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DDA :  Data Dependent Acquisition 

DDT :  DichloroDiphényl(Trichloroéthane) 

DIA :  Data Independent Acquisition 

DIC :  Differential Interference Contrast 

DiGE :  Differential Gel Electrophoresis 

DTT :  Dithiotréitol 

ECD :  Electron Capture Dissociation 

EDTA :  acide Ethylène DiamineTetra-Acétique 

EPI :  tissu adipeux Epididymère 

ESI :  ElectroSpray Ionisation 

ETD 
FAB 

: 
: 

 Electron Transfer Dissociation 
 Fast Atom Bombardment 

FAO :  Food and Agriculture Organization 

FDR :  False Discovery Rate (Taux de fausse découverte) 

FT-ICR :  Fourrier Transform - Ion Cyclotron Resonance 

GFP :  Green Fluorescent Protein 

HCT :  Host Cell Targeting signal 

HEPES :  acide 4-(2-Hydroxyéthyl)-1-Pipérazine Ethane Sulfonique 

Hoe :  Hoechst stain (colorant de Hoechst) 

HPLC :  High Performance Liquide Chromatography 

HPP :  Human Proteome Project 



HR :  Haute Résolution 

Hsp :  Heat schock protein 

HUPO :  HUman Proteome Organization 

ICAT :  Isotope-Coded Affinity Tag  

ICPL :  Isotope-Coded Protéine Label  

iTRAQ :  isobaric Tag for Relative and Absolute Quantification  

LC :  Liquid Chromatography 

LOD :  Limite de Detection 

LOQ :  Limite de Quantification 

MACS :  Magnetic-Activated Cell Sorting 

MALDI :  Matrix Assisted Laser Desorption Ionization  

MCP :  MultiChannel Plate 

MELAS :  Mitochondrial Encephalopathy, Lactic Acidosis and Stroke like  
 episodes. 

MERRF :  Myoclonic Epilepsy with Ragged Red Fibers 

MgATP :  Adénosine TriPhosphate de Magnésium 

MPE :  Membrane Plasmique de l'Erythrocyte 

MPP :  Membrane Plasmique du Parasite 

MRE :  Membrane du Réticulum Endoplasmique 

MS :  Mass Spectrometry 

Mthsp :  Matrix Heat shock protein 

NCBI :  National Center for Biotechnology Information (Etats-Unis) 

NHS :  N-HydroxySuccinimide  

N-TOP :  N-Terminal Oriented Proteomics 

OMS :  Organisation Mondiale de la Santé 

OMSSA :  Open Mass Spectrometry Search Algorithm 

PAGE :  PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 

PAM :  Presequence translocase-Associated Motor 

PBS :  Phosphate Buffer Solution 

PEXEL :  plasmodium Protein EXport ELement 

PfCRT :  Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter 

PfEMP1 :  Plasmodium falciparum Membrane Protein 1 

PFF :  Peptide Fragment Fingerprinting  

PfMDR1 :  P. falciparum Multi-Drug Resistance Transporter 1 

PfMRP :  P. falciparum Multi-drug Resistance associated Protein 

PICS :  Proteomic Identification of Cleavage Sites  

PMF :  Peptide Mass Fingerprint  

PTEX :  Plasmodium Translocon of EXported proteins 

qN-TOP :  quantitative N-Terminal Oriented Proteomics 

Q-TOF :  Quadrupole-Time of Flight 

RE :  Réticulum Endoplasmique 



SC :  tissu adipeux Sous-Cutané 

SCX :  Strong Cation eXchange 

SDS :  DodécylSulfate de Sodium 

SIB :  Swiss Institute of Bioinformatics, Institut Suisse de  
 Bioinformatique 

SIDA :  Syndrome de l'ImmunoDéficience Acquise 

SILAC :  Stable Isotope Labeling by Amino-acids in Cell culture  

SILE :  Stable Isotope Labeling Experiments 

SRM :  Selected Reaction Monitoring 

TAILS :  Terminal Amine Isotope Labeling of Substrates  

TCEP :  Tris(2-CarboxyEthyl)Phosphine 

TIM :  Translocase of the Inner Membrane 

TMPP :  tris(2,4,6-TriMethoxyPhenyl)Phosphonium 

TMPP-Ac-Osu :  (N-Succinimidyloxycarbonylmethyl)tris(2,4,6-
trimethoxyphenyl)phosphonium bromide 

TNBS :  acide 2,4,6-trinitrobenzenesulfonique  

TOF :  Time of Flight 

TOM :  Translocase of the Outer Membrane 

UHPLC :  Ultra High Performance Liquid Chromatography 

VTS :  Vacuolar Transport Signal 
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Introduction générale 

 

Depuis le début des années 90, la spectrométrie de masse a progressivement donné 

accès de plus en plus facilement à l’analyse protéomique à très haut débit, ce qui en a fait 

une des méthodologies de base en biologie. A présent, l’analyse des protéomes par 

spectrométrie de masse tend, en plus de la simple identification des protéines présentes, 

vers la caractérisation des protéines, qui consiste à déterminer l’enchaînement exact de tous 

les acides aminés, y compris de toutes les modifications post-traductionnelles.  

Le clivage protéolytique, ou protéolyse, est une modification post-traductionnelle 

omniprésente et d’une importance majeure. Elle affecte toutes les protéines à un moment 

ou un autre de leur cycle de vie, et compte tenu de son ubiquité, elle «sculpte» tout le 

protéome d’une façon qui ne peut être prédite en général, par la lecture des séquences 

génomiques. Seule l’analyse directe des séquences des protéines peut déterminer avec 

exactitude sous quelles formes celles-ci sont présentes dans le milieu biologique et d’établir 

ainsi des relations structure/activité pertinentes. Dans le cas des maturations et du clivage 

du peptide signal en N-terminal d’une protéine, ce processus protéolytique permet aux 

protéases de moduler finement les fonctions des protéines. Au travers de ces processus 

protéolytiques, les protéases participent à bon nombre de processus biologiques comme la 

réplication de l’ADN, la translocation des protéines, la différentiation et la migration des 

cellules, etc. Par conséquent, si les sites de protéolyse ne sont pas déterminés lors de 

l’analyse protéomique, les relations de structure/activité des protéines ne pourront être 

établies de façon sûre. Il est donc indispensable de disposer de méthodes analytiques pour 

déterminer avec précision les sites de clivage et qui soit compatibles avec l’analyse 

protéomique à haut débit. Malheureusement, il n’existe pas aujourd’hui de telles méthodes 

qui soient utilisables en routine. 

Pour identifier un clivage protéolytique, il est indispensable de déterminer sans 

ambiguïté la nouvelle extrémité N-terminale ou C-terminale générée par la protéolyse de la 

protéine. Lorsque les stratégies d’analyse protéomique sont orientées vers la détermination 

des sites de clivages, on parle de dégradomique et de processomique. Une méthodologie 

originale de marquage et d’enrichissement en peptides N-terminaux appelée N-TOP (N-

Terminal Oriented Proteomics) a été développée au laboratoire et mon travail de thèse a 
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porté, en partie, sur des améliorations de cette méthode afin d’en élargir le champ 

d’applications en biologie. Ce manuscrit de thèse s’articule en trois parties, comme suit. 

La partie I est une étude bibliographique composée de quatre chapitres, et qui 

présente les principaux outils et méthodologies de l’analyse protéomique en relation avec 

notre travail: 

 Le premier chapitre décrit les différents types de spectromètres de masse, ainsi que 

les techniques séparatives utilisés en analyse protéomique. 

 Le deuxième chapitre décrit les différentes stratégies d’identification des protéines 

utilisées en analyse protéomique, ainsi que les approches bioinformatiques utilisées 

pour la validation des identifications. 

 Le troisième chapitre est consacré à la description des principales méthodes de 

quantification des protéines et des peptides. 

 Le quatrième chapitre décrit les différentes méthodes et stratégies d’analyse des 

processus protéolytiques. 

La partie II est consacrée aux développements méthodologiques de la stratégie de 

marquage et d’enrichissement en peptides N-terminaux N-TOP. Après une description de 

cette stratégie, je présenterai trois développements méthodologiques que j’ai apportés à 

cette stratégie au cours de ma thèse. 

 Le premier chapitre décrit la stratégie Ingel N-TOP qui consiste à réaliser la réaction 

de dérivation chimique de la position N-terminale directement dans une bande de 

gel 1D contenant une protéine d’intérêt, plutôt que sur une solution liquide d’un 

extrait protéique total. Cette approche de marquage permettrait non seulement de 

cibler des protéines présentes en faibles quantités mais également de s’affranchir 

des problèmes de compatibilité des tampons de purification de certains échantillons.  

