bottom-level analysis,
[201] are readily applicable for the study of ADCs.
Capillary electrophoresis coupled to MS is now estab-
lished as a valuable method, orthogonal to LC, for
peptide mapping at the bottom [202-204] and middle
[205] levels, and progress toward top-level analysis is
forthcoming, including under native conditions.
Another emerging technique, CE-UV/MALDI-MS/MS
(MALDI: matrix-assisted laser desorption ionization),
has recently been applied to study mAbs [206] and
should prove valuable in the future.

Top-down MS and sequencing,[207] middle-down
MS with electron transfer dissociation fragmentation,
[63] and extended bottom-up proteomics with enzymes
[100] are all in constant progress. An alternative middle-
down avenue toward a full sequence coverage of IdeS-
digested and reduced fragments of IgG may be LC-
MALDI with in-source decay [207]. A common objective
of all approaches based on MS/MS is to limit both the
number of sample preparation steps and the use of
enzymes for peptide mapping to avoid the introduction
of artifacts into the data (e.g. over-deamidation from
the use of trypsin at basic pH).

Two-dimensional LC-MS should facilitate future stu-
dies of large molecules such as antibodies and ADCs,
the extra resolution enabling the direct identification of
different species. The first dimension can be adapted to
the problem at hand via a plethora of chromatographic
techniques developed for the characterization of anti-
bodies, while rpHPLC is frequently used in the second
dimension as it desalts the sample before its introduc-
tion into the mass spectrometer. Recent applications of
this approach reported by Li et al.[171] Stoll et al.,[208]
and Birdsall et al. [98] have involved SEC x rpHPLC-MS,
CEX X rpHPLC-MS, and HIC x rpHPLC-MS, respectively.
Recent improvements made to chromatographic meth-
ods such as SEC,[209] cation exchange,[210] rpHPLC,
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Key issues

o High-resolution native MS provides accurate mass measurements (within 30 ppm) of intact ADCs, and can also yield the average DAR and drug-
load distribution. Native MS is furthermore unique in its ability to simultaneously detect covalent and non-covalent species in a mixture.

o Native IM-MS reveals the drug-loading profile of ADCs, the CCCs of each payload species highlighting slight conformational differences.

o As an orthogonal method, LC-MS following IdeS digestion of ADCs can be used to measure the drug-load distribution on light chain and Fd
fragments, as well as the average DAR for both monomeric and multimeric species. In addition, the Fc fragment can be analyzed in the same run,
providing a complete glycoprofile and demonstrating the presence or absence of additional conjugation.

o Because the drug molecules are hydrophobic, all enzymatic digestion steps used to prepare the sample for peptide mapping have to be adapted
to keep the drug-loaded peptides soluble. When this procedure is properly optimized, however, unambiguous maps are obtained by LC-MS,
while the positional isomers of the cytotoxic drug can be determined by rpHPLC after digestion with IdeS and reduction.

[211] and HIC (Fekete S et al, submitted) will no doubt
also benefit the application of 2D-LC-MS for the analysis
of mAbs, ADCs, and related products.

Imaging MS has successfully been used to reveal the
spatial distribution of small drugs and metabolites in
biological tissues,[212] and has recently been demon-
strated for the study of large biological molecules,[213]
notably to monitor mAbs in brain tumors [214]. One
assumes therefore that this technique will also be
applied for the characterization of ADCs.

Focusing now on the samples under study, while on
the one hand, next-generation ADCs should be more
homogeneous and thereby easier to characterize, their
more complex formulation will pose new analytical
questions. Indeed, bi-specific antibody conjugates,
[215] antibody-dual-conjugates,[216] treatment combi-
nations (e.g. ADCs + immune check points mAbs) as
well as alternatives to IgG formats [217] have already
been developed.

Finally, a feasible objective for the analytical methods
used to study ADCs during pharmaceutical development
is that they should be translated to the bioanalytical field
for the analysis of blood and/or tumor tissues. This
would allow the quantitation of known and unknown
catabolites for large and small molecules and help to
optimize the next generation of ADCs.
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ABSTRACT

Over the past 15 years, monoclonal antibodies (mAbs) have emerged as the most successful class of ther-
apeutics. Their specific structural and functional properties make them highly effective treatments for
various diseases. Most therapeutic mAbs are based on chimeric, humanized or human G immunoglobulins
(IgGs) selected from three isotypes (1, 2 and 4). IgGs are large and highly complex multimeric glycopro-
teins. They are constituted of a mixture of isoforms including macro and micro-variants that must be
extensively characterized prior to their investigation as a drug candidate in clinical trials. The IgG back-
bone is also used to design more potent but also more complex biopharmaceuticals such as antibody-drug
conjugates, bispecific antibodies, Fc-fusion proteins, and antibody mixtures to name a few. Mass spectro-
metric approaches in combination with electrophoretic and chromatographic separation methods play a
central role in the analytical and structural multi-level (top, middle and bottom) characterization of these
compounds. Importantly, techniques allowing the characterization of intact mAbs and related products
under non-denaturing conditions are attracting increasing interest. Here, we review the current state
of the art in native mass spectrometry and ion mobility methods for the characterization of mAbs and

mAb-based products.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The number of protein biopharmaceuticals approved for the
treatment of diseases ranging from cancer, cardiovascular diseases,
diabetes, infection, inflammatory, and autoimmune disorders con-
tinues to increase [1]. Of these drugs, monoclonal antibodies
(mAbs) and their related compounds make up the largest class
in human therapeutics [2,3]. The success of mAbs in this con-
text stems notably from their high specificity and affinity (in
the nM to pM range), their long circulating half-lives (up to
20days), their ability to induce immune cell effector response,
and their structural versatility. More than 70 mAb-based pharma-
ceuticals have already been approved in different forms, such as
antibody-drug-conjugates (ADCs), radio-immunoconjugates, bis-
pecific mAbs (bsAbs), antibody mixtures, scFv fragments, Fab

* Corresponding author at: BioOrganic Mass Spectrometry Laboratory (LSMBO),
IPHC, Université de Strasbourg, 25 rue Becquerel, 67087 Strasbourg, France.
E-mail address: sarah.cianferani@unistra.fr (S. Cianférani).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2016.03.044
1570-0232/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

fragments and Fc-fusion proteins or peptides. More than 50 oth-
ers are under phase IlI clinical trials [4], with an expected approval
rate of ~20%.

