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OBJECTIF

La constitution de cartographies de référence constitue un pré-requis pour I'étude protéomique de cellules
lymphoides humaines. L'utilisation conjointe de I'électrophorése bidimensionnelle sur gradients de pH
immobilisés , de I'analyse informatique , de I'annotation des gels obtenus et de la spectrométrie de masse
(MALDI-TOF-MS et ESI/MS/MS), nous a permis d'établir une cartographie protéique de cellules B
lymphoblastoides.

MATERIEL ET METHODE

Electrophorése bi dimensionnelle:

10 4500 mg de protéines solubles des cellules lymphoblastoides de la lignées PRI en culture ont éé séparées par dlectrophorése bi-
dimensionnelle.

Pour la premiére éape d *isodlectrofocalisation, deux gradients de pH immobilisés ont & utilisés : IPG 4-7 et 5-8 avec | *appareil
Protean IEF Cell (Biorad) . La seconde dimension et réalisée dans un gel de polyacrylamide en gradient 8-18% avec le systéme
Protean lixi cell (Biorad).

Coloration, analyse informatique: Les gels ont éé colorés au bleu de Coomassie Collcidal ou & I'argent puis ont éé scannés et
analysés au moyen des logiciels Melanie 2.3 (Biorad) et 3 (GeneBio)

Digestion enzymatique :

Les spots d 'intérét ont éé découpés et digérés dans le gel par la trypsine bovine (Roche Diagnostics) slon la méthode décrite par
Shevchenko et al, 1996. Apres digestion des protéines, les peptides générés ont été extraits et dessalés sur micro-colonne Zip Tip C18
(Millipore)

‘Spectrométrie demasse:
MALDI-TOF:

L *échantillon a éé déposé sur la cible selon la méthode de la goutte séchée (v/v; 1 : 1) avec une solution saturée d 'acide 2-5
dihydroxybenzoique (DHB) en TFA 0,1%. L. aé al'aded'un & ALDI-TOF
Voyager DE-STR (Applied Biosystems, Framingham, MAY), en mode réflectron positif avec une tension d *accélération de 20 000 V,
une extraction retardée de 200 ns et environ 250 tirs laser additionnés sont requis pour une acquisition spectrale. L ‘analyse et le
retraitement des données ont &¢ effectués par le logiciel Data Explorer (Applied Biosystems). Tous les spectres obtenus ont éé
éalonnés, d 'une part en externe en utilisant les masses monoisotopiques des peptides Des-Arg Bradykinin (PM 904.4681) et ACTH
(18-39) (PM 2465.1989) et d *autre part, en intere sur les produits d 'autodigestion de la trypsine (fragment 207-214 : PM 906.50,
fragment 132-142 : PM 115357, fragment 56-75 : PM 2163.06).

par tandem ESI QTOF :

L directe par ionisation nano-spray soit par couplage d une chéne
CLHP Ultimate LC Packing et d'un spectrométre Q-TOF 2 Micromass.

Les peptides sont fragmentés par CID (collision avec del’ argon & une énergie de collision entre 05 et 35 €V).

Massfinger printing :

Le logiciel Peptident a é6 uilisé pour identifier les protéines par comparaison des masses expérimentales des fragments tryptiques
obtenus avec les masses calculées & patir des séquences des banques protéiques (SWISS-PROT) et nucléotidicues  (Gen-
Bank/TrEMBL).

Les identifications on éé réalisées en prenant des tolérances de 0.1 Dasur la précision de mesure, +/- 1 unité de pH pour les points
, g ey i oo | condol'd .

Identification & partir des spectresMSIMS

Les spectres de fragmentation ont & utilisé aprés déconvolution par Max Ent 3, et les spectres reconsitués sauvegardés sous
format* dta. ont servi ala Mascot,

