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Introduction

Lastratégie classique de I’ étude du protéome débute par une séparation des extraits protéiques par électrophorése sur gel bidimensionnelle (gel 2D). Si cette technique révéle un grand nombre de protéines exprimées dans un type cellulaire, elle présente
un certain nombre de limitations et d'inconvénients : impossibilité de visualiser les protéines trop peu abondantes, séparation sur une gamme de pl limitée, mauvaise pénétration et séparation des protéines hydrophobes dans |a premiére dimension, durée
importante de I’ obtention du gel, etc.

Depuis quelques années se développe une stratégie aternative, qui repose sur I'analyse de mélanges de protéines par le couplage entre la chromatographie en phase liquide et la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Briévement, des
échantillons protéiques complexes sont digérés par une endoprotéase spécifique, puis le mélange de peptides résultant est analysé par LC-MS/MS. Les informations de séquence obtenues sur les peptides détectés permettent de déterminer I"identité des
protéines présentes dans |’ échantillon initial. Une étude comparative de I expression protéique est en outre possible par le marquage des polypeptides par des isotopes stables.

L' objectif de ce poster est d' évaluer |es performances et les limitations de I’ approche LC-MS/M S dans | analyse de mélanges complexes de protéines.. La présente étude s attache a cerner les possibilités d' identification de protéines du modéle cellulaire
Saccharomyces cerevisiae, avant d' envisager des anayses quantitatives.
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En particulier, 52 protéines du ribosome 80S sur 78 ont été identifiées dans les bandes de gel digérées. L'approche gel 1D -LC-MSMS a donc
permis de caractériser un nombre important de protéines ribosomales, sans avoir recours & une purification préalable du complexe macromoléculaire.
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Conclusion

Les potentialités de latechnique LC-MS/MS en termes d anal yse de mélanges complexes de protéines ont été testées sur un extrait total de protéines de Saccharomyces cerevisiae préalablement séparées sur un gel SDS-PAGE. L’ approche
gel 1D - LC-MS/MS permet I'identification rapide d'un grand nombre de protéines gréce a des outils informatiques puissants (acquisitions automatiques des spectres de masses, traitement des données expérimentales par |’ algorithme Mascot).
Cette stratégie présente un certain nombre d'avantages par rapport a la technique classique de caractérisation de mélanges protéiques, qui repose sur I’ électrophorése bidimensionnelle. Notamment, I' analyse des protéines est faite sans restriction
sur le point isoélectrique. Les protéines trop hydrophobes pour pénétrer dans la premiére dimension (isoélectrofocalisation) deviennent accessibles. Enfin, les résultats obtenus montrent que certaines protéines faiblement exprimées, souvent non
identifiables & partir de gels 2D, sont repérées méme au sein de mélanges contenant des protéines nettement plus abondantes. Cette approche analytique SDS-PAGE-LC-MS/MS peut donc étre appliquée a I’ étude des protéines présentes dans un
extrait cellulaire brut, ou des protéines localisées dans un organelle préalablement purifié. Elle est aussi tout a fait adaptée a1’ analyse des composants de complexes multiprotéiques, intervenant dans une cascade de signalisation par exemple.
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