Although the engineered formats differ, these protein thera-
peutics mostly share a common immunoglobulin G (IgG) scaffold.
Canonical mAbs are 150 kDa tetrameric glycoproteins, the covalent
assembly of two light chains and two heavy chains. Depending on
the isotype, the number of disulfide bridges in the hinge region that
links the two heavy chains varies from two for IgG1 and IgG4 to four
for IgG2, the other 12 disulfide bridges being intramolecular [5].

In many cases however, canonical mAbs show a limited efficacy
or face resistance, so several families of either armed antibodies
(such as ADCs) or bsAbs have been developed to overcome these
limitations. ADCs are tripartite molecules consisting of a mAb onto
which highly cytotoxic small molecules are conjugated by cleav-
able or non-cleavable linkers. The specificity of the mAb helps to
deliver the highly cytotoxic drug to the targeted cancer cells. To
date, two ADCs have been approved by the US Food and Drug
Administration (FDA) and European Medicine Agency (EMA) for
use in humans [6]. Brentuximab vedotin (marketed as Adcetris® by

Please cite this article in press as: G. Terral, et al., Insights from native mass spectrometry and ion mobility-mass spectrometry for
antibody and antibody-based product characterization, ]J. Chromatogr. B (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2016.03.044




G Model
CHROMB-19974; No.of Pages 12

2 G. Terral et al. / . Chromatogr. B xxx (2016) xxX—xxx

Seattle Genetics/Takeda) is indicated for the treatment of hemato-
logical malignancies (Hodgkin’s lymphoma and systemic anaplastic
large-cell lymphoma) [7], while trastuzumab emtansine (T-DM1,
marketed as Kadcyla® by Genentech/Roche) has been licensed as
a single agent for the treatment of patients with human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2)-positive metastatic breast can-
cer who previously received trastuzumab and a taxane, separately
or in combination. The indications are that patients should have
either received prior therapy for metastatic disease or developed
disease recurrence during or within six months of completing adju-
vant therapy [8]. In addition, gemtuzumab ozogamicin has been
approved in Japan [9].

The other class of compounds being developed to overcome the
inefficiency of single-target mAbs in immunotherapy, bsAbs, are
designed to target two different antigens [10,11]. The advantages of
bsAbs are as follows [12,13]: (i) they can redirect specific immune
cells to the tumor cells to kill more of the latter; (ii) they allow
two different mediators/pathways that exert unique or overlap-
ping functions in pathogenesis to be blocked simultaneously; and
(iii) their ability to interact with two different cell-surface anti-
gens (instead of one) may confer an increased binding specificity.
Hampered for a long time by production issues, the availability of
bsAbs has improved through the development of new, more stable,
and easier to produce formats. More than 30 bsAbs are currently
in clinical development, with two of these catumaxomab (anti-
EpCAM x anti-CD3, Removab®, Fresenius Biotech, Trion Pharma,)
[14] and blinatumomab (anti-CD19 x anti-CD3, Blincyto®, Amgen)
[15]) having already been approved for marketing.

Last but not least, with the first licensed mAbs coming off-
patent, new generic versions of mAbs called biosimilars should
spread across the market [16]. Obtaining sufficiently close copies
of 150kDa, highly heterogeneous (glycoforms, deamidations,
disulfide bridge pairing, etc.), multimeric glycoproteinsis very chal-
lenging. This is why regulatory agencies are strict in evaluating
biosimilars based on their level of similarity with the originator
[17]. To date nonetheless, more than 20 biosimilars have been
approved in Europe, including two mAb biosimilars of infliximab
(anti-TNFalpha, Remsima®, Celltrion and Inflectra, Hospira) which
have recently received marketing authorization [18] as well etan-
ercept as an Fc-fusion protein (anti-TNFalpha, Benepali®, Biogen).

The analytical characterization of mAbs, ADCs, bsAbs and related
products is challenging and requires the use of a plethora of
orthogonal techniques, typically chromatography, electrophoresis
and mass spectrometry. Several recent papers have extensively
reviewed the advantages, drawbacks and complementarity of such
approaches [16,19-22]. The analytical characterization of mAbs
(ADCs, bsAbs) usually follows a multi-level workflow, where bio-
pharmaceuticals are studied at the intact protein (top) level, after
enzymatic digestion into smaller mAb subdomains (the middle
level), or after proteolytic digestion using a combination of enzymes
to generate peptides (the bottom level). The middle and bottom
levels require preliminary sample treatment in order to reduce the
micro-heterogeneity of the mAbs, which can affect the quality of
the final product (increased deamidation, oxidation, generation of
aggregates, etc.). Top level methods that operate on intact mAbs are
thus of utmost interest, as they require less sample handling, but
are still in their infancy. We will focus here on native mass spec-
trometry (MS) and ion mobility (IM-MS), as emerging techniques
for the analysis of intact mAbs.