Gel 5-8

Résultats
N°spot| N°accés Nomde laprotéine Pl [ Apl | MW [a MW[Peptdes|% deCouverture] Meéthode Maiuration
Swiss-prot| (%) | trouvés | de lasgquence |d' N terminal
43 Q04917 \14 -3-3PROTEIN ETA 5 171
75 29312 [14-3-3PROTEIN ZETA/DELTA 16 527 S
561 05388 |60 SPROT PO RIBOSOMAL nd nd h
4 67 KDA LAMININ RECEPTOR 9 298 Met-
1 [ACTIN, BETA 1 483
2 ACTIN, BETA 1 388
3 ACTIN, BETA A 246 Met-/acet2
139 P32391 |ACTIN-2 1 365
57 P23526 |ADENOSYL HOMOCYSTEINASE 13 218
222 P09525 INEXIN IV 12 289
T2 | o7 ARNEXINY p 2
507 P08133 [|ANNEXIN VI ne nd \atch
505 P0B133 INEXIN VI ne nd \atch
506 P08133 [ANNEXIN VI n nd lalch
142 P07741 |APRT. 6 402 M. Met acet
144 015511 [AR 16 4 Bl M.
176 P07337 [PROTEIN DISULFIDE ISOMERASE 15 383 M:
17 P52907 |CAZ1 14 531
118 APB 10 364
107 HLORIDE INTRACEL CHANNEL PROT 1 7 365
%5 OPINE | 188
122 EB1 422
167 Q9Y230 |ECP 5L 402 MS, MSMS
1 14324 |FPP SYNTHETASE 283 IS
1€ 526566 |GD1S HUMAN 59,2 S
54 P48637 [GSH nd nd Match
7Pt [oTP U 7 %5 s
504 P11142 |HEAT SHOCK COGNATE 71 KD nd nd tch
503 P11142 [HEAT SHOCK COGNATE 71 KD nd nd \atch
51 P04792 [HSP 27 KD 12 46,2 IS
5|6 5515 [FVPOTHETHICAL B30 PROT 5 i
15 Q12765 [HYPOTHETICAL PROTEIN KIAA0193 8 243 S
560 Q13347 |IF32 nd nd \atch
115 Q06323 [IGUP|-5111 17 70,7
116 Q15181 [INORGANIC PYROPHOSPHATASE 9 39 MS,MSMS | Met- acet2
23 Q12920 | NUCLEAR AUTOANTIGENE 7 247
& Pl [LAAST = =
100 P13796 -PLAST 2
98 P13796 -PLAST 4
7P LA 5
150 Q04760 ACTOYLGLUTATHIONE LYASE 1
151 Q04760 ACTOYLGLUTATHIONE LYASE 1
T | oue AT 55
5| Porie LorH CHA i 5z
76 P12004 [PCNA 54
108 Q15129 [PROTEASOME ACTIVATOR SUBUNIT B 5,1
T | 2070 [PROTEASOVE BETA CHAIN =7
169 P28070 ROTEASOME BETA CHAIN 219
131 P49720 ROTEASOME THETA CHAIN 283
[a1 | P28066 |PROTEASOME ZETA CHAIN B5
[ 13| Q0e028 [RETINOBLASTOMA BINDING PROT P48 21
P13489 IBONUCLEASE INHIBITOR 404
[149"| "P80626 |SORCIN PROTEINE 22KD. 565
11 Q15511 [SPERMIDINE SYNTHASE 255
106 P17987 |T-COMPLEX PROTEIN 1ALPHA 213 MS, Match
[z | P50 [T-COMPLEX FROTEN T THETA o5
125 P48643 |TCP-1-EPSILON 21 461 MS
143 P32119 |THIOREDOXIN PEROXIDASE 1 11 32 MS
562 P37837 |TRANSALDOLASE nd nd Match
75| izt |[TROPOVVOS CYTOSRELETALTYRE % 7ig s
|_28 P04687 [TUBULIN ALPHA-1 13 412 MS
£l Q16781 |UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE 596 16700 08 8 408 MS
[ Q9Y3F4 |UNR-INTERACTING PROTEIN 5,09 38500[ 01 13 463 MS
14C P05120 JUROKINASE INHIBITOR 559 42807] 35 14 272 MS

Protéines identifiées sur gel 2D 4-7 et 5-8
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Les cartographies présentées dans ce poster sont accessibles &lacommunauté scientifique sur le site internet :

Sur 144 spots analysés par cartographie peptidique massique, 118 ont abouti & une identification fiable de la protéine contenue dans

ce spot, ce qui représente un taux de réussite de 82%.

Lesdifférences de pl entre les valeurs déterminées sur gel et les valeurs calculées a partir des séquences est de 0,16 unités de pH en
moyenne. Les écarts de poids moléculaires entre les valeurs expérimentales et théorique sont en moyenne de 7,7%. L’analyse
méticuleuse des spectres MALDI-TOF permet dans un certain nombre de cas de déterminer lanature du N terminal de la protéine.


http://www-smbh.univ-paris13.fr/lbtp/index.htm