 Le deuxième chapitre présente la mise au point d’une dimension quantitative ajoutée 

à la stratégie N-TOP. Il s’agit de la stratégie qN-TOP (« quantitative N-terminal 

Proteomics ») qui, grâce à la synthèse d’un réactif de marquage marqué aux isotopes 

stables, permettra de quantifier les processus protéolytiques que subissent les 

protéines à l’échelle des protéomes. 

 Le troisième chapitre est consacré à la mise au point d’un nouveau réactif de 

marquage des amines N-terminales qui vise, grâce à l’augmentation de son 

hydrophobie, à mieux séparer en chromatographie les peptides N-terminaux 

marqués des peptides internes améliorant ainsi leur sélection par le spectromètre de 

masse pour la fragmentation et permettant par la suite d’en identifier un plus grand 

nombre. 

La Partie III est consacrée à une suite d’applications des stratégies décrites dans la 

partie II ainsi que d’autres stratégies d’analyse protéomique dans le cadre d’études en 

biologie dans le but d’apporter des éléments de réponse à différentes problématiques. 
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 Le chapitre 1 présente une étude du protéome mitochondrial humain réalisée dans le 

cadre du « Human Proteome Project » en collaboration avec le groupe CALIPHO de 

l’Institut Suisse de Bioinformatique et du CEA de Grenoble. Dans cette étude, nous 

avons appliqué la stratégie N-TOP dans le but de caractériser les peptides de transit 

des protéines mitochondriales. Le clivage de ces peptides de transit intervient dans le 

mécanisme d’import des protéines dans les mitochondries. 

 Le chapitre 2 regroupe trois études, réalisées en collaboration avec l’Université 

d’Heidelberg, sur le parasite Plasmodium falciparum responsable du paludisme. La 

première a consisté à étudier le mécanisme d’exportation des protéines parasitaires 

vers l’érythrocyte à travers un compartiment de transit, la vacuole parasitophore. La 

majorité de ces protéines contient un motif conservé qui intervient dans le 

mécanisme d’export et qui semble subir des PTM, dont les clivages protéolytiques. 

Nous avons appliqué la stratégie Ingel N-TOP afin d’étudier ces clivages protéolytique 

et leur rôles dans la reconnaissance et l’export de ces protéines. La deuxième étude 

s’agit de l’application de la stratégie N-TOP au protéome du parasite dans son stade 

érythrocytaire. Cette étude n’est que la première étape d‘un projet plus large visant à 

étudier le protéome des différents compartiments de l’érythrocyte infecté par le P. 

falciparum. Enfin, la troisième étude est consacrée au mécanisme de translocation 

d’une protéine transporteur membranaire impliquée dans la résistance du parasite 

aux antibiotiques. La caractérisation de cette protéine par spectrométrie de masse a 

permis de mettre en évidence une phosphorylation indispensable à la translocation 

de cette protéine vers sa destination. 

 Le chapitre 3 consiste en une étude protéomique différentielle du protéome du tissu 

adipeux du rat soumis au jeûne prolongé par une approche Gel 2D DiGE et nanoLC-

MS/MS. 

 Dans le chapitre 4 je présente une application de la stratégie qN-TOP décrite dans la 

partie II sur le protéome hépatique du rat soumis au jeûne prolongé en mettant plus 

particulièrement l’accent sur les principaux problèmes rencontrés pour la 

quantification des processus protéolytiques. 

 Le chapitre 5 décrit une étude fonctionnelle de la protéine ReP1 qui régule 

l’échangeur Na+/Ca2+ du nerf du calamar. Cette protéine interagit avec des acides 

gras et nous avons mis en place une approche supramoléculaire afin de caractériser 

ces interactions. Nous avons développé en parallèle une stratégie LC-MS 

différentielle afin d’identifier l’acides gras fonctionnels qui activent cette protéine. 
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Chapitre 1 Les outils et technologies au service 
de l’analyse protéomique 

 

Jusqu’au début des années 1990, l’analyse des séquences des protéines s’effectuait 

essentiellement à l’aide du séquençage par la dégradation d’Edman [1]. Cette technique 

permet de déterminer la séquence primaire des protéines par analyse des acides aminés en 

Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC). Cependant elle est limitée à l’analyse 

des protéines dont l’extrémité N-terminale n’est pas bloquée et n’est pas compatible avec 

les mélanges complexes. De plus, elle nécessite des quantités importantes de protéine (de 

l’ordre de la nanomole jusqu’à la picomole) et le processus de séquençage est assez lent. 

Dans les années 1990, deux nouvelles techniques d’ionisation ont révolutionné la 

spectrométrie de masse et lui ont permis de supplanter le séquençage d’Edman. Il s’agit de 

l’Ionisation ElectroSpray (ESI) [2] et de l’Ionisation par Désorption Laser assistée par Matrice  

(MALDI) (« Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation ») [3,4] qui sont des sources 

d’ionisation douce permettant l’ionisation des biomolécules telles que les peptides et les 

protéines et leur transfert en phase gazeuse sans induire de fragmentation. Ces découvertes 

ont valu à John Fenn et Koichi Tanaka le prix Nobel de chimie en 2002. En effet, avant 

l’apparition de ces deux nouvelles techniques, la spectrométrie de masse se limitait à 

l’analyse de petites molécules thermostables du fait de l’absence de source permettant 

d’ioniser et de volatiliser les biomolécules. De nos jours, la bonne sensibilité de la 

spectrométrie de masse, sa polyvalence et sa rapidité en font un outil de choix incontestable 

pour le séquençage, la caractérisation et même la quantification des protéines [5-9]. 

Une autre avancée technologique importante pour l’analyse protéomique réside 

dans les développements qu’ont connus les techniques de séparation des protéines et des 

peptides (gels d’électrophorèse mono et bidimensionnelles et chromatographie liquide). Ces 

techniques séparatives viennent en amont de la spectrométrie de masse et facilite l’analyse 

d’échantillons complexes contenant des milliers de protéines. 

Enfin, le développement des banques de données protéiques et le séquençage d’un 

nombre croissant de génomes ont aussi contribué à l’essor de l’analyse protéomique par 

spectrométrie de masse.  
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L’analyse protéomique est généralement composée de quatre étapes (Figure 1). Les 

protéines sont extraites à partir d’un échantillon biologique et sont ensuite séparées ou 

fractionnées avant et/ou après digestion enzymatique. Les peptides ainsi obtenus sont 

analysés par spectrométrie de masse en tandem et les spectres générés serviront à 

l’identification, à la caractérisation et/ou à la quantification des protéines à l’aide d’outils 

bioinformatiques. 

 
Figure 1 : Les quatre grandes étapes de l’analyse protéomique. 

Dans ce chapitre, je présenterai donc les principaux outils de spectrométrie de masse 

et de techniques séparatives utilisées pour l’analyse protéomique. 

1. La spectrométrie de masse pour l’analyse protéomique 

 Généralement, trois principaux éléments constituent un spectromètre de masse : une 

source d’ionisation, un analyseur de masse et un détecteur de courants d’ions. Les 

molécules en phase liquide ou solide sont ionisées et transférées en phase gazeuse à l’aide 

de la source. Les ions sont ensuite conduits par des champs électriques et magnétiques dans 

l’analyseur où ils seront séparés en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z). La 

combinaison de plusieurs analyseurs ainsi que le fonctionnement de certains analyseurs 

permettent d’effectuer de la spectrométrie de masse en tandem. Ceci permet d’obtenir des 

informations structurales en fragmentant les ions dans un premier temps et en mesurant les 

spectres de masse de ces fragments dans un deuxième temps. Enfin, les ions arrivent au 

détecteur ce qui permet de générer un courant électrique qui est en suite converti en 

spectres de masse dans lesquels l’intensité du signal est mise en relation avec le rapport 

m/z.  

1.1. Les sources électrospray 

Plusieurs sources d’ionisation sont utilisées en spectrométrie de masse. Cependant, 

pour l’analyse de biomolécules telles que les protéines et les peptides, le choix se limite 

principalement aux deux sources qualifiées de techniques d’ionisation douce : l’ionisation 

Electrospray (ESI) [2] et l’ionisation MALDI (« Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation ») 

[3]. Ces deux techniques permettent l’ionisation et le transfert de biomolécules intactes en 

phase gazeuse vers l’analyseur de masse. 

Echantillon 
Biologique

Extraction des 
protéines

Séparation des 
protéines ou 

peptides

Analyse par 
spectrométrie 

de masse

Identification, caractérisation
et quantification des 

protéines
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1.1.1. La source d’ionisation électrospray 

La source électrospray est une technique d’ionisation d’analytes en solution à 

pression atmosphérique ce qui permet de la coupler facilement avec la chromatographie 

liquide [10]. L’ionisation est réalisée par la nébulisation d’un fin nuage d’ions créé sous 

l’effet d’un champ électrique de l’ordre de 10 millions de Volts par mètre et de l’assistance 

pneumatique d’un gaz de nébulisation [2]. La différence de potentiel appliquée entre le 

capillaire dans lequel se trouve la solution de l’analyte à ioniser et l’entrée du spectromètre 

de masse provoque la polarisation du liquide, la séparation des espèces de charge opposée. 