2. Native mass spectrometry
Native mass spectrometry has been developed since the

early 90s [23,24] and involves analyzing non-covalent complexes
directly in the gas phase of the mass spectrometer. Initially applied

to the study of protein/ligand systems [25-30], native MS is
now widely used to investigate protein/protein [31-33] and pro-
tein/nucleic acid complexes [34,35] ranging in size from a few
hundreds to thousands of kDa [36-38]. Native MS is of particular
interest to the biopharmaceutical industry for the characteriza-
tion of recombinant proteins and for the analysis of monoclonal
antibodies [39].

2.1. Native MS workflow for mAb analysis

The native MS workflow for the analysis of mAbs and related
products (ADCs, bsAbs, etc.) is quite straightforward and rapid
(Fig. 1) [40,41]. The observation of intact mAbs in native MS is
the most direct approach available to characterize an antibody. The
only specific requirement for native MS analysis is buffer exchange
(also called the “desalting” step), whereby the storage mAb buffer
is exchanged against volatile ammonium salts (mostly ammonium
acetate) amenable to electrospray analysis under native condi-
tions [42]. Prior to the desalting step, deglycosylation (using either
PNGase-F of IgGZero) can be performed in order to reduce mAb
heterogeneity, a step that is particularly valuable for the characteri-
zation of ADCs. The mAb sample is next infused into an electrospray
ionization (ESI) mass spectrometer for native MS analysis. Infu-
sion can be achieved either through direct syringe pump injection,
through a chip-based automated device or, as is becoming increas-
ingly popular, by coupling size exclusion chromatography (SEC) to
native MS.

Even though mAbs are built around covalent interactions
between light and heavy chains, the charge state reduction and sub-
sequent ease of data interpretation afforded by native conditions
make native MS preferable over classical denaturing MS (or LC-MS).
Indeed, ESI under native conditions generates mass spectra with a
narrower charge state distribution shifted towards higher m/z val-
ues (Fig. 2a and b). This charge state reduction intrinsically reduces
peakoverlap in the high m/z range. While native MS has historically
been performed on time-of-flight (TOF) and quadrupole (Q)-TOF
instruments, one can now conduct these experiments on higher-
resolution Fourier-transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) [43]
and Orbitrap spectrometers [44,45], which also yield higher mass
accuracies.

2.2. Bispecific mAbs and ADCs

Native MS is even more beneficial for the analysis of bsAbs and
ADCs, which potentially comprise noncovalent interactions. For
example, the bsAb formed by Fab-arm exchange of two IgG4 anti-
bodies consists of mixtures of covalent and noncovalent species, a
result of flexibility in the hinge region [46]. Instead of the usual
disulfide bonds connecting two heavy chains (covalent bounds
maintain heavy chains), intra-heavy chain disulfide bonds may
form, resulting in bsAbs maintained by noncovalent interactions
between heavy chains. These noncovalent bonds can break under
the harsh solvent conditions used for LC-MS analysis, leading to the
detection of half-mAb moieties (Fig. 2c). In contrast, native MS anal-
ysis, during which noncovalent interactions are preserved, allows
the detection of a unique and homogeneous population of the intact
bsAb (Fig. 2d). Native MS also appears to be able to detect intact
bsAbs resulting from IgG4 recombination [47,48].

Similarly, native MS is mandatory for the characterization of
cysteine-linked ADCs, which consist of a broad population of non-
covalent assemblies. Native MS can provide accurate estimates of
the three main quality attributes of ADCs, namely, the drug load
profile and distribution, the average drug-to-antibody ratio (DAR),
and the proportion of unconjugated mAbs [49]. The analysis of
cysteine-ADCs by native MS was pioneered by Valliere-Douglass
et al., first in vitro [50] and more recently in vivo for DAR mea-

Please cite this article in press as: G. Terral, et al., Insights from native mass spectrometry and ion mobility-mass spectrometry for
antibody and antibody-based product characterization, . Chromatogr. B (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2016.03.044




G Model
CHROMB-19974; No.of Pages 12

B

G. Terral et al. / . Chromatogr. B xxx (2016) xxX—xxx 3
o
X

:-.;__1_;){-_. Purified
HJ[H mAb, bsAb or ADC

oy

W 4 Deglycasylation Step

: If necessa
m (PNGase F, [2GZERO, etc.) A

Buffer Exchange

(spin columns, microconcentrators,
SEC etc,)

Native MS and IM-MS
(with ESI, needles or Chip-based introduction)

Analyzers: Q-ToF or Orbitrap

Data Interpretation

mab
mah

VISR TIET .
n?'!-ﬁ
e

|II|| 25

Llg
7 | windi =TI =ir L 12 . = B |

B sy

Fig. 1. Schematic workflow for the native mass spectrometry (MS) or ion-mobility mass spectrometry (IM-MS) analysis of monoclonal antibodies (mAbs) and related
products—bispecific mAbs (bsAbs) and antibody-drug conjugates (ADCs).

surements and to monitoring changes over time in the drug
load distribution [51]. Native MS is now well established as a
versatile technique to determine average DARs, as reported by sev-
eral groups [52-55]. For the reference cysteine-ADC, brentuximab
vedotin, the intact ADC is not detected by denaturing MS (Fig. 2e),
but native MS allows a direct determination of the drug load profile,

the average DAR (deduced from MS peak intensities), and the rela-
tive quantities of the different species (including the unconjugated
mAD) (Fig. 2f). Surprisingly, Marcoux et al. [55] have reported how
native MS also proved advantageous for the analysis of the refer-
ence lysine-ADC, T-DM1, which consists of a highly heterogeneous
mixtures of covalent species. Native MS is now well established
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Fig. 2. Denaturing and native mass spectrometry (MS) analysis of monoclonal antibody (mAb)-based products. (a, ¢, e) Denaturing and (b, d, f) native MS analysis of (a and b)
intact trastuzumab, (c and d) a bispecific mAb (bsAb), and (e and f) the antibody-drug conjugate (ADC) brentuximab vedotin. The insets show the deconvoluted mass spectra

and the masses of the monomeric mAbs corresponding to each peak.

and easy to implement in ADC characterization workflows, with
measurements completed in minutes (rather than an hour for chro-
matographic methods) and with limited sample handling.

