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Introduction

Un organisme pluricellulaire se caractérise d'abord par son génome, identique dans toutes ses

cellules. La différentiation des cellules au cours du développement se traduit notamment au niveau des Résultats

protéines et des peptides exprimés. Un nouveau défi s'impose alors : caractériser le protéome et le

peptidome associés. Pour I'étude du protéome, la spectrométrie de masse présente trois points forts : haute Conditions d'analyse optimales en MALDI-TOF

sensibilité, une grande fiabilité d'identification et étude des mélanges complexes de polypeptides. Mais il . . »
faut aussi se tourner vers les peptides endogénes. L'inconvénient principal de ce type d'étude réside non pas Une fois les meilleurs lots de CHCA et de DHB choisis au
dans la sensibilité intrinséque nécessaire pour Ianalyse mais dans les trés faibles concentrations de Pepmix 4 Enb‘;:‘:‘z‘:';i dl :::J':ezfemifslgeﬂff:(:fgzzsd;zu:zz‘;::’:‘ifsbxg::
matériel & partir desquelles il faut travailler : quelques fmol de peptides dilués dans quelques mL d'un milieu déterminé le facteur de dilution qui permettait d'obtenir le méme
riche en sels inorganiques. Il faut donc développer une méthode d'enrichissement et de purification des type de rapport Signal/Bruit avec les deux matrices.
neuropeptides contenus dans cette matrice biologique. Les molécules d'intérét sont extraites sur phase Comme on peut le voir sur le graphe 1, la DHB permet d'obtenir une

meilleure sensibilité puisque on obtient les mémes rapports
Signal/Bruit que pour la CHCA mais pour un facteur de dilution plus
grand (concentration de qques 10fmol/ul). II est possible que cette

g

solide puis concentrées dans un tampon adapté a la spectrométrie de masse. Aprés évaluation de différents
supports chromatographiques pour I'extraction manuelle ou robotisée, I'analyse MALDI a également été

optimisée. Le protocole global a été validé sur des neuropeptides standards avec détection & une différence s'explique tout simplement par la forme des cristaux : la

concentration de 200amol/pL dans I'échantillon de départ et doit par la suite étre appliqué & des DHB donne des aiguilles ol les espéces sont concentrées a la base de

échantillons biologiques. celles-ci alors quen CHCA les espéces sont dilués de fagon homogéne
N sur fout le spot.

Matériel et Méthodes - cHeAs (130) - DHB 1 (1640)
6raphe 1 : Comparaison CHCA/DHB

Echantillons

La mise au point des conditions d'analyse pour la spectrométrie de masse MALDI a été effectué sur deux
mélanges de peptides standards et un mélange de neuropeptides standards :

~Pepmix 4 : Bradykinine 1.5, Angiotensine IT, Neurotensine, ACTH 18-39, Insuline B oxydée.

Six protocoles ont ensuite 16 testés pour la préparation de la DHB :
-Bmg/ml dans 20/80/0,1 AcN/eau/TFA (v/v/v)

- Standard Maison : Des-Arg'-Bradk T, Neurotensine, ACTH 18-39, ACTH 7-38. -5mg/ml et 10mg/ml dans 20/80/0,1 AcN/eau/TFA (v/v/v) avec 10mM/L de Neuropeptides standards

- Leu-enkephaline, Met-enkephaline acetate, (Sar', Leu®)-Angiotensine 1T acetate, Somatostatine, Endotheline 1 citrate dammonium 1000

(ET-1), Peptide Vasoactif intestinal porcin (VIP). Ce dernier mélange a également permis de mettre au point -5mg/ml dans 10/90/0,1 EtOH/eau/TFA (v/v/v)

I'extraction sur phase solide. -5mg/ml et 10mg/ml dans 10/90/0,1 EtOH/eau/TFA (v/v/v) avec 10mM/L de 1

- Au cours d'une expérience d'électrophysiologie, les tranches de 300um de cerveau de rat baignent dans du
tampon Ringer continuellement perfusée & 2ml/min. Le surnageant de ces tranches a été récupéré (aprés arrét de
la perfusion durant 5min) afin d'étudier les peptides libérés en réponse aux excitations électriques.

