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Abstract

Pour étudier et comparer les performances de trois méthodes de quantification de la
concentration protéique, nous proposons un plan expérimental et un plan d’analyse prenant en
compte les différentes sources de variabilité dans la chalne d’analyse par spectrométrie de masse
en mode SRM.



1 Introduction

Les techniques de spectrométrie de masse sont trés séduisantes pour détecter des
biomarqueurs protéiques de maniére sensible et rapide. Cependant, contréler la variabilité
technique sur ces chalnes d’analyse reste un enjeu majeur pour la recherche et la validation des
biomarqueurs. Dans le cas de la chaine d’analyse par spectrométrie de masse en mode SRM, une
technique de traitement bayésienne de l'information intégrant la variabilité technique a été
proposée sur le projet BHI-PRO, dans le contexte de la validation de biomarqueurs. Un
algorithme d’inversion hiérarchique bayésienne estime conjointement les parameétres
biologiques et techniques inconnus et permet de calculer la concentration protéique. Cet
algorithme a pour objectif de diminuer la variance de I'estimation due a la variabilité technique.
Pour évaluer correctement cette part de variance, il est nécessaire de quantifier la variabilité
technique attribuable aux diverses étapes de la chaine analytique et de la distinguer de la
variabilité biologique. La difficulté est que la variabilité biologique n’est pas connue, d’'une part
en raison des variabilités individuelles entre patients et d’autre part parce qu’il n’existe pas de
méthode de référence parfaite pour estimer la concentration protéique. La méthode ELISA,
souvent considérée comme une référence, est elle-méme imparfaite et ne permet pas d’estimer
la concentration sans erreur. Une maniere de maitriser la variance biologique est de la créer
artificiellement par dilution (rampe de dilution). La concentration relative varie alors selon le
facteur de dilution sans que 'on connaisse la concentration absolue. Nos objectifs sont :

1) Proposer un plan expérimental pour quantifier la variabilité technique attribuable aux
diverses étapes de la chalne analytique sur des données artificielles en rampe de dilution.

2) Comparer les résultats fournis par deux algorithmes de traitement des données SRM aux
résultats de la méthode ELISA. Les performances de l'algorithme d’inversion hiérarchique
bayésienne seront comparées a celles d’un algorithme usuel.

2 Matériel et méthodes

Les étapes de la chaine analytique en mode SRMnsonbreuses et incluent principalement la
préparation des échantillons, la digestion desspres et le fractionnement des peptides, la séparat
des peptides par chromatographie liquide, leurctiga dans le spectrometre de masse par électro-
ionisation, la sélection et le fractionnement deptigles ciblés, et la détection des fragments d!ion
La variabilité de la mesure résultant de ces étagesitue au niveau du passage entre le niveau
protéine et le niveau fragment qui fournit le sigia@pelé transition. Les composantes discernalges
cette variabilité sont celles du passage protéemige aprés fractionnement et celle du passage
peptide-transition. La variabilité due au passageémne-peptide provient de la préparation et de la
digestion. Elle se traduit notamment par une vdiiébdu gain correspondant. Ce gain est estimé
chaque jour par calibrage externe avec un mélaragené Ceci permet d’introduire dans I'algorithme
de traitement du signal une correction. Mais cetigrection reste entachée d’une variabilité. La
variabilité due au passage peptide-transition privessentiellement de I'étape LC-MS, le gain de ce
passage étant estimé par calibrage interne powquehanesure avec des peptides alourdis, selon
I'approche AQUA. La variabilité de la mesure commteussi la variabilité due a I'algorithme utilisé
selon sa prise en compte des fluctuations sur kureeet selon les estimateurs utilisés. L’estinmatio
de la concentration protéique par I'algorithme Usast calculée directement a partir de transitions
sélectionnées. Elle repose sur une détection etquratification des pics sur les traces SRM.
L'estimation de la concentration protéique pardgdaithme bayésien utilise toute la hiérarchie de
guantification (protéine-peptide-fragment) pouridmser les informations délivrées par chaque trace



associée a une transition ciblée de la protéindiéu L’algorithme bayésien repose sur un modele
paramétrique intégrant les principales causes debitté comme par exemple les temps de rétention
chromatographiques. La méthode d’inversion estiloes @onjointement les parameétres du modéle et
les concentrations des protéines.

Pour acquérir les données de la rampe de dilutions proposons un plan expérimental qui prend
en compte les contraintes de laboratoire et pedtestimer les variances inter-jour et intra-jour
induites par les passages protéine-peptide etdmeptinsition. Les données seront obtenues a partir
d’échantillons d'un mélange étalon utilisé pourQentréle Qualité de la chaine de mesure. Ce
mélange étalon est un sérum sanguin « poolé » mamtedes protéines diluées, notamment les
protéines ciblées. Ce mélange étalon est ensuité dfin de produire une gamme de dilution. Les
facteurs de dilution appliqués valent respectivam@éril/2,1/4,1/8, et 1/16. Cette série d'échaortsl
est mesurée conjointement par la technique de repeétrie de masse SRM et par une technique
ELISA réalisant le dosage de protéine par anticobas cette communication, nous proposons de
décrire les méthodes d’analyse statistique que soulsaitons appliquer pour :

1) Vérifier la linéarité de la relation entre la contration estimée et le facteur de dilution par
comparaison de modéles emboités a effets mixtes;

2) Décomposer la variance des estimations des coatiens des analytes pour les différentes
méthodes d’estimation (par chacun des 2 algorith®fidd ou par ELISA).

3 Résultats escomptés

Le plan expérimental permettra d’'évaluer les cbotions respectives des variabilités biologique
et technique a la variabilité de la mesure. L'otifexst d’étudier 'amélioration apportée par leurel
algorithme bayésien qui devrait permettre de diminle rapport variance technique/variance de la
mesure. La méthode ELISA devrait permettre de mexaminer et comparer les performances des
méthodes SRM.
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