2.3. Oligomeric forms and aggregation

The aggregation of mAbs or their derivatives can drastically
reduce drug efficacy and potentially increases their toxicity and
the risk of adverse reactions. This problem is even more common
for ADCs, because conjugation to hydrophobic drug-linkers reduces
the solubility of the mAb [49,56]. Studying aggregation in mAbs
is therefore a crucial part of the drug development process. Here
again, native MS—either in directly infused samples or (preferably)
coupled to SEC—can be of great benefit for the characterization of
mAD aggregation. Kiikrer et al. report the off-line SEC MS analysis
of a pH-stressed IgG1: each SEC fraction was buffer exchanged and
injected into a ESI-TOF instrument resulting in the detection of high
molecular weight oligomers (up to tetramers) [57].

Progress has been made in the online coupling of SEC to
native MS. One particular problem that has recently been solved
is the correlation between the SEC-measured and native MS-
deduced oligomer ratios. Indeed, high molecular weight oligomers
have lower ionization efficiencies than monomeric mAbs do.
Haberger et al. have developed an approach combining ultra-
pressure (HP)-SEC separation and native MS for the simultaneous
formation, identification and quantification of the high molecular

weight aggregates in bsAb samples that form because of elevated
temperatures and storage exposures [58,59]. These authors also
demonstrate that HP-SEC with native MS not only facilitates the
detailed analysis of low-abundant noncovalent size variants for
process characterization/validation studies, but is also essential as
a means to validate HP-SEC as a worthwhile technique for the
pharmaceutical industry. These advances suggest that native MS
approaches will soon be more commonly used for the analysis of
ADC and mAD aggregates.

2.4. Immune complex analysis

Knowledge of mAb/antigen (Ag) binding stoichiometries is of
primary importance to understand the recognition mechanisms
involved in immune complexes and to gain insights in possible
mechanisms of action. The recognition specificity of immune com-
plexes is governed by the complementarity in shape between a
mAD and its target Ag, allowing specific noncovalent interactions
between the two. Several noncovalent mAb/Ag immune complexes
involving FDA- and EMA-approved mAbs have been character-
ized using SEC with ultraviolet detection (SEC/UV) [60]. Native
MS is well-suited to study these systems and several groups have
obtained the binding stoichiometries and affinities of mAb/antigen
complexes in this way [61-64], the advantage of native MS being
the more accurate mass measurements it provides compared with
SEC/UV, surface plasmon resonance spectroscopy or isothermal
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Fig. 3. High resolution native mass spectrometry (MS) for monoclonal antibody (mAb) analysis. (a) Schematic representation of an Orbitrap-based instrument (Exactive Plus
EMR, Thermo Fisher Scientific), adapted from [41]. (b) Antibody glycoform profiling by Orbitrap native MS. The full-scan native mass spectra of 5 wM trastuzumab showing
that six main charge states is presented on the left. The accurate masses determined for each glycoform are indicated on the deconvoluted mass spectrum on the right. The
mass accuracies range from 5 to 10 ppm. Inset: 25+ charge state with baseline resolution of all the glycoforms. (c) The analysis of a noncovalent mAb/antigen complex. After
incubation of the J10.4 mAb with its antigen (JAM-A), an Orbitrap native mass spectrum of the mixture was recorded. Three populations are observed: the unbound J10.4
mADb, the mAb bound to a single JAM-A molecule, and the mAb bound to two JAM-A molecules. (d) The analysis of mAb mixtures. Deconvoluted native mass spectrum of a

mixture of 11 PNGase-F deglycosylated mAbs.

titration calorimetry, which only yield weighted averages. From
titration experiments in which the mAb/Ag molar ratios are var-
ied, accurate mass measurements allow the binding stoichiometry
to be determined unambiguously, while the peak intensities reveal
the relative affinities of each species. Tito et al. were the first to
report the use of nanoESI-MS under native conditions to deter-
mine the 1:2 binding stoichiometry of a recombinant V antigen
from Yersinia pestis bound to its specific mAb [65]. Since then, with
the advent of higher resolution TOF analyzers, several groups have
reported the convenience of native MS to determine binding stoi-
chiometries [40,61,66] and even binding affinities in comparability
studies involving Ag constructs of different sizes [67,68]. Binding
stoichiometries involving bispecific mAbs have also been measured
in this way [48].

The great interest aroused by mAbs in the field of therapeu-
tics is largely due to their high selectivity toward their target
antigen. A critical issue in mAb/Ag characterization is thus the
specificity of the detected species. Specific setups involving the
targeted mAb and different antigens (or targeted antigens and non-
related mAbs) can serve as control experiments [42,61,65]. Such a
strategy allowed Atmanene et al. to unambiguously conclude that
the unexpected 1:4 stoichiometry detected by native MS between
the mAb 6F4 and the JAM-A antigen was not an artifact but results
from a specific interaction [42,61]. Unexpected mAb/Ag binding

stoichiometries have also been reported by Arthur et al., the 3:2
stoichiometry being due to the trimeric nature of the antigen [66].

Altogether, the variety of questions tackled by native MS high-
lights its utility and versatility for the study of mAbs and their
related product and complexes. Its ability to accurately reveal both
the exact stoichiometry by mass and the heterogeneity of these
complexes is particularly valuable.

3. High resolution native MS

As mentioned previously, native MS spectra can now be
acquired in high resolution thanks to FTICR [43] and Orbitrap
[44,45,63] instruments. Although native MS data obtained on most
Q-TOF instruments are sufficiently resolved for the characteriza-
tion of most mAbs and ADCs, in some cases (to detect low abundant
impurities at the intact protein level or to distinguish overlapping
peak shapes) a higher resolution is mandatory.