- Nous disposions également de solutions de PBS dans lesquelles des tranches de cerveau de rat depuis un an et
demi. Nous avons étudiés ces solutions afin d'étudier les peptides libérés au cours de la conservation de ces

Une fois les protocoles d'extraction mis au point, ils ont été appliqués & différents échantillons biologiques : citrate d'ammonium 100 T \. ———i

Le graphe 2 présente I'évolution de rapports Signal/Bruit en fonction de la
masse du peptide considéré pour chaque préparation de matrice, le peptide étant & 10 \I

la concentration de 100fmol/ul. Pour les masses inférieures a 1200 Da, les
rapports restent supérieurs & 100 quelle que soit la préparation utilisée. En

tranches. revanche, il appardit une nette différence entre les préparation en EtOH et les S50 750 950 1150 1350 1550 1750 1950 2150 2350

préparation en AcN. En effet, pour les deux peptides les plus lourds, le signal Masse (Da)
est quasiment perdu en EtOH alors quen AcN, les rapports S/B restent au — E(OH, 5 my/ml = E(OH citrate d'ammonium 10mM

Extraction sur phase solide en mode manuel "‘r‘";‘sps‘;i?;‘es“’: ﬁs?)\fﬁlu E:urrcm*r s:zplnqze;cp?: “"IE ’“Ec‘_”fi“';e dls;o{::\mr‘\ifns ~+ EAOH citrate d'ammonium 10mM, S mg/ml = ACN, § mg/ml

Lors du mode manuel, les peptides sont concentrés sur des billes de phase hydrophobe en vrac grdce & une gros peptides da - e | concerne fe cifrafe dammonium, e ACN citrate d " itrate d's .

Tongue agitation qui fovorise la renconfre entre los bills of es metécuics, | i auctne andlioration significatve ‘rest notée, les conditions danalyse  TACtr sy AN i o S

_ Différent: de billes de ph §16 utilisés : préférentiellement utilisées ont donc été ilué & 5mg/ml dans un mélange . . , .

Différents types de billes de phases ont été utilisés AcN/eau/TFA sans additif. Graphe 2 : Comparaison des conditions de préparation de la DHB

Phase Poros R2 10, Applied Biosystems (phase polymérique de polystyréne divinylbenzéne, de granulométrie
10um)

Phase Poros Oligo R3, Applied Biosystems (phase de méme type, de granulométrie 30um)

- Différents acides ont été utilisés pour la phase de lavage (Acide Trifluoroacétique et Acide Formique) ainsi
que différentes conditions d'élution (Pourcentage en Acétonitrile, avec ou sans matrice pour I'analyse MALDI).

\ Evaluation des différents supports chromatographiques

Pour évaluer les meilleures conditions de lavage et d'élution, nous avons comparé les rendements d'extraction cumulés sur les différents spots (nous avons
généralement élué 14 par 14). Les protocoles optimisés en mode manuel et en mode robotisé sont les suivants :

Mode manuel Mode robotisé
Neuropeptide Support Phase Oligo R3 Support Zip-Tip 4C18
+1,5ml AF 1% Récupération Lavage en miliew acide Agitation 1400tr/min pdt 1/2heure 300 aspirations refoulements
+20ul phase par fraction de 70yl sur un ~ (40l) J Lavage AF 1% Lavage AF 1%
Agitation Zip-Tip ou un GELoader P Elution : 8*14 AcN/eau/AF 80/20/0,2 avec 5mg/ml de DHB | Elution : 2*1ul AcN/eau/AF 80/20/0,2
Elution sur plaque MALDI
Analyse : 144 DHB 5mg/ml dans AcN/eau/TFA 20/80/0,1

Extraction sur phase solide en mode robotisé
Les protocoles manuel et robotisé ont alors été comparés :