Un excès de charges va se concentrer à la pointe du capillaire entrainant l’étirement du 

liquide en ce qu’on appelle le cône de Taylor et l’émission de gouttelettes multichargées 

(Figure 2). Un flux d’azote coaxial appelé gaz de nébulisation sert à stabiliser les gouttelettes. 

Le chauffage de l’enceinte favorisera l’évaporation du solvant et la densité de charge 

augmentera au sein des gouttelettes avec la diminution de leur taille jusqu’à ce que la limite 

de stabilité de Rayleigh [11] soit atteinte : les forces de répulsion coulombiennes dépassent 

alors la tension de surface des gouttelettes qui subissent alors une succession d’explosion 

coulombienne au fur et à mesure que le solvant s’évapore jusqu’à la production d’ions 

entièrement désolvatés.  

 
Figure 2 : L’ionisation Electrospray en mode d’ionisation positif. 

Deux modèles, encore assez controversés, décrivent la production des ions 

désolvatés (Figure 3). Le premier est celui proposé par Dole [12] et appelé modèle de la 

charge résiduelle. Ce modèle propose que l’évaporation du solvant et le processus 

d’explosions coulombiennes se répètent jusqu’à ce qu’il n’y ait plus qu’une charge par 

gouttelette. Le deuxième modèle est celui d’Iribarne et Thomson [13] ; il propose le 

mécanisme de l’évaporation ionique selon lequel la densité de charge devient suffisamment 

importante pour émettre directement les ions en phase gazeuse lors de l’évaporation du 

solvant. Si ce dernier semble être le plus reconnu pour les petites molécules, le mécanisme 
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du modèle de Dole semblerait intervenir pour les macromolécules telles que les protéines 

[14]. 

 
Figure 3 : Emission des ions en phase gazeuse selon a) le mécanisme de la charge résiduelle et b) le mécanisme de 

l’évaporation ionique (d’après [15]). 

 A condition qu’elles puissent être ionisées, les molécules en solution sont rapidement 

transformées en ions en phase gazeuse. Lorsqu’une molécule possède plusieurs fonctions ou 

sites ionisables, on observe la production d’ions multichargés [16]. Ceci permet d’étendre 

considérablement la gamme de masse puisque avec un nombre de charges élevé, les valeurs 

m/z mesurées seront plus petites [17]. Trois principaux mécanismes d’ionisation peuvent 

entrer en jeu lors du processus électrospray. Le premier étant l’ionisation par séparation des 

charges, il intervient pour les molécules possédant des groupements acides ou basiques, ou 

un groupement phosphonium, ammonium ou oxonium. Le deuxième mécanisme fait 

intervenir la formation d’adduits ; les analytes polaires ne disposant pas de fonctions acides 

ou basiques peuvent ainsi s’ioniser en ESI par la formation d’adduits avec d’autres ions 

présents en solution. Les ions alcalins (Li+, Na+ et K+) sont souvent utilisés pour ioniser par 

formation d’adduits. Le troisième mécanisme est celui de l’ionisation par réaction en phase 

gazeuse. En effet, une fois en phase gazeuse, le fait que le processus ESI soit réalisé à 

pression atmosphérique et que de grandes quantités de molécules de solvant chargées 

soient générées en plus de l’analyte, il est possible qu’il y ait des réactions de transfert de 

protons vers l’analyte [18]. Les molécules protonées en solution peuvent ainsi, en phase 

gazeuse, céder leurs protons à d’autres molécules qui ont une basicité supérieure en phase 

gazeuse. 

 Un développement important des sources électrospray est né de la possibilité de 

réduire le débit de la solution d’analyte utilisée pour créer le spray. Les premières sources 
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nanospray (débit de 20 nL.Min-1 en infusion) sont apparues en 1996. En effet, les modèles de 

Dole et d’Iribarne et Thomson s’accordent pour faire apparaître l’intérêt d’obtenir des 

gouttelettes initiales de petite taille. Les travaux qui ont été réalisés dans ce contexte ont 

mis en évidence l’influence du débit de liquide sur la formation des gouttelettes chargées 

[19,20]. Lorsque le débit est diminué, aucune assistance pneumatique n’est nécessaire et le 

diamètre de l’orifice de sortie du capillaire est réduit, le rayon des gouttelettes ainsi formées 

est réduit à 100 nm soit 10 fois plus petit que celui des gouttelettes formées par une source 

ESI classique (2 µm environ) [20,21]. Ceci permet une meilleure efficacité d’ionisation et par 

la suite un gain de sensibilité parce que la spectrométrie de masse est une technique 

sensible à la concentration des analytes et non à leur quantité. De plus cette source permet 

une réduction significative de la consommation d’échantillon. Pour tous ces avantages, la 

source nanospray couplée aux techniques de nano-chromatographie liquide (nanoLC) est 

particulièrement bien adaptée à l’analyse protéomique.  

 A côté des systèmes nanoLC standards, de nouveaux dispositifs nanospray  sur puces 

microfluidiques ont été mis au point [22]. Ceux-ci présentent l’avantage d’éviter une 

manipulation délicate des aiguilles nanospray peu reproductible grâce à des dispositifs 

intégrés et motorisés et de permettre une conception reproductible des pièces grâce à la 

technologie laser. Parmi ces dispositifs, on peut citer le système Triversa Nanomate (Advion 

Biosystem) qui est un automate passeur d’échantillons, le système nanoLC Chip CubeTM 

(Agilent technologies) et le système TRIZAIC UPLCTM (Waters) qui sont des systèmes de 

colonne chromatographique intégrée sur puce microfluidique.  

1.1.2. La source MALDI 

La technique d’ionisation MALDI est elle aussi une technique douce d’ionisation bien 

adaptée pour l’analyse des biomolécules. Elle consiste à co-cristalliser l’échantillon avec une 

matrice organique à caractère acide (généralement de faible masse moléculaire) et à irradier 

sous vide le cristal analytes-matrice avec un faisceau laser pulsé de longueur d’onde se 

situant dans l’ultra-violet. C’est donc la matrice qui absorbe le rayonnement laser plutôt que 

d’ajuster la longueur d’onde du faisceau laser à la longueur d’onde d’absorption des 

échantillons [23]. L’excitation de la matrice induit sa dissociation puis sa sublimation. Ceci 

entrainera donc l’analyte dans le plasma d’expansion ainsi formé où se produira l’ionisation 

des molécules. Les ions d’analytes ainsi produits sont accélérés à l’aide d’une différence de 

potentiel et transférés jusqu’à l’analyseur [24]. En général, l’ionisation MALDI produit des 

ions monochargés et donc des spectres de masse relativement simples à interpréter. 

Contrairement à l’ESI, cette technique a l’avantage d’être relativement tolérante à la 

présence des sels. Les phénomènes qui se produisent lors de cette ionisation sont encore 

sujets à débat mais un modèle en trois étapes semble se dégager [25] (Figure 4): 

 Les molécules de la matrice sont chauffées grâce à l’énergie du rayonnement laser 

pulsé. 
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 Cet échauffement induit un abaissement des forces de cohésion des cristaux ce qui 

entraine la désorption des molécules des analytes. 

 Un transfert de protons entre les molécules de la matrice et celles des analytes se 

produit en phase gazeuse, soit par collisions, soit par réactions acido-basiques et les 

molécules des analytes sont ainsi ionisées. 

Le choix de la matrice ainsi que le mode de dépôt sont des paramètres essentiels qui 

entrent en jeu pour l’efficacité de l’ionisation. Les matrices les plus utilisées sont l’acide α-

cyano-4-hydroxycinnamique, l’acide 2,5-dihydroxybenzoïque, l’acide sinapique et la 2’,4’,-

dihydroxyacétophénone tandis que les modes de dépôt sont le dépôt en couche mince, en 

sandwich ou en goutte séchée. Le choix de ces deux paramètres dépend de la nature de 

l’échantillon. 

 
Figure 4: Principe de l’ionisation MALDI (adapté de [26]). 

Cette technique d’ionisation est souvent utilisée avec un analyseur à temps de vol 

(Time Of Flight, TOF). Celui-ci est particulièrement bien adapté à l’analyse des paquets d’ions 

générés par l’impulsion laser. Le fonctionnement de cet analyseur sera détaillé dans le 

paragraphe 1.2.3 de ce chapitre. 

1.2. Les analyseurs de masse 

Plusieurs types d’analyseurs de masse ont été développés durant le siècle dernier. 