3.1. The Orbitrap mass analyzer for high resolution native MS

In 2012, Rose et al. described for the first time the use of a
modified Orbitrap mass analyzer to measure protein assemblies of
molecular weights approaching one megadalton with a sensitivity
allowing the detection of single ions [45]. The modified commercial
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Fig. 4. (a) Schematic representation of an ion-mobility (IM) quadrupole time-of-flight (TOF) mass spectrometer, with a nano electrospray ionization (ESI) source. (b) An
illustration of how ions are separated by charge and shape in IM experiments. (c) When the IM mode is off, the spectrometer can be used for native MS analysis; here, the
full-scan native mass spectrum of trastuzumab is shown. Inset: the corresponding deconvoluted spectrum with the masses of trastuzumab and its main glycoforms. (d) A

full driftscope plot of trastuzumab obtained by IM-MS under native conditions.

Orbitrap was sensitive to ions in the high m/z range (m/z> 6000 Th).
The radiofrequency voltages applied to transport multipoles could
be tuned, as could the pressure in the high-energy collision dis-
sociation (HCD) cell, leading to improved ion-transmission and
desolvation capabilities (Fig. 3a). Mass resolutions of 25,000 at
m/z 5000 and 16,000 at m/z 10,000 were obtained on this device,
much higher than the resolution (5000) on a Q-TOF instrument.
This opened the door to intact mAb analysis with unprecedented
mass accuracies (10 ppm, 2 Da) and with baseline separation of
all glycoforms. This substantially outperforms current TOF-based
native mass spectrometry platforms (resolution typically ~1000)
and allows even complex glycosylation patterns to be resolved.
The Orbitrap analyzer is clearly also a valuable tool to identify
and quantify mAb heterogeneity, with routine mass accuracies of
10-30 ppm at a nominal resolution of 17,500 or 35,000. These high
sensitivities and mass resolutions allow more in-depth and detailed
information to be gained than is currently possible with native mass
spectrometry, within a few seconds what’s more, and with just a
few femtomoles of sample.

The versatility of the Orbitrap platform for the characterization
of mADbs has been reviewed by Rosati et al. [63], who point out that
most of the critical problems in mAb studies can be addressed and
solved using the Orbitrap, asitallows: (i) the accurate assignment of
glycanidentities, because glycoforms are baseline-resolved; (ii) the
confident assignment of modifications to covalent mAbs that lead
to micro-heterogeneities (such as glycosylation, C-terminal lysine
cleavage, and primary sequence mutations) [53] (Fig. 3b) thanks to
accurate mass measurements (10-30 ppm as routine and resolu-
tions > 5000 at m/z 6000 Th)[53]; (iii) the analysis of noncovalently

assembled mAb structures (including ADCs and bsAbs) and mAb/Ag
complexes (Fig. 3c); and (iv) the quantitative and qualitative anal-
ysis of mixtures of up to 15 mAbs in a single native high-resolution
experiment without prior deglycosylation [69] (Fig. 3d). Similarly,
benefits of high resolution native MS at have also been demon-
strated for the two predominant ADC classes, cysteine [53,54] and
lysine conjugates [55]. In both cases high resolution native MS per-
formed on Orbitrap instruments afforded a better identification of
the ADCs and revealed the relative distributions of the drug-loaded
species. In particular, Debaene et al. performed an extensive native
MS characterization of brentuximab vedotin in comparison with its
unconjugated form (brentuximab), highlighting the efficiency and
accuracy (<30 ppm in routine analysis) of native MS on the latest
high-resolution Orbitrap instruments, which provided the average
DARs of the species [54]. Similarly, Marcoux et al. demonstrated
that high-resolution native MS methods are mandatory to detect
very low abundance D8 species in the lysine conjugate T-DM1 [55].
The authors also highlighted the impact of high resolution on the
quality of the deconvoluted data from which the average DARs are
usually determined. The Orbitrap platform may indeed become the
instrument of choice when dealing with complex heterogeneous
mAb mixtures or whenever the ability to discriminate between two
species very close in mass is essential.

3.2. Charge state reduction as an alternative route to high
resolution native MS

The benefits of the Orbitrap device notwithstanding, approaches
yielding high mass-spectral resolution on TOF and Q-TOF instru-
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Fig. 5. Collision-induced unfolding experiments to characterize the conformations of mAb isotypes. (a) lllustrations of four IgG subtypes, which differ in terms of the number
and pattern of disulfide bonds (red lines). (b) Collision-induced unfolding fingerprints of IgG1k, [gG2k, [gG3k and IgG4k from human myeloma. The differences in the patterns
correlate with the differences in the number of disulfide bonds in each antibody. However, the fingerprints for [gG1k and IgG4k differ, even though they have the same
number of disulfide bridges. Reproduced from Ref. [86]. Copyright 2015 American Chemical Society. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the

reader is referred to the web version of this article.)

ments are also of interest. These alternative techniques rely on
charge state reduction (using various reagents). Indeed, charge
state reduction has been proposed as a means to separate close or
overlapping peaks [70,71]—a lower charge states having already
been mentioned in Section 2 as one of the benefits of native
over classical MS analysis. Marcoux et al. successfully reduced the
charge state of the reference lysine ADC, TDM-1, by supplement-
ing the ADC sample with imidazole in increasing concentrations
(10-40 mM). With 40 mM imidazole, the charge state was reduced
from 23+ to 16+, separating the previously overlapping DAR dis-
tributions [55]. Imidazole improved both the separation of the
different Dn species and the desolvation of the samples, leading to
sharper peaks within each charge state. However, longer acquisi-
tion times were required as the sensitivity was lower. These authors
also show how charge reduction can be applied in synergy with
Orbitrap mass analyzers for the characterization of highly hetero-
geneous mAb samples [55]. Similar effects have been reported by
Pacholarz et al. on cysteine-ADCs, for which triethylammonium
acetate induces a charge reduction (from 24+ to 17 + ) and increases
the gas phase stability of the ADC [72].

