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Contexte
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La découverte et la quantification des biomarqueurs sanguins

Prélèvement sanguin

1. Biomarqueurs pour une signature de la pathologie
2. En recherche fondamentale : augmentation importante du nombre de marqueurs protéiques  
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Limites actuelles de la préparation des échantillons en spectrométrie de masse

Avantages de la spectrométrie de masse pour la découverte et la 
quantification de biomarqueurs :
1. Détection des isoformes des protéines et des modifications
2. Capacité de multiplexage

Finoulst et al (2011) J Biomed Biotech
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La protéomique dans la pratique 
clinique
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La protéomique basée sur la spectrométrie de masse dans la pratique clinique…

Besoin d’automatiser, de standardiser et de simplifier les étapes de préparation de l’échantillon

2 jours

Traitement de 
l’échantillon 

immédiat

Assure l’intégrité des 
protéines et évite 
leurs dégradations

Spectromètre de masse

2 h
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La plateforme PepS
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Process flow pour la préparation des échantillons de sang avant l'analyse MS

Aspiration Séparation Calibration Déplétion Digestion Stockage

Etapes

Solutions 
technologiques

Injection de 
l’échantillon 

sanguin

Interfaçage direct 
avec le 

Vacutainer®

Séparation du 
plasma

Sang total

Plasma

Filtration 
intégrée du 

sang

Calibration du 
volume et 

protéines standards

Volume de plasma 
calibré + quantité de 
protéines standards 

connue

Protéines standards 
(PSAQ) lyophilisées dans 

la chambre microfluidique

Plasma déplété en 
albumine

Plasma

Déplétion en 
albumine

Déplétion intégrée 
avec des billes de 

Cibacron®

Digestion 
protéique

Digestion intégrée 
avec de la trypsine 

lyophilisée

Stockage des 
peptides

Stockage intégré 
sur une phase 

inverse



13e journée ITS – 7 & 8 novembre 2022 – Grenoble – https://its.aviesan.fr 10

Intégration et automatisation de toutes les étapes pré-analytiques

20cm x 20cm x 30cmDesign Architecture

Conception
PEPS - Instrument

PEPS – Carte microfluidiqueConception module par module Conception et intégrationRéalisation des modules tests 
unitaires
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Plateforme microfluidique PepS (Peptide Saver)

• Unité de contrôle pneumatique (régulateurs de 
pression + électrovannes)

• Collecteur pneumatique : « manifold »
• Contrôle électronique
• Eléments chauffants
• Porte carte avec système de serrage

20 cm × 20 cm × 35 cm

Vanne Pompe

Déplacement 
des fluides 

Purification

Réactifs

Filtration

Mélange

Calibration

Mesure du plasma 
et spiking des 

protéines standards

Filtration du sang 
et séparation du 

plasma

Déplétion du 
plasma en albumine 
avec du Cibacron® 

Digestion trypsique
du plasma

Récupération 
de l’échantillon 

peptidique

Stockage des 
peptides sur résine 

Strata-X

Carte microfluidique (format carte de crédit)
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Standardisation au CEA-Leti-DTBS

 Designs, matériaux, procédés de fabrication adaptés à la microfabrication

 Leader de la standardisation microfluidique

- Leader de ISO TC/48/WG3 & CEN TC 332/WG7 – Microfluidic devices

 Infrastructures à l’état de l’art pour le prototypage / microfabrication

Soutien de l’inflexion CEA 
sur les dispositifs médicaux 

Salles Blanches du LETI

Micro-usinage de précision de 
polymères et moules aluminium

Thermoformage et scellement thermique Plasma atmosphérique Laminage film silicone Assemblage final

Technologie vannes Technologie flow-stretch
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Plateforme microfluidique PepS en fonctionnement

Mesure de 50µL de plasma 
avec standards lyophilisés 

(vitesse X8) Déplétion en 
albumine du plasma 
avec Cibacron® blue

(vitesse X16) Digestion avec 
trypsine 

lyophilisée 
(vitesse X8)

Injection du 
sang

(vitesse réelle)
Extraction du 

plasma (vitesse X4)

Stockage des 
peptides purifiés 

sur résine Strata-X 
(vitesse X8)
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Résultats
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Résultats pour le mode « découverte de nouveaux biomarqueurs »

 Comparaison des performances pour la préparation 
des échantillons avec le protocole de référence

 Avec PepS : identification de 579 protéines
 Avec le protocole de référence « manuel » : identification de 535 

protéines
 Bonne répétabilité

Diagramme de Venn

Coefficient de Pearson calculé pour chaque paire de réplicats techniques (TR) et de 
réplicats analytiques (AR) sur la base des valeurs de quantification

Gilquin, Cubizolles, Den Dulk et al (2021) Anal Chem

 Les protéines quantifiées avec PepS sont 
distribuées sur 8 ordres de grandeurs dans la 
gamme dynamique pour le plasma (Uhlen and co-

workers)

56 protéines quantifiées sont listées comme biomarqueurs 
cliniques

579 protéines quantifiées avec PepS

Toute la gamme dynamique des protéines plasmatiques
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Résultats pour le mode « ciblé » pour la quantification de biomarqueurs 

 Quantification de 3 biomarqueurs après préparation de l’échantillon avec PepS

LC-SRM a extrait les chromatogrammes ioniques des 
peptides de signature pour les 3 biomarqueurs cibles. 
Seules les 2 meilleures transitions du peptide sont 
attribuées pour améliorer la lisibilité.

Gilquin, Cubizolles, Den Dulk et al (2021) Anal Chem

Ajout de 3 biomarqueurs 
protéiques (ALAT1, CRP et MYG) à 
des concentrations pathologiques

Echantillon 
sanguin

Carte fluidique 
PepS

Protocole 
automatisé

Quantification des 
biomarqueurs par LC-SRM

 Quantification reproductible des 3 biomarqueurs par LC-SRM 
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Conclusions et perspectives
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Conclusions et perspectives

Évaluation de PepS pour les tests multiplexés 

Quantification reproductible de 3 biomarqueurs par LC-SRM : 
ALAT1, CRP et myoglobine

Évaluation de PepS pour le mode découverte 

Déplétion en albumine efficace et stabilisation d’un ensemble de 
peptides protéolytiques pour le profilage du protéome plasmatique

 Le système PepS permet de traiter automatiquement le protéome plasmatique du sang en 2 h

 PepS : dispositif de « preuve de concept », entre une perspective de produit pour la clinique et un 
instrument de recherche pour la découverte de biomarqueurs

Echantillon 
sanguin

Carte PepS pour la préparation 
automatisée des protéines du plasma

Spectrométrie de masse en 
« découverte » ou en « ciblé »

Profil protéomique 
du plasma

Quantification des 
biomarqueurs du plasma
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