Ces différents types d’analyseurs se distinguent par le principe physique mis en jeu pour la 

mesure du rapport masse sur charge (m/z). Les caractéristiques fondamentales d’un 

analyseur sont sa sensibilité, sa résolution, sa précision de mesure, sa gamme de masse, sa 

capacité à réaliser de la spectrométrie de masse en tandem, sa vitesse d’acquisition, sa 

gamme dynamique et sa gamme de linéarité pour les analyses de quantification [27]. Ici, je 

décrirai les principaux analyseurs utilisés en analyse protéomique en insistant sur ceux que 
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j’ai utilisés au cours de ma thèse, à savoir les trappes ioniques et les analyseurs hybrides 

quadripôle-temps de vol.  

1.2.1. L’analyseur quadripolaire 

Un quadripôle est constitué de 2 paires de barres métalliques parallèles. Un champ 

électrique en opposition de phase est appliqué à l’une et l’autre de ces paires. Ceci lui 

permet de fonctionné en tant que filtre de masse [28]. La séparation des ions en fonction de 

leur rapport masse sur charge (m/z) dépend de la stabilité de leur trajectoire dans le 

quadripôle (Figure 5). Les équations de Mathieu décrivent ces trajectoires et permettent de 

déterminer les conditions de stabilité pour chaque m/z. Un balayage du potentiel permet 

donc de transmettre successivement tous les ions selon leur m/z dans la gamme de balayage 

donnée. A potentiel fixe, le quadripôle devient un filtre à ions et ne transmet que le m/z 

correspondant à ce potentiel. Cet analyseur peut être couplé à un autre analyseur 

(quadripôle ou autres) pour réaliser des analyses de spectrométrie de masse en tandem. 

 
Figure 5 : Trajectoires stable (rouge) et instable (bleu) dans un quadripôle. 

1.2.2. L’analyseur Trappe Ionique 

Nous nous limiterons dans ce paragraphe à la description de l’analyseur trappe 

ionique cubique (3D) qui a été utilisé dans les travaux décrits dans ce manuscrit. Cependant, 

une génération récente de trappes d’ions de géométrie linéaire (2D) a été développée  et est 

décrite dans la littérature [29,30]. L’analyseur trappe d’ions a été décrit pour la première fois 

par W. Paul dans les années 50. Il est constitué de trois électrodes, une centrale de forme 

annulaire, et deux électrodes chapeaux quasi hyperboliques [31]. L’ensemble forme une 

cavité d’environ 1 cm3 (Figure 6) dans laquelle un gaz tampon, l’hélium, est maintenu à une 

pression d’environ 5.10-3 mbar. Les ions entrent par l’orifice situé dans l’une des électrodes 

chapeaux et restent confinés à l’intérieur de la trappe sans la traverser directement grâce à 

une différence de potentiel oscillante (radiofréquence) appliquée à l’électrode annulaire 

permettant de générer un champ quadripôlaire qui stabilise la trajectoire des ions en les 

piégeant dans un puits de potentiel [31,32]. Cette trajectoire décrit dans l’espace une courbe 

de Lissajous et est régie par les équations de Matthieu (Figure 6). 
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Figure 6 : Représentation schématique de la trappe d’ions. Les ions sont piégés sur une trajectoire en courbe de Lissajous 
à l’aide des tensions oscillantes (radiofréquence) de l’électrode centrale. La mesure de masse est réalisée en 
déstabilisant ces trajectoires en fonction du m/z ce qui permet d’éjecter les ions vers le détecteur (d’après [33]). 

 L’éjection des ions est réalisée à l’aide de deux méthodes : 

 Ejection simple par balayage croissant de l’amplitude de la radiofréquence. 

 Ejection résonante par application d’une tension alternative supplémentaire sur les 

électrodes chapeaux dont on fait varier la fréquence pour faire entrer en résonance 

les ions de m/z différents. 

Grâce à ses capacités de piégeage et d’éjection sélectifs des ions, cet analyseur offre 

la possibilité de réaliser dans le temps des analyses de spectrométrie de masse en tandem 

(MS2, …, MSn). L’isolation d’un ion consiste à  éjecter de la trappe tous les ions n’ayant pas le 

m/z souhaité. Celle-ci est réalisée par éjection simple des ions de m/z inférieurs à celui de 

l’ion à isoler et par éjection résonante des ions de m/z supérieurs au m/z de l’ion à isoler. 

Après isolation, la fragmentation peut être réalisée par ajustement de la fréquence de la 

tension alternative appliquée aux électrodes chapeaux de façon à ce qu’elle corresponde à la 

fréquence de résonance de l’ion à fragmenter. L’amplitude de cette tension est réglée pour 

éviter d’éjecter les ions à fragmenter de la trappe. Les ions ainsi excités entrent en collision 

avec les molécules d’hélium ce qui transforme leur énergie interne vibrationnelle en énergie 

cinétique entrainant leur fragmentation. Ces différentes étapes, piégeage, isolation, 

excitation, fragmentation et éjection des ions fragments, peuvent être répétées plusieurs 

fois permettant ainsi d’effectuer des analyses MSn>2 (Figure 7). Ce mode de fragmentation 

induit par la collision (CID – (Collision Induced Dissociation)) sera détaillé ultérieurement 

avec un autre mode de fragmentation, la fragmentation ETD (Electron Transfer Dissociation). 
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Figure 7 : Illustration de l’isolation, la fragmentation et l’éjection dans une trappe pour des analyses MS, MS/MS et MS

n
 

(d’après [34]). 

 Les analyseurs trappe d’ions possèdent généralement une gamme de m/z restreinte 

(3000 m/z) et un faible pouvoir résolutif ; mais celui-ci s’est amélioré avec les instruments de 

dernière génération (résolution de 6000 à 8000). D’autre part, cet analyseur a l’avantage 

d’avoir une vitesse d’acquisition élevée et une très bonne sensibilité. Cette rapidité 

d’acquisition constitue un avantage considérable dans le cadre d’une analyse LC-MS/MS en 

protéomique. En effet, elle permet l’acquisition d’un nombre plus important de spectres 

MS/MS au cours de l’élution des peptides dans un pic chromatographique et par conséquent 

elle permet d’identifier un nombre plus important de peptides. 

1.2.3. Analyseur à temps de vol 

Le premier spectromètre de masse à temps de vol (TOF) commercial est apparu à la 

fin des années 1950 et sa conception était basée sur celle du spectromètre de Wiley et 

MacLaren publiée en 1955 [35]. Cependant, c’est avec l’apparition des sources ESI et MALDI 

que cet analyseur est devenu intéressant pour l’analyse des biomolécules. Dans un analyseur 

TOF, les ions sont accélérés dans une première zone de longueur « s » à l’aide d’une 

différence de potentiel « E ». Ils traverseront ensuite une deuxième zone libre de champ (de 

longueur « d ») et sous vide poussé (10-9 – 10-10 bar) avant d’atteindre le détecteur. Ayant 

reçu la même énergie cinétique au départ, les ions mettront plus ou moins de temps à 

traverser la zone libre de champ en fonction de leur m/z. En mesurant le temps de vol « t » 

de chaque ion, on peut déterminer son rapport m/z suivant l’équation : 

   ⁄      (
 

 
)
 

 

 La composante orthogonale de la vitesse des ions en sortie de l’interface étant 

idéalement nulle, la vitesse d’un ion dans le tube de vol dépendra uniquement de l’énergie 

cinétique acquise dans la zone d’accélération [36]. Dans la pratique, les ions n’arrivent pas 

parfaitement focalisés dans cette zone d’accélération ce qui induit une dispersion en énergie 
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cinétique traduite par une perte considérable de résolution. Cette dispersion en énergie 

cinétique peut être corrigée grâce à la mise en place d’un réflecteur électrostatique, le 

« reflectron ». Ce dispositif est constitué d’une série de lentilles annulaires sur lesquelles 

sont appliqués des potentiels croissants de la même polarité que les ions. Elles font donc 

office de miroir électrostatique ; lorsque les ions pénètrent dans le champ électrique du 

réflecteur, ils sont d’abord ralentis puis ré-accélérés en sens opposé vers le détecteur. La 

profondeur de la pénétration au sein du réflecteur dépend de l’énergie cinétique des ions. 

Ainsi des ions de même m/z mais ayant une énergie cinétique différente en sortie de la zone 

d’accélération, seront refocalisés temporellement de façon à atteindre le détecteur au 

même moment. Ce dispositif permet donc d’augmenter considérablement la résolution des 

TOFs [37].  