3.3. The next challenge: combining high resolution native MS
with top-down sequencing for systematic mAb and ADC
characterization

This presentation of the first generation of high-resolution
Orbitrap platforms may give the impression that they have revolu-
tionized the field of native MS; however, their limitations should

also be pointed out. The first experiments were conducted on a
modified commercial Orbitrap Exactive Plus (Thermo Fisher Scien-
tific) mass spectrometer, which lacked a quadrupole mass filter that
would have allowed ion isolation and tandem MS (MS/MS). In par-
ticular, native MS/MS in this context can potentially reveal the drug
conjugation or post-translational modification sites of mAbs and
related products, as well as their monosaccharide stereoisomers
and glycan branching in a single run (using HCD or ETD).

Gautier et al. [73] have shown that post-translational modifi-
cation or drug conjugation sites cannot be determined by native
top-down MS in a single experiment [73]. These authors combined
native MS and bottom-up proteomics to monitor and quantify
the overall drug load and site-specific lysine reactivity of several
mAbs. While native MS allowed them to monitor and quantify 69
lysine-tagged molecules in human IgGs, complementary bottom-
up proteomics was essential for the identification of very reactive
“hot-spot” conjugation sites.

The pioneering work discussed in the preceding paragraphs
has paved the way for new instrumental improvements that have
overcome the original limitations. Indeed, the recently introduced
Orbitrap ExactivePlus EMR (Thermo Fisher Scientific) mass spec-
trometer [74], which incorporates a high-mass quadrupole mass
selector, has allowed Dyachenko et al. to conduct MS analysis and
a top down sequencing of brentuximab vedotin under native con-
ditions [64]. The native MS revealed the drug load distribution and
average drug load, while the native top down experiments revealed
that the drug conjugation takes place nonhomogeneously to cys-
teine residues on both the light and heavy chains.
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Fig. 6. Native mass spectrometry (MS) and ion-mobility (IM-)MS analysis of (a-c) a bispecific monoclonal antibody (bsAb) and (d-f) brentuximab vedotin, a cysteine
antibody-drug conjugate. (a) Time-resolved nano-electrospray ionization native mass spectrum of Fab-arm exchange between two IgG4 molecules after 24 h incubation
with glutathione. The arrival time distributions (ATDs) corresponding to the 24+ charge state of GOF/G1F glycoform of IgG4; (black), and of IgG4, (blue) overlap with that
of the newly formed bsAb (red). (b) Driftscope plot of Fab-arm exchange between the two IgG4 monoclonal antibodies (mAbs) after 8 h reaction in glutathione. (c) Overlay
of arrival time distributions (ATDs) from the two initial mAbs and the formed bsAB. (d) Deconvoluted native mass spectrum of brentuximab vedotin. (e) Driftscope plot
of brentuximab vedotin highlighting its conjugation heterogeneity. (f) The IM-MS derived drug load profile of brentuximab vedotin: relative proportion of each drug load
species as a function of the number of drug molecules loaded onto the mAb. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the

web version of this article.)

In brentuximab vedotin, and more generally in cysteine-ADCs,
the drug localization sites can be distributed across eight different
cysteine residues on the surface of the mAb, producing positional
isomers with two, four and six drug loads. Since each of these
positional isomers has the same mass, native MS is unable to dis-
criminate between them. In contrast, tandem MS can decipher
positional isomers (each one yielding a unique spectrum) and is
therefore a valuable tool for the MS analysis of more heterogeneous
mixtures. Another advantage of this new Q-Orbitrap instrument is
the possibility it offers to simultaneously select all the ions belong-
ing to the same charge state distribution (e.g. all the D2 ions) and
submit them to MS/MS activation and fragmentation through a
spectral multiplexing technique [64]. This type of experiment sug-
gests that a series of exiting questions related to mAb and ADC
characterization could be answered using a single native MS(/MS)
experiment.

4. Ion mobility coupled to mass spectrometry for mAb
characterization

As a logical evolution from native MS, ion-mobility native MS
(IM-MS) was developed first for the structural characterization
of protein assemblies [70,75-77], but soon after for biopharma-
ceutical analysis [78]. lon mobility spectrometry is a charge and
shape-selective separation technique, based on the gas phase sepa-
ration of ions drifting under a weak electric field through a chamber
filled with an inert gas [79]. Gas phase IM-MS separation is thus a
form of capillary electrophoresis in the gas phase, which outputs
the ion drift times as arrival time distributions (ATDs). In turn, these
can be converted directly (for linear drift tubes) or after appropriate

calibration (for traveling-wave IM cells) into collisional cross sec-
tion (CCS) distributions, which are two-dimensional projections of
the three-dimensional shapes of the ions. Indeed, ions with larger
or extended conformations drift more slowly than those with more
compact shapes, and therefore produce larger CCSs (Fig. 4a and
b). lons with identical charges can thus be separated in terms of
their shapes (Fig. 4b). IM-MS has been used to probe the native
state of proteins and protein complexes in the gas phase [75] and
to investigate large protein assemblies, including membrane com-
plexes [80,81] and biopharmaceuticals. An example of native MS
and IM-MS analysis of trastuzumab is given in Fig. 4c and d.