Le protocole robotisé nous permet d'obtenir une meilleure sensibilité
puisque 4 neuropeptides sur 6 sont détectées aprés reconcentration de
300 fmol initiales alors que le protocole manuel ne nous permet de
détecter que 3 des 6 neuropeptides & partir 500fmol initiales. De plus
nous avons fait face & des problémes de polymére contaminant les
spectres avec le protocole manuel : le plastique des microtubes devait
probablement passer en solution durant I'étape d'agitation d'1/2 h. Ce

Afin damellor‘er‘ la reproductibilité et de diminuer la durée de la
i nous avons égall mis en place un protocole
en ufilisant un robot de digestion TECAN. Lors du mode
les peptides sont concentrés sur des billes de phase C18
conditionnées  sur un ZipTip C18 (Millipore) grace & une série
daspirations/refoulements. La mise au point a concerné le nombre
daspirations/refoulements et les choix des solvants de lavage et

'élution. probléme a été résolu grdce au protocole robotisé puisque I'étape
dlagitation des tubes est supprimée. i
Enfin, le mode robotisé nous permet un gain de temps important : 4 MoK sin
échantillons sont traités simultanément en 20min. Il faut une heure pour B
un échantillon en mode manuel ! rae
Mise au point de I'analyse MALDI 300 ol dams 18 ml xtatpar e robot 500 mol dans 15 il extit mamuclement
La spectrométrie de masse MALDI est une méthode sensible mais dont la préparation des échantillons reste trés
empirique. Elle demande donc une mise au point minutieuse. Nous avons donc été amenés a sélectionner d'une part la
matrice (CHCA, DHB) parmi toutes celles dont nous disposions au laboratoire pour I'étude des neuropeptides et Application & des échantillons biologiques
d'autre part les meilleures conditions de préparation de la matrice (concentration, solvant, additifs).
Chaque mélange de peptides standards a été dilué dans la matrice testée  différents facteurs de dilution. Pour Le protocole manuel a été appliqué & des surnageants (50041) de tranches de cerveau de rat ayant subi des excitations électriques. Les surnageants
chaque dilution, 3 spots de 1 4 ont été déposés aléatoirement sur une plaque MALDI afin d'évaluer la répétabilité. ont tout d'abord été acidifiés au pH 2-3 par du TFA afin de permettre une meilleure fixation. Les spectres obtenus par application du protocole
Tous les spectres ont été acquis sur un MALDI-TOF Voyager DE-STR (PerSeptive, Applied Biosystems, Applera). Les manuel préalablement décrit ne nous a pas permis d'obtenir une cartographie peptidique dans la mesure ol les problémes de plastique ont persistés
spectres sont znreglsrrzs en mode ;I:csmf réflectron avec une tension d'accélération de 20kV sur la gamme de masse (voir Spectre 1).

500-4000uma aprés 396 shots ol I'énergie du laser est progressivement portée au seuil de désorption des espéces.
i L'application du protocole robotisé & 3004 de surnageant d'une tranche de cerveau de rat conservé dans le PBS depuis un an et acidifié a pH 2-3,
100 7 24227 12013 nous a permis de reconcentrer des peptides endogénes et d'obtenir une cartographie peptidique ce qui valide notre approche. Cependant, le MALDI
ne permet pas d'identifier les molécules relarguées ; nous avons donc utilisé par la suite la spectrométrie de masse en tandem de type Q-TOF pour
obtenir des informations de séquence (voir Spectre 2).