 Lorsqu’un TOF est couplé à une source MALDI (Figure 8), le tube de vol est dans l’axe 

de la source. Les dispersions spatiale et temporelle des ions dans la zone d’accélération 

peuvent être limitées en utilisant le principe de l’extraction retardée « Delay Extraction » en 

plus de l’utilisation du réflecteur. Cette extraction retardée est réalisée en ajoutant une 

lentille supplémentaire entre la source MALDI et l’analyseur. L’application d’un potentiel à 

cette lentille permet de freiner un court instant les ions formés après le tir laser. Les ions 

sont alors focalisés et auront un départ synchronisé pour pénétrer dans le tube de vol. Dans 

un instrument MALDI-TOF, la fragmentation des ions est possible dans la source (« In Source 

Decay »). Une cellule « LIFT » est introduite avant le tube de vol pour trier les ions parents et 

leurs fragments métastables formés après la source. Ce tri est effectué à l’aide de leur temps 

de vol dans cette cellule LIFT avant leur pénétration dans le tube de vol. L’ion parent et ses 

fragments sont alors réaccélérés et un spectre MS/MS peut être enregistré. On parle alors 

de MALDI-TOF/TOF.  

 
Figure 8 : MALDI-TOF/TOF avec un système d’extraction retardé, une cellule LIFT et un réflecteur électrostatique.   

 Lorsqu’il est couplé à une source à injection continue comme l’ESI, le tube de vol est 

en position orthogonal par rapport au trajet des ions dans l’interface entre la source et 
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l’analyseur [38,39]. En effet, les ions arrivant en flux continu parallèlement à l’axe de 

l’interface, une accélération perpendiculaire permet d’échantillonner les ions par paquets 

pour chaque cycle d’analyse du TOF et de définir précisément le temps de départ des ions. 

Ceux-ci sont généralement refocalisés avant d’être accélérés. Pour pouvoir effectuer de la 

spectrométrie de masse en tandem (MS/MS), le TOF est couplé à un autre analyseur, un 

quadripôle. Dans ce type de spectromètre de masse hybride appelé Q-TOF, le quadripôle 

peut fonctionner soit comme guide d’ions, soit comme analyseur : 

 En mode guide d’ions, un balayage de l’amplitude de la radiofréquence du quadripôle 

permet de transférer les ions vers le TOF qui effectuera la mesure de masse. 

Cependant, la transmission des ions dans le quadripôle reste dépendante de 

l’amplitude de la tension oscillante appliquée sur les barres. La transmission de 

différentes gammes de masse peut donc être favorisée.  

 En mode analyseur, un ion peut être sélectionné dans le quadripôle et transmis vers 

la cellule de collision où il est fragmenté. Les ions fragments sont ensuite transférés 

dans l’analyseur TOF qui mesure leur m/z. 

La figure 9 présente à titre d’exemple le spectromètre de masse ESI-Q-TOF « MaXis » 

de la société Bruker. La source ESI est désaxée par rapport à l’entrée du spectromètre ce qui 

permet d’éliminer les molécules neutres. L’interface de transfert est composée de deux 

guides d’ions de type « Ion Funnel » et d’un multipôle. Les « ions funnels » sont des guides 

d’ions en forme d’entonnoir constitués par des lentilles annulaires dont le diamètre interne 

diminue progressivement dans le sens de progression des ions [40,41]. Le quadripôle permet 

soit de transférer les ions vers le TOF soit de sélectionner un ion pour le fragmenter dans la 

cellule de collision. Lors de la fragmentation, un gaz de collision (N2 ou Ar) est injecté dans la 

cellule de collision, et celui-ci, en entrant en collision avec les ions transforme leur énergie 

cinétique en énergie interne provoquant leur dissociation. Après la cellule de collision se 

trouve aussi un multipôle qui permet de thermaliser (refroidir) les ions et de les refocaliser 

avant de les injecter dans l’analyseur TOF. L’accélérateur orthogonal ou « Pusher » envoie 

les ions par paquets dans le tube de vol vers le réflecteur.  

Ce type d’instrument permet d’obtenir des mesures de masse avec une haute 

résolution (de l’ordre de 60 000 pour les plus récents) et une très bonne précision (1 à 5 

ppm). Un système « Lock Mass » de correction de la courbe d’étalonnage est utilisé pour 

améliorer cette précision. Ces systèmes consistent à diffuser des composés volatils qui 

servent d’étalons et permettent de corriger la dérive de la courbe d’étalonnage du TOF dans 

le temps. La haute résolution permet de faciliter la détermination des états de charges et 

l’attribution du pic monoisotopique des ions. Ceci, combiné à la justesse de la mesure de 

masse, constitue un avantage important lors de l’interprétation des résultats d’identification 

et permet de diminuer le risque d’identifier des faux positifs lors de l’analyse protéomique 

(voir le chapitre 2 ce cette partie I). 
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Figure 9 : Schéma du spectromètre ESI-Q-TOF MaXis de Bruker. 

1.2.4. Les analyseurs à transformée de Fourrier 

Actuellement, il existe deux types d’analyseurs à transformée de Fourrier. Le premier, 

qui date des années 1970 est l’analyseur à résonance cyclotronique des ions à transformée 

de Fourrier (FT-ICR) et le deuxième, beaucoup plus récent (années 2000) est l’OrbitrapTM. Je 

décrirai brièvement ces deux analyseurs dans la suite de ce manuscrit. 

1.2.4.1. Analyseur à Résonance Cyclotronique des Ions à Transformée de 

Fourrier (FT-ICR) 

 La technique ICR-MS a été publiée la première fois dans les années 1950 [42,43]. 

Cependant, c’est avec l’application des méthodes à transformée de Fourrier [44] par 

Marshall et Comisarow dans les années 1970 que cet analyseur aux capacités résolutives 

impressionnantes (1 million) a connu son essor [45]. Dans une FT-ICR, les ions piègent les 

ions dans une cellule dont la température est proche du zéro absolu et où règne un vide 

poussé (10-10 mbar) et un champ magnétique uniforme. Ce champ, assuré par un aimant 

supraconducteur (5 à 20 Tesla) refroidi à l’hélium liquide, impose aux ions une trajectoire 

cyclotronique. L’application d’un champ électrique balayant une gamme de fréquences 

identique à celle de rotations des ions rend leur mouvement cohérent. Des plaques de 

piégeage permettent d’éviter leur sortie de la cellule et d’assurer leur piégeage (Figure 10). 
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Figure 10 : Schéma d’un analyseur FT-ICR montrant le piégeage des ions, la détection et la déconvolution du signal par 

Transformée de Fourrier (adaptée de [46]) 

 La fréquence de rotation des ions dépend de leur m/z. Chaque ion (m/z) est excité 

par un balayage d’une impulsion radiofréquence (RF) à travers les plaques d’excitation. 

Chaque fréquence d’excitation individuelle se couple au mouvement de l’ion et l’excite vers 

une orbite supérieure en le faisant entrer en résonance. Ce mouvement induira un courant 

électrique alternatif entre les plaques. La fréquence de ce courant est égale à celle de 

rotation des ions et son intensité est proportionnelle à leur quantité. Lorsque la valeur de la 

RF passe à celle correspondant au m/z suivant, les ions sont relaxés et reviennent à leur 

orbite naturelle et le paquet suivant est ensuite excité. Le résultat de ces balayages de RF est 

l’enregistrement d’un spectre complexe de fréquences en fonction du temps. Celui-ci est 

déconvolué à l’aide d’une transformée de Fourrier pour obtenir un spectre de masse. 

Comme les ions ne sont pas détruits par ce mode de détection, ils peuvent être réanalysés et 

fragmentés pour faire de la MS en tandem. 

1.2.4.2. Analyseur OrbitrapTM 

 L’OrbitrapTM est un analyseur de masse basé sur un nouveau principe physique et 

commercialisé par la société Thermo Scientific depuis le début des années 2000. Il fut 

inventé par Alexander Makarov [47]. L’orbitrap se compose d’une électrode externe creuse à 

l’intérieur de laquelle est placée d’une façon coaxiale une électrode en forme de fuseau ce 

qui permet l’application d’un champ électrostatique quadro-logarithmique (Figure 11). Les 

ions tournent autour de l’électrode interne et oscillent d’une manière harmonique selon 

l’axe longitudinal avec une fréquence caractéristique de leur m/z [48]. La détection et la 

déconvolution du signal se font de la même façon qu’avec un FT-ICR. Dans la pratique et 

pour la spectrométrie de masse, l’orbitrap est associé à une trappe linéaire en amont qui 

permet d’introduire dans l’orbitrap les paquets d’ions à analyser et aussi de sélectionner et 

de fragmenter les ions pour les analyses en MS/MS. Cet analyseur permet d’obtenir une 

résolution très élevée (de l’ordre de 100000) et une gamme dynamique de l’ordre de trois 
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décades. Ceci lui permet de rivaliser avec le FT-ICR avec l’avantage de ne pas nécessiter 

l’utilisation d’un aimant supraconducteur difficile à entretenir.  