4.1. Glycosylation heterogeneity

IM-MS has also been employed under denaturing conditions
(organic solvent and acid) to characterize the glycosylation het-
erogeneities of mAbs, either as intact molecules (150 kDa, revealing
the heterogeneity of the glycoprofiles) or after dithiothreitol reduc-
tion and IM separation of the light and heavy chains. It can also be
used to accurately measure the mass of the subunits [82]. In another
study [83], IM-MS was used after sequential fragmentation to mea-
sure the overall glycosylation profile and identify the glycosylation
site after trypsin digestion of trastuzumab, highlighting the value
of IM-MS as a tool for batch-to-batch heterogeneity studies [83].

4.2. Disulfide bond heterogeneity

A particularly interesting application of IM-MS is for the study
of heterogeneous disulfide bonding. Atmanene et al. used IM-MS
under both denaturing and native conditions to evidence the het-
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erogeneous disulfide bridge pairings of a recombinant antigen [61].
In this study, IM-MS was the only analytical technique able to detect
disulfide bridge heterogeneity within two different recombinant
antigen preparations [61]. Elsewhere, Bagal et al. conducted a pio-
neering study of disulfide variants in intact IgG2, for which native
IM-MS revealed the existence of two to three gas-phase conformer
populations [78]. For an IgG1 antibody and a C232S mutant IgG2 in
contrast, a single gas-phase conformer was identified [ 78]. IgG2 has
alongerdrift time thanIgG1 and gave two distinct peaks in the ATDs
of each charge state. When a reducing agent was used, one unique
ATD population with a drift time similar to the one obtained for
IgG1 was measured, providing strong evidence that the observed
IgG2 gas-phase conformers were the result of disulfide bond het-
erogeneity [78]. In a similar context, Jones et al. have used IM-MS
to rapidly provide information on the higher order structure of
mADbs [84]. The three studies mentioned here clearly demonstrate
the value of shape-selective separation as provided by IM-MS to
detect disulfide bond heterogeneity in large (150 kDa), intact IgG
antibodies [84].

4.3. Global conformation and isotype classification

Given that IM-MS gives a global view of conformational differ-
ences, it is a good choice for preliminary investigations of mAb
conformations where the shape and size of the molecule are of
interest. Different groups have attempted to attribute CCSs to given
mAb and isotype conformations and even to particular confor-
mational heterogeneities. Pritchard et al. used this approach to
detect three monomer conformations (CCSs ranging from 6100
to 7600A2?) and two dimers (10,600-11,500 A% CCSs) for a com-
mercial rhGH-specific antibody [62]. A quantitative analysis of the
ATDs revealed that ~80% of the species present in the sample were
in the second monomer conformation (6807 +280A2). Further-
more, Pacholarz et al. reported structural differences between IgG1
and IgG4 based on IM-MS measurements [85]. Interestingly, the
DTCCSye values obtained on a linear drift tube IM instrument in
helium (61.1-83.2 nm?2) were in agreement with those measured
on traveling wave IM instruments by other groups for different
IgGs, which demonstrates the robustness of the CCSs calculated
from properly calibrated IM-MS data. Note that for the higher
charge states, the observed CCSs for IgG4 molecules are larger than
those measured for IgG1 mAbs. More generally, all IM-MS papers
report a compaction in the gas phase of the mAbs, since the IM-MS-
derived CCSs are smaller than those expected from the mass of the
molecules or from MD simulations.

Advanced IM-MS methodologies designed for the study of intact
mAbs have recently been reported, based on collision-induced
unfolding (CIU) [86] or temperature variable IM-MS [87]. The for-
mer involve collisional heating in the gas-phase to unfold the
protein, which is subsequently separated by IM and then analyzed
by MS [88]. As for collision-induced dissociation, CIU experiments
provide specific unfolding fingerprints that can be used to distin-
guish similar conformations, for instance mAb isotypes (IgG1 vs
IgG2 vs I1gG3 vs I1gG4) [86] with different numbers and/or patterns
of disulfide bonding and levels of glycosylation (Fig. 5). Similarly,
the thermal stability of three types of intact IgG molecules (with
the same antigen binding specificity) has been probed by variable-
temperature IM-MS [87]. In these experiments, mass spectra and
IM plots are acquired while the temperature of the helium gas in
the drift tube is increased (from 300 to 550 K). While the native
mass spectra showed no significant change as the temperature was
increased (other than improved desolvation), the PTCCSsye of the
IgG1 and IgG4 isotypes decreased because of compaction. The max-
imum collapse occurred at a higher temperature for IgG1 (400 K)
than for IgG4 (360 K), in agreement with solution-phase studies in
which IgG1 was found to be more thermally stable than IgG4 [87].

Differences in the extent of unfolding (an increase and widening
of PTCCSye) among the IgG subclasses were also observed at high
buffer gas temperatures, IgG4 unfolding at a lower temperature and
to a greater extent than IgG1 did.

IM-MS on intact mAbs can also provide interesting data for
comparability studies and may be useful as a means to routinely
fingerprint higher order structures. IM-MS measurements can be
adapted to investigate the conformational changes induced in
individual mAb isoforms upon antigen binding. Beck et al. used
IM-MS to compare originator and biosimilar (generic) versions of
trastuzumab [ 16]. IM-MS driftscope plots immediately revealed the
greater heterogeneity of the biosimilar (molecules bearing zero or
one glycan per Fc were detected).

4.4. Dynamics and real-time IM-MS

IM-MS has recently been employed to monitor dynamic pro-
cesses such as the IgG4 Fab-arm exchange that produces bsAbs
[48]. As mentioned in the introduction, bsAbs are composed of two
different half-antibody arms, each of which recognizes a distinct
antigen, a particularly valuable property for therapeutic applica-
tions. In combination with time-resolved native MS, ion mobility
was used to monitor the formation of the bsAb in real time [48],
the CCSs of the bsAb (66.9 nm?) being intermediate to those of the
original mAbs (65.6 and 69.6 nm?, Fig. 6).