70 Pics contaminants de polymére
0 Nous avons analysé en nanoESI Q-TOF MS/MS un éluat de 44l de I'application du protocole robotisé & une solution de PBS du méme type que la
so /\ précédente. Aprés un spectre MS simple, nous avons sélectionné les précurseurs bichargés les plus intenses. Parmi ceux-ci, le précurseur de masse
;g 5802826 997.6255 1129.6883 907,35Th a é1¢ identifié par le logiciel Mascot (Matrix Science) comme un peptide issu de la dégradation de la tubuline p 5 de Mus Musculus : le
2 s$6.2858 3345 8635346 o 12617768 peptide identifié est TAEEEEDFGEEAEEEA (voir Spectre 3). Il correspond a I'extrémité C-terminale de la séquence de la tubuline. Comme on peut
o s L) \ sdapos L LT U {“i“ l |25 723, le voir sur le spectre, tous les pics sont attribués ef la séquence complete est donnée & la fois par les fragments bn et yn. Les autres spectres nont

0 ol l pas pu &tre interprété par Mascot et ne corr dent pas & des pr épertoriées dans les banques.

S140 7056 897.2 1088.8 1280.4 1472. Cependant_une interprétation manuelle nous a permis dbtenir des morceaux de séquences qui présentent des similitudes avec le peptide
Mass (m/z) TAEEEEDFGEEAEEEA. Il est dont probable que certains précurseurs sélectionnés corr a d'autres peptides de la tubuline. Ceci n'est pas

étonnant puisque cette protéine est une protéine majoritaire du cytosquelette. Lors du découpage de la tranche, des cellules sont lysées et peuvent

tre 1: Application d I | dune t1 d ) s A !
Spectre 1: Application du protocole manuel au surnageant d'une tranche de cerveau Gos protéases qui ont inurt une dGqradarion do Ia Tbuline.
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" Conclusion-Perspectives
50 1728.7162
40 L2650 2040150 Nous avons dans un premier temps optimisé |'analyse MALDI des neuropeptides en choisissant la matrice et les conditions
b [ 2709037 20121477 de préparation les mieux adaptées.
10 ) 5 . . . s . <0 2 " .
0 0 Dans un deuxieme temps, différents supports chromatographiques ont été évalués pour réaliser |'étape d'extraction sur
ofo 11994 189948 26002 006 avoro phase solide a la fois en mode manuel et en mode robotisé. A une extraction longue et fastidieuse en mode manuel, nous
Mass (m/z) avons préféré I'extraction en mode robotisé plus sensible (reconcentration jusqu'd 200amol/ul). De plus, le protocole
Spectre 2 : Application du protocole robotis¢ au surnageant d’une tranche ayant trempé dans le PBS robotisé nous a permis de supprimer les problémes de contamination génant lors de la manipulation manuelle.
n L'application du protocole robotisé & des échantillons biologiques nous a permis de mettre en évidence la libération de
. s peptides biologiques mais pas de neuropeptides endogénes. L'analyse de ceux-ci n'est donc pas totalement mise au point.
g H L " Notamment il pourrait &tre intéressant de soumettre les tranches de cerveau & l'application de drogues afin de favoriser
Pog g t:sssiii::‘::éﬂse/ﬂsr::s's?z:“"fi;’;::ﬂ'sjg la libération de neuropeptides. Des protocoles d'extraction par du méthanol ou des solutions trés acides sont envisagés.
3 ? H Tem;s de Vol (QTOF2, Micram?sps, Ma"chezter' D'autre part, I'apalyse MS doit é_fra gr_néliaréa. ,En effet, le spectre MS}simpIa du mélange analysé était Trés cum‘plex‘e, il
3 ; UK) couplé & une source nano electrospray en aurait pu etra mferessanlf de simplifier Je mélange par une efap‘a prea'lablfa r:(a chromgfograph:e. Ainsi, plus d'espaces
§ injection directe. auraient pu étre concentrées et fragmentées et notamment les espéces minoritaires parmi lesquelles les neuropeptides. De
plus & cause de cette complexité, il était trés difficile de sélectionner un seul et unique précurseur pour la fragmentation,
ce qui a rendu l'interprétation des spectres plus difficile. L'utilisation d'un appareil de haute précision et de haute
¢ - o - résolution tel que le FTICR disponible au laboratoire (LTQ-FT Thermo Finnigan) permettrait de pallier & ce probléme.

Spectre 3 : Interprétation MASCOT de l'ion précurseur 907,35 Th