 
Figure 11 : Mouvement oscillant des ions autour de l’électrode interne de l’Orbitrap (adaptée de [49]) 

1.3. Les détecteurs 

Il existe plusieurs types de détecteurs utilisés en spectrométrie de masse. Je me 

limiterai à décrire trois types de détecteurs : le multiplicateur électrostatique souvent utilisé 

avec les trappes d’ions, le détecteur MCP (MultiChannel Plate) et le détecteur MagneTOF 

généralement utilisés avec les spectromètres de masse à temps de vol.  

1.3.1. Le détecteur multiplicateur électrostatique 

 Un multiplicateur électrostatique est un détecteur formé de plusieurs dynodes de 

conversion. Une dynode consiste en une électrode servant de substrat à un film de matériau 

sélectionné pour ses capacités d’émission secondaire. Les ions énergétiques tapent sur la 

surface de la cathode de conversion et provoquent l’émission d’électrons secondaires. Ces 

derniers sont accélérés et dirigés sur une deuxième dynode. L’impact électron-dynode 

provoque une nouvelle émission électronique. Les électrons issus de cette dynode sont 

dirigés vers la dynode suivante et ainsi de suite. Le processus d’amplification continue ainsi 

jusqu’à la dernière dynode. Les courants atteints sont alors exploitables et seront interprétés 

par un traitement informatique.  

1.3.2. Le détecteur MCP (MicroChannel Plate) 

 Le détecteur MCP est un disque d’une épaisseur de l’ordre du millimètre traversé 

d’un côté à l’autre par des canaux parallèles ayant un diamètre de l’ordre du micron et dont 

la surface interne est une couche semi-conductrice [50,51]. Les ions pénètrent dans ces 

canaux et s’écrasent sur leurs surfaces. L’impact d’un ion provoque l’émission d’électrons 

secondaires qui par collisions successives avec la surface interne du canal vont permettre 

d’amplifier le signal qui sera finalement collecté par une anode pour être ensuite digitalisé.  
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1.3.3. Le détecteur magneTOF 

 Ce type de détecteur est de plus en plus utilisé dans les spectromètres de masse à 

temps de vol. Il consiste en une surface plane capable elle aussi d’émettre des électrons 

secondaires suite à l’impact des ions. Ces électrons sont ensuite conduits et focalisés grâce à 

des potentiels électrostatiques déformés par un champ magnétique vers la surface d’une 

dynode de conversion. Un multiplicateur électrostatique permet alors d’amplifier le signal 

électronique qui sera ensuite digitalisé. 

1.4. La fragmentation peptidique 

L’analyse en spectrométrie de masse en tandem MS/MS des peptides permet 

d’accéder à la séquence d’acides aminés de ces peptides et par la suite d’identifier les 

protéines correspondantes par recherche dans des banques de données. Les spectres 

MS/MS sont en effet obtenus par la mesure de masse des ions issus de la fragmentation des 

peptides. Il existe différents modes d’acquisition de données MS/MS tel que le mode 

d’acquisition de données dépendant DDA (le plus utilisé) et le mode d’acquisition de 

données indépendant (DIA). Ces modes d’acquisitions seront évoqués dans le chapitre 

suivant de ce manuscrit.  

Classiquement, en couplage chromatographie liquide  – spectrométrie de masse (LC-

MS), et indépendamment de l’analyseur utilisé, l’obtention d’un spectre MS/MS informatif 

en mode DDA passe par deux étapes. La première consiste en l’analyse MS des peptides 

élués de la LC à l’instant t et la sélection d’un nombre d’ions à fragmenter. La deuxième 

étape consiste à isoler le premier ion précurseur sélectionné, puis à le fragmenter et 

enregistrer son spectre MS/MS. Cette deuxième étape est répétée autant de fois que le 

nombre d’ions précurseurs sélectionnés lors de la première étape avant de recommencer le 

cycle.  

Même si l’interprétation des spectres MS/MS est effectuée à l’aide d’algorithmes 

spécialisés, elle est souvent complexe et demande une bonne connaissance des modes et 

des mécanismes de fragmentation des peptides en phase gazeuse. 

1.4.1. La nomenclature des fragmentations peptidiques 

 La nomenclature des ions fragments des peptides servant toujours de référence est 

celle proposée par Biemann [52] au début des années 1990. Cette nomenclature sépare les 

ions fragments en trois familles, les deux premières sont issues de fragmentations à basse 

énergie tandis que la troisième est issue de fragmentations à haute énergie : 

 Ceux qui contiennent la partie N-terminale du peptide précurseur : la série a, b et c ; 

 Ceux qui contiennent la partie C-terminale du peptide précurseur : la série x, y et z ; 

 Ceux issus de la fragmentation des chaines latérales des acides aminés : la série d, v 

et w. 
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Figure 12 : Nomenclature des fragmentations peptidiques selon Biemann. Ri représente les chaines latérales des acides 

aminés. 

1.4.2. Le mode de fragmentation CID 

 La fragmentation induite par collision CID aussi appelée CAD (Collision Activated 

Dissociation) est le mode de fragmentation le plus utilisé en analyse protéomique. Le 

transfert des ions en phase gazeuse par ESI n’étant pas un processus à haute énergie, 

l’énergie interne de ces ions est faible [53]. Leur fragmentation est induite en favorisant 

leurs collisions avec un gaz inerte (N2, Ar). On peut distinguer une fragmentation basse 

énergie (de l’ordre de quelque eV obtenue avec les instruments de type Q-TOF et Trappe 

Ionique) et une fragmentation haute énergie (quelques KeV obtenus avec les analyseurs 

TOF/TOF). En général, la fragmentation CID des peptides génère majoritairement des 

fragments b et y observables à basse et à haute énergies. Ces fragments représentent la 

rupture des liaisons peptidiques qui sont plus labiles que les autres liaisons. Dans ce mode 

de fragmentation, l’énergie cinétique des ions est transformée lors des collisions en énergie 

interne. Celle-ci est répartie d’une manière uniforme sur tout le squelette peptidique, ce qui 

favorise la rupture des liaisons les plus labiles. 

1.4.2.1. Mécanisme de fragmentation 

 Les peptides protonés qui sont activés avec une faible énergie de collision 

fragmentent généralement par des réactions dirigées par la charge (« charge-directed 

fragmentation ») [54]. Le modèle le plus admis actuellement et servant à décrire comment 

les peptides protonés sont fragmentés est le modèle du proton mobile qui fut établi suite 

aux études effectuées par les groupes de Wysocki [55-58], Harrison [59] et Gaskell [54]. Les 

peptides étant formés d’acides aminés portants différentes fonctions chimiques, ils peuvent 

être protonés sur différents sites. Ces sites peuvent être : 

 Très favorables à la protonation tels que l’amine N-terminale et les fonctions 

basiques des chaines latérales ;  

 Moyennement favorables tels que les atomes d’oxygène des liaisons amides ; 

 Peu favorables tels que les atomes d’azote des liaisons amides.  

 Cependant, les collisions avec les molécules de gaz vont activer les peptides et 

provoquer leur excitation faisant migrer les protons des sites favorables vers des sites moins 

favorable tels que les atomes d’azote des liaisons amides. La liaison amide est une liaison 
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forte du fait de la stabilisation par délocalisation de charge entre les doublets de la fonction 

carbonyl et ceux de l’azote. Cependant, la protonation de cette liaison abolit cette 

délocalisation de charge [60] et conduit à  l’affaiblissement de la liaison amide. Elle fait ainsi 

du carbone du groupement adjacent une cible possible pour une attaque nucléophile ce qui 

initie la fragmentation au niveau de la liaison peptidique. Cette fragmentation entraine la 

formation d’ions fragment b et y [61] (Figure 13). Les fragments y retiennent la charge sur la 

chaine latérale de l’acide aminé C-terminal ; ils sont souvent majoritaires car ils sont plus 

résistants que les ions b aux décompositions qui peuvent suivre.  

 
Figure 13 : Fragmentation d’un peptide trypsique bi-protoné selon le modèle du proton mobile. 

 L’énergie nécessaire pour mobiliser le(s) proton(s) est fonction de la composition en 

acides aminés (surtout les résidus basiques) et de la séquence du peptide [58]. Un proton 

séquestré sur un groupement basique est plus difficile à délocaliser. L’énergie nécessaire à 

sa délocalisation augmente  de manière proportionnelle avec la basicité du peptide en phase 

gazeuse (Figure 14). Si les protons sont très fortement séquestrés, les fragmentations 

distantes de la charge deviennent très compétitives [62].  
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Figure 14 : Affinités au proton en phase gazeuse des vingt acides aminés par rapport à la glycine déterminées 

expérimentalement [63]. 