4.5. Conjugation heterogeneity in ADCs

The first application of native IM-MS to characterize drug con-
jugation heterogeneity was reported by Debaene et al. [54], for the
marketed cysteine immunoconjugate brentuximab vedotin. Multi-
ple drug loads were identified and the different CCSs of the species
evidenced the slight conformational changes that occur upon pay-
load binding. The IM-MS data was interpreted semi-quantitatively
to directly determine the average DAR. The value obtained, 3.7 £ 0.1
(vs 4.0 expected) is consistent with values obtained from other MS
methods and the DAR distribution. In addition, hydrophic interac-
tion chromatography (HIC) fractions were collected and analyzed
individually by IM-MS to assess the conformational homogeneity
of the species corresponding to each HIC peak [54]. Marcoux et al.
performed a similar study on trastuzumab emtansine (T-DMT1),
a lysine ADC already on the market [55]. The detailed structural
picture provided by IM-MS was complemented by molecular mod-
eling [55]. As for brentuximad vedotin, native IM-MS highlights the
increase in heterogeneity that occurs when trastuzumab is conju-
gated with DM1. The resulting drug distribution profile and average
DAR (3.4 4+0.2) are consistent with values obtained from other MS
methods (average DAR: 3.5).

These two studies illustrate the potential of native IM-MS as a
tool to measure drug load profiles and calculate average DARs, and
highlight the value of this technique for the rapid assessment of
structural conjugation heterogeneity in ADCs.

5. Conclusions

The development and optimization of mAbs and mAb-related
products are increasingly reliant on adequate analytical and
bioanalytical characterization. These needs have recently been ful-
filled by a number of cutting-edge MS methods, with workflows
optimized for implementation at different levels [16,21]. Elec-
trophoretic and chromatographic methods, in association or not
with MS, are still the main techniques used for the characterization
of mAbs and their related products. However, recent developments
in native MS have promoted this technique for the analysis of intact
mAbs. In combination with classical denaturing MS approaches,
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native MS offers the means to complete a multi-level characteriza-
tion of mAbs, ADCs and other protein-based therapeutics without
extensive sample preparation (avoiding artifacts like overdeami-
dation, oxidation, etc.) and within just a few minutes of analysis.

At the top level, native MS and native IM-MS complement
the data provided by chromatographic and electrophoretic meth-
ods performed under classical denaturing conditions, providing
easy access to accurate mass measurements (10-100 ppm as rou-
tine depending on the type of MS analyzer) and straightforward
binding stoichiometry/conjugation information. For aggregation
studies and the analysis of higher-order structures for mAb-related
products, native MS and IM-MS along with hydrogen-deuterium
exchange MS are promising techniques that could complement
already established methods such as SEC. Although native top-
down analysis is still in its infancy, we predict that the ongoing
progress in instrumentation, fragmentation techniques (e.g. ultra-
violet photodissociation and infrared multiphoton dissociation),
and software tools, will substantially increase the popularity of this
technique over the next few years. The direct online coupling of
chromatographic (SEC or HIC) and electrophoretic (capillary and
capillary zone electrophoresis) methods to native MS and IM-MS
also holds great potential. A feasible objective for the native MS
methods used to study mAb-related products during pharmaceuti-
cal development is that they should be made routine bioanalytical
techniques applicable to the analysis of blood and/or tumor tissues.

Native MS should also play a major role in the characterization
of next-generation mAb-based products, whether more homoge-
neous, such as site-specific ADCs, or more complex, such as bsAbs
[10], antibody-dual-conjugates [89], alternatives to IgG formats
[90], or treatment combinations (e.g. ADCs with immune check-
point mAbs) [90].
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/ Apports de I’échange hydrogéne/deutérium couplé a la
spectrométrie de masse en protéomique structurale pour la
caractérisation de complexes multi-protéiques.

Résumeé

Ce travail de thése porte sur développement de méthodes en spectrométrie de masse structurale
pour I'analyse de protéines recombinantes et de leurs complexes associés. L’objectif central s’est
porté sur des développements méthodologiques en échange hydrogéne/deutérium couplé a la
spectrométrie de masse (HDX-MS). Les techniques biophysiques de caractérisation structurale a
haute résolution comme la cristallographie ou la RMN se heurtent régulierement a des problémes de
productions de cristaux, de taille de complexes analysables ou encore de quantité de matériel
nécessaire importante. Le développement de méthodes spécifiques HDX-MS a permis de réaliser
une caractérisation structurale de systémes protéiques variés, et réfractaires aux approches haute
résolution. La combinaison de cette approche a différents outils de MS structurale est aussi illustrée,

et montre tout son intérét pour I'obtention d’informations a résolution augmentée.

Mots-clés : spectrométrie de masse structurale, échange Hydrogene/Deutérium, spectrométrie de

masse native, protéines, anticorps thérapeutiques, ribonucléoprotéines.

Résumé en anglais

This thesis work focuses on development of structural mass spectrometry methods for the analysis
of recombinant proteins and their associated complex. The central objective has focused on the
development of hydrogen/deuterium exchange coupled to mass spectrometry approaches (HDX-
MS). The high resolution biophysical techniques for structural characterization such as
crystallography or NMR regularly face problems of crystal productions, size analyzable complex or
quantity of material required. The development of specific HDX-MS methods allowed the
characterization of various, and refractory protein systems to high resolution approaches. The
combination of this approach with complementary structural MS tools is also illustrated, and shows

its interest to obtain increased resolution information.

Key words: structural mass spectrometry, Hydrogen/Deuterium exchange, native mass

spectrometry, proteins, therapeutic antibodies, ribonucleoproteins.




