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| Li i ées par I'analyse génomique engendi i i 4 dantes a laquelle S gjoutent les donné itatives global I'expression
El des ganes A oot égard e prrs deles g des évé cellulaires au niveau tant jonnel que p jonnel. De ce point de vue, seule une analyse protéique directe peut donner une image
ot s oite Unotdl i
L par &éici utilisée pour réaliser al : P B.subtilis 1 en fonction des cond & érie du sol sert de systé S de
éries & Gram-posit p énés é gome dans deux & iologi ie: croi milieu solide ou liquide.

La spectrométrie de masse MALDI-TOF est une technologie puissante, permettant d'identifier un grand nombre de protéines par cartographie pepticique. Cependant cette approche présente quelques limitations : faible
uantie de matsil (pots fablement colores u ritate f argen), probléme de ctection des proréines e faible (< & 15 KDA) ou de trés hut (> & 100 kD3) poics i ification de plusieurs
d'intérét ou contamination (kératines ou autres), etinction spectrale, ec...

Il est montré ici que la spectrométrie de masse tandem onupleeélachromamgrsphle lguice de phase inverse (LC-MSHS) permet de retrver des poténes i ' avaientpas pu étreenifiées par MALDI-TOF MS
d'amédiorer la sur

Dans cette étude, on observe également que le traitement manuel des données issues de I analyse nanoHPLC-Q-TOFet | *utilisation o un étalonnage inteme permettent d obtenir des précisions de masses qui lévent toute
~mbiquité sur I'identité de la protéine en présentant un seul et unique candidat.

Les spots d intét sont découpés et par sicy) Snevchenko et al °, Aprés
digestion des protéines s extrits pepiciques st dessaés par Zip Tip C18 (Willipore) L' échanillon est déposé sur la cible sefon la méthode de
1 goutte séchée (viv; 1: 1) utilisant une solution sturée d en TFA 0,19 L aors

obtenues a'aide o' un spectrométre de masse MALDI-TOF Voyager DE-STR (Applied Biosystems, Framingham, MA), en mode réflectron positif

avec une tension d *accéiération de 20 000 V., une extraction retardée de 200 s et environ 250 impulsions laser sont requis pour une acquisition

spectrale. L' analyse et Ie retraitement des données sont effectués par e logiciel Deta Explorer (Applied Biosystems). Tous les spectres obterus sont

étalonnés, o une part automatiquement en externe et d' autre part, en interne sur les prodits d autodigestion de fa trypsine. Une erreur de précision
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Les celules sont préevées u cours de la phase exponertielle. Aprés centifugation et lavages, le culot bactéien es. -
resuspendu dans 1L une solution Dnase(10 ug ml*) / Rase5 ug ml . Les cellules sont Iyséesa | ide de microbilles et e
Tes déti diminés par Environ 120 g de protéines sont solubilisés dars 400 L de. g

@ chargés sur des gels d 1508 de pH, immobilisé 4-7 de 18 om. Pour —— =
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11,50 A1 aide du systéme Protean I i 2D Multicel (Biorax), s protéines sont colorées au nitrte d ' argent. Les spots sont 143377 E T h == =

quantifiésar PDQUEST (°D! ).
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L r aé sea z C-MSMS) a éé réaliste al "aide du systés C Ulimate (LC.
Packings, Amsterdar) couplé & e ppole Temps (Q-TOR2, Micromass, Manchester, U K). Le couplage entre la colonne analytique et la.
sourced ip, NewObjective).

Conditions de séparation chromatographique

Pepmep C15, 75um L=150m, porosie 100 A, LC peckings
Débit : 220 nL/min.

Solvants: A = 0,1 % acide formique, 4 % acétonitrile, 96 % eau v:v B = 0,085 % acide formique, 90 % acétonitrile, 10 % eau, v:v
Gradient: 1009 A => 459% B en 50 min, puis 45% B => 100 % 8 en 10 min.

Conltions t acuision en mass : es donée do pectroméie de e ok 46 XEEs par PSR AUOAIQUe enre e odesd'anayse MS e MSMS : une seoonde
d ns domant
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Identification de protéines : Les identifications de protéines ont &8 obtenues par confrontation des informations de masse & la bangue de données protéigues SWISSPROT, par
Virtermédiire du programme de cdcul Mascot (MatrixScence) disponible ur Iernet (win.mitrxscienceo). Les fecherches ont & conduites ans ndication de type
t sdon 1" étalonnage,

Précurseur 609.18, (2+)
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Dans le cadre de cette étude, I'association de I'dl ése 2D et dela: é MALDI-TOF apermis d' identifier par MFP (Mass Finger Print) 30% seulement des protéines d 'intérét. Ce
résuitat s explicue par la faible quantité de matériel présent (spots trés | égarement colorés u nitrate d *argent) pcur des protéines de masses apparentes de 14 45 kDaqui géndrent peu de pepides tryptiques
et surtout par |  laborne pr de mesure (tolé 225 ppm), =
trés devées données par le logiciel de recherche ProFound [Long Form) (http://prowl.rockefeller.edu) et le % de couverture de ‘séquence (supérieur & 20%)ont permis d 'identifier, par MALDI-TOF MS, 6 NWlisiar mamivh Hesiilis

protéines sur 21 sans aucune ambiguité. Les 15 autres protéines comme par exemple la protéine Flagelline présentée ci-dessus proposé en dernier candidat par le logiciel ProFound ne sont pas clairement
identifiées par cette approche.

L "utilisstion de la spectrométrie de masse couplée & la chromatographie liquide de phase inverse (LC-MSMS) a permis de caractériser 7 autres protéines. L "analyse par nanoHPLC-Q-TOF confirme la
présence de la Flagelline, de la trypsine ainsi que des kératines par Ia fragmentation de 2 peptices ou plus, aprés une recherche (logiciel Mascot, hitp:/fwww.matrixscience.com) sans aucune restriction de
taxonomie ou de masse apparente.

D "une part, il est possible d * exploiter manullemen les $x:tre5 de fragmentation suite & | *analyse LC-MSMS a | *aide du logiciel MassLynx (Micromass) pour utiliser les modes de recherche tels que
R ebi

P par Sequence Tag () dont les résultats sont présentés ci-dessus.

D "autre part, il et montréici anuel M issus de| *analyse LC-MSMS (avec une calibration par défaut) peuvent inés, lissés et étal interne sur au

minimum 3 pics de trypsine (m/z : 577.29, 717. 35 1082.03), améliorant ainsi de fagon

L utilisation d'un & o obtenir une précision de masse < 45 ppm sur les ions précurseurs et une précision de mesure de masse < & 100 ppm sur les ions fragments, permettant ainsi de
un seul et parmi & & ’ éudié
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