 La majorité des fragments peptidiques obtenus par fragmentation CID peuvent être 

expliqués par le modèle du proton mobile. Les exceptions les plus importantes sont les 

coupures préférentielles aux résidus acides [64] et aux résidus prolines [65]. Les résidus 

acides présentent une fragmentation préférentielle en C-terminal quand le peptide n’a pas 

de proton mobile (fragmentation distante de la charge). Les résidus proline présentent une 

fragmentation préférentielle en N-terminal due à la basicité de l’azote de la proline qui 

favorise la séquestration du proton mobile. La fragmentation est difficile en C-terminal 

quand le peptide présente un proton mobile due à l’encombrement stérique. 

 Enfin, de nombreuses équipes travaillent sur l’établissement de règles de 

fragmentation précises. Ces règles sont implémentées dans les algorithmes de recherche et 

d’interprétation des spectres MS/MS afin d’améliorer l’efficacité et la spécificité de ces 

algorithmes [66,67]. 

1.4.3. Le mode de fragmentation par transfert d’électron (ETD) 

 La fragmentation ETD (Electron Transfer Dissociation) est une technique de 

fragmentation  comparable à l’ECD (Electron Capture Dissociation) et introduite en 2004 

[68]. Le transfert de l’électron est assuré par l’intermédiaire d’un anion radicalaire 

(fluoranthène, anthracène …) qui  joue le rôle de transporteur d’électrons vers le peptide 

protoné, contrairement à l’ECD qui emploie des électrons libres à basse énergie.  

Due à sa nature non ergodique, la fragmentation engendrée n’a pas de coupure 

préférentielle. Le site de coupure est aléatoire et les liaisons faibles peuvent être préservées 

ce qui rend ce mode de fragmentation intéressant pour l’étude de modifications post-

traductionnelles telles que la phosphorylation qui, en mode CID, n’est souvent pas 

conservée. On observe souvent des fragments c et z avec l’ETD lors de la fragmentation de 

peptides trypsiques. Lorsqu’une N-protéase qui clive les peptides du coté N-terminal d’un 

résidu basique (telle que la Lys-N) est employée, on n’observe généralement que des 

fragments c, ce qui facilite l’interprétation des spectres surtout pour le séquençage de novo 

[69,70]. Ceci est dû au fait que les peptides générés seront préférentiellement bi-protonés 

du coté N-terminal (un proton sur l’amine N-terminale et un proton sur l’amine de la chaine 

latérale de la lysine). L’ETD permet aussi, par rapport au mode CID, de fragmenter des 
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peptides de taille plus élevée voir des protéines entières. C’est un mode de fragmentation 

complémentaire à la CID et peut être alterné avec celle-ci lors d’une analyse LC-MS/MS sur 

les spectromètres les plus récents ouvrant ainsi l’accès à plus d’informations de séquence.  

2. Les techniques de séparation des protéines et des peptides 

L’analyse protéomique d’échantillons complexes n’est pas possible sans une étape de 

dé-complexification de l’échantillon en amont de la spectrométrie de masse. La raison 

principale est qu’un échantillon biologique de protéines (par exemple un lysat cellulaire) 

peut contenir généralement plusieurs centaines à plusieurs milliers de protéines différentes. 

S’ajoutent à cette complexité celles induites par les différentes isoformes, les modifications 

post-traductionnelles et les concentrations des protéines qui peuvent s’étendre sur de larges 

gammes dynamiques. Le développement des techniques séparatives a constitué une étape 

clé dans l’essor de l’analyse protéomique par spectrométrie de masse. 

La dé-complexification de l’échantillon peut être réalisée soit au niveau des 

protéines, soit au niveau des peptides générés par digestion enzymatique des protéines soit 

aux deux niveaux combinés. Ici, je décrirai les principales techniques de séparation utilisées 

en analyse protéomique. 

2.1. La séparation au niveau des protéines  

 Les techniques de séparation des protéines peuvent être classées en deux grandes 

catégories : Les techniques de séparation sur gels d’électrophorèse et les techniques de 

séparation sans gel souvent appelées « Gel-free ». Dans ce qui suit, je décris brièvement ces 

techniques.  

2.1.1. L’électrophorèse sur gel  monodimensionnelle 1D SDS PAGE (Sodium 

DodecylSulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 

 La technique de l’électrophorèse est fondée sur la migration des protéines sous 

l’effet d’un champ électrique dans un milieu adapté. L’électrophorèse monodimensionnelle 

des protéines est généralement effectuée sur des gels de polyacrylamide en utilisant le 

dodécylsulfate de sodium (SDS) en tant que détergent. Cette technique a été développée par 

Ulrich Laemmli dans les années 1970 [71] et permet de séparer les protéines en fonction de 

leur masse moléculaire. Le détergent SDS se fixe sur les résidus hydrophobes des protéines 

et favorise leur solubilisation. En milieu légèrement basique, il confère une charge négative 

aux protéines. La densité de charge étant sensiblement constante pour toutes les protéines, 

la migration se fait essentiellement en fonction de leurs masses moléculaires. La taille des 

protéines varie fortement dans un échantillon, il est donc souvent nécessaire d’optimiser la 

résolution en fonction des besoins expérimentaux [72] et ceci en optimisant le maillage du 

gel qui dépend du pourcentage d’acrylamide/bis-acrylamide. Plus ce pourcentage est élevé, 

plus les mailles du gel sont petites et plus la résistance à la migration des protéines est 

accentuée. Des gels en gradient d’acrylamide peuvent aussi être utilisés afin d’optimiser la 

résolution de séparation de protéines de toutes tailles. Un gel de concentration de faible 

maillage est souvent mis en amont du gel de séparation afin de créer un front de migration 
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dans lequel les protéines sont concentrées avant leur pénétration dans le gel de séparation 

de maillage plus serré. 

2.1.2. L’électrophorèse bidimensionnelle sur gel (gel 2 D) 

 L’électrophorèse bidimensionnelle sur gel [73] consiste à utiliser deux dimensions de 

séparation orthogonales. La première dimension est l’électrofocalisation qui permet de 

séparer les protéines en fonction de leur point isoélectrique pI. Elle consiste à utiliser une 

bandelette de gel présentant un gradient de pH et soumise à un champ électrique orienté de 

sa borne acide vers sa borne basique [74]. Les protéines migrent alors sur la bandelette et 

s’immobilisent au niveau du pH qui correspond à leur pI. La bandelette est ensuite saturée 

en SDS puis chargée en haut d’un Gel SDS PAGE. C’est la  réalisation de la deuxième 

dimension qui permet de séparer les protéines en fonction de la masse moléculaire comme 

dans un gel 1D. Cette technique possède de bonnes capacités résolutives et jusqu’à 5000 

protéines peuvent être séparées. La coloration du gel permet de visualiser sous forme de 

spots les protéines qui ont migré. L’intensité de la coloration du spot permet d’avoir une 

indication quantitative de l’abondance de la protéine. Jusqu'à 1 ng de protéines peuvent 

être détectées [75]. Les gels 2D permettent aussi la séparation d’isoformes de protéines 

(formes plus longues ou tronquées ayant des masses moléculaires différentes)  et la 

visualisation de modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation, la 

phosphorylation, etc (souvent visibles sous forme de chapelets aux mêmes poids 

moléculaires) [72]. Les spots d’intérêt sont découpés puis les protéines sont digérées avec 

une protéase et les peptides ainsi générés sont analysés par MS ou MS/MS (MALDI-TOF ou 

TOF/TOF ou LC-ESI-MS/MS). Toutefois cette technique présente certaines limitations, les 

expériences de Gel 2D sont difficiles à automatiser et la réalisation de répliquats techniques 

est indispensable pour vérifier la reproductibilité et la cohérence des résultats. De plus, la 

gamme dynamique visible sur le gel est restreinte et certaines catégories de protéines telles 

que les protéines membranaires et les protéines aux pI extrêmes ne sont pas compatibles 

avec cette technique [76,77]. Cependant de nouveaux systèmes utilisant des gels pré-coulés 

permettent maintenant d’automatiser les expériences de gel 2D. 

Plusieurs types de coloration des protéines dans un gel existent. La sensibilité de 

détection en dépend considérablement. Trois types de coloration sont couramment utilisés 

en analyse protéomique : 

 La coloration au bleu de Coomassie : C’est un colorant bleu qui se lie aux acides 

aminés basiques et aux aromatiques.  Il a l’avantage de présenter une linéarité et une 

réversibilité qui le rend parfaitement adapté aux études de protéomique 

comparative. Elle présente une limite de détection de l’ordre du ng [78]. 

 La coloration à l’argent : Celle-ci utilise le nitrate d’argent pour colorer les protéines 

dans le gel et elle présente une limite de détection de 0,5 à 0,1 ng de protéines [79]. 

Cependant, la coloration n’est pas linéaire pour les fortes concentrations et des 

incompatibilités avec l’analyse par spectrométrie de masse ont été décrites [80], 
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mais des protocoles améliorés ont pu être mis au point [81] et il existe néanmoins 

des techniques de coloration à l’argent compatible avec la spectrométrie de masse. 

 Les colorations fluorescentes : Celles-ci consistent à marquer les protéines avec des 

fluorochromes avant leur séparation sur gel [82]. Elles permettent d’atteindre des 

sensibilités de l’ordre de l’attomole. Dans le cadre d’une étude comparative, on parle 

de Gel 2D DiGE (Differential Gel Electrophoresis). Celle-ci consiste à mélanger deux 

échantillons de protéines marqués par des fluorochromes différents avant de faire 

migrer le mélange sur le même gel. Elle sera détaillée dans le chapitre 3 de cette 

partie. 

Une autre technique d’électrophorèse sur gel permet d’analyser les complexes 

multiprotéiques. Cette technique appelée BN-PAGE (Blue Native PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis) consiste à séparer les complexes protéiques dans des conditions non-

dénaturantes dans une première dimension puis de les séparer sur une deuxième dimension 

SDS PAGE. Les protéines sont solubilisées à l’aide de détergents non-ioniques. L’addition du 

bleu de Coomassie leur confère une charge négative et permet de les faire migrer sur une 

première dimension de gel de polyacrylamide en utilisant des tampons adéquats qui 

conservent l’intégrité des complexes. Les complexes ne migrent plus en fonction de leur 

densité de charge mais plutôt en fonction de leur taille dans le gel de polyacrylamide. Les 

bandes peuvent ensuite être excisées et les complexes sont électroélués et analysés (1D-BN 

PAGE) ou, après la première dimension, la piste de gel est déposée sur un gel SDS PAGE 

classique pour une deuxième dimension dénaturante (2D BN-PAGE). Dans ce cas, les 

complexes sont dissociés et les sous unités sont séparées selon leur masse moléculaire dans 

cette deuxième dimension [83,84] (Figure 15).  

 
Figure 15 : Illustration du principe du 2D BN-PAGE d’après Fiala et coll. [84]. 

Cette technique est cependant limitée par l’insolubilité de certains complexes 

protéiques qui tendent à précipiter aux alentours de leur point isoélectrique, et par la taille 

des mailles des gels qui ne permettent pas la migration de très gros complexes.  

2.1.3. L’électrophorèse « off gel » 

Cette nouvelle technique, apparue au début des années 2000, permet de séparer les 

protéines selon leur point isoélectrique directement en solution, c’est « l’électrofocalisation 

1ère dimension BN-PAGE

2
èm

e
d

im
en

sio
n

 SD
S-P

A
G

E
1

èr
e

d
im

en
si

o
n

 B
N

-P
A

G
E



Introduction bibliographique 

| 30 

off gel » [85,86]. Les extraits protéiques sont déposés dans des puits qui sont sur une bande 

de gel à gradient de pH immobilisé. Les protéines migrent sous l’effet d’un champ électrique 

jusqu’à ce qu’elles atteignent le puits qui correspond à leur pI [87]. Cette technique peut 

être couplée à une autre dimension de séparation par gel ou par chromatographie liquide 

avant digestion et analyse par LC-MS/MS. Elle présente l’avantage de conserver les protéines 

en milieu liquide ce qui évite les pertes d’échantillon. Cependant, elle présente les mêmes 

limitations que la première dimension de gel 2D, à savoir les pI extrême et les protéines 

membranaires. Plus tard, cette technique a commencée à être utiliser aussi pour séparer les 

peptides [88] avant leur analyse par LC-MS/MS.  

2.1.4. La séparation des protéines par chromatographie liquide 

 Les techniques de chromatographie liquide peuvent être aussi utilisées pour séparer 

les protéines. L’utilisation de plusieurs types de chromatographie pour la séparation des 

protéines est décrite dans la littérature. On peut ainsi trouver la chromatographie en phase 

inverse [89], la chromatographie d’exclusion stérique [90] ou la chromatographie d’échange 

d’ions [91]. Cette dernière a aussi été utilisée en couplage avec d’autres chromatographies 

de sélectivités différentes [92]. Cependant, les méthodes chromatographiques pour la 

séparation des protéines en amont de l’analyse protéomique restent peu utilisées, ceci est 

lié à l’utilisation de détergents et agents chaotropes non compatibles avec la 

chromatographie pour la solubilisation des protéines. De plus la séparation de mélanges très 

complexes de protéines (Lysats cellulaires total) est peu compatible avec la chromatographie 

liquide. 

2.2. La séparation au niveau peptidique 

 Après la séparation ou non des protéines, une étape de digestion vient cliver ces 

protéines et génère une grande quantité de peptides. Ceux-ci sont souvent séparés avant 

leur analyse par spectrométrie de masse. L’électrofocalisation off gel peut être utilisée 

comme décrit dans la partie 2.1.3 de ce chapitre. Cependant, vue la diversité de leurs 

propriétés physico-chimiques, presque toutes les méthodes chromatographiques peuvent 

être utilisées pour leur séparation [93]. Les peptides sont séparés généralement sur une 

colonne de phase inverse C18 en mode gradient avec l’acétonitrile (le plus souvent) ou le 

méthanol comme modifieur de la phase mobile et l’acide formique comme anions pour la 

formation de paire d’ions. La chromatographie liquide en phase inverse est souvent couplée 

directement à la source électrospray du spectromètre de masse. Ce couplage RP-HPLC-

MS/MS constitue la principale technique utilisée pour l’analyse protéomique 

2.2.1. Les faibles débits et les systèmes nanoHPLC (ou nanoLC) et nanoUHPLC 

 Le couplage de la chromatographie liquide avec la spectrométrie de masse via une 

source électrospray est donc la technique de choix pour l’analyse des peptides de digestion 

enzymatique. Les échantillons biologiques pour l’analyse protéomique sont souvent 

disponibles en faible quantité. Etant donné que la sensibilité des spectromètres de masse en 

mode ESI dépend de la concentration des analytes et non du débit, des développements 

visant à miniaturiser les systèmes de chromatographie ont été réalisés. Ainsi des systèmes 
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de chromatographie sur des colonnes de faible diamètre (75 – 100 µm) permettant de 

travailler avec  des débits très faibles (de l’ordre de 100 à 400 nl/min) ont été développés. 

Ces débits faibles nécessitent de travailler avec des sources nanoESI de géométrie adaptée. 

Pour ceci des développements au niveau des sources ont été nécessaires pour pouvoir 

coupler ces systèmes de chromatographie aux spectromètres de masse. On parle alors de 

nanoLC-MS/MS. Ces avancées permettent à ce couplage d’avoir une sensibilité de l’ordre de 

la basse femtomole.  

 Avec ces faibles débits, l’injection de volumes de quelques µL directement sur la 

colonne nécessite un temps considérable. Les peptides sont alors injectés sur une 

précolonne ou colonne de chargement à un débit plus élevé (de 4 à 15 µL/min). Ensuite, la 

colonne de chargement est mise en ligne avec la colonne analytique à l’aide d’une vanne à 

faible volume mort et l’élution est effectuée à nanodébit. Cette colonne de chargement 

permet non seulement de concentrer les échantillons avant leur séparation sur la colonne 

analytique mais aussi de les dessaler. L’efficacité et la résolution de la séparation dépendent 

directement du choix de la phase stationnaire. De manière générale, des colonnes de phases 

C18 avec des particules de 3 à 5 µm et une porosité de 300 Å sont utilisée. Cependant, 

plusieurs développements technologiques ont visé l’augmentation de l’efficacité, la 

résolution et la capacité de pic des systèmes nanoLC, parmi ceux-ci: 

 Des phases avec des particules de diamètre plus faible (1,7 µm) proposées depuis 

2004 [94]: Celles-ci permettent une séparation plus efficace et une meilleure 

résolution mais imposent une augmentation considérable de la pression sur les 

systèmes (600 – 800 bar) [95,96]. Des systèmes pouvant aller à des pressions aussi 

élevées ont donc été développés [97]  (par exemple le système nanoAcquity UPLCTM 

de Waters). On parle alors de Chromatographie Liquide Ultra-Haute Performance 

(UHPLC). 

 Des phases monolithiques permettant des séparations plus efficaces des peptides 

[98,99]. 

 Des systèmes de colonnes sur puce microfluidique  intégrant colonne de chargement, 

colonne analytique et pointe nanoESI qui permettent la réduction des volumes morts 

[100]  (par exemple le système nanoLC-Chip-CubeTM d’Agilent Technologies [101,102] 

et le système TRIZAICTM UPLC de Waters). 

2.2.2. La chromatographie multidimensionnelle 

 Afin de s’affranchir des étapes et limitations liées à la séparation des protéines, des 

stratégies de couplage de plusieurs dimensions de chromatographie pour la séparation des 

peptides ont été développées [103]. Cette approche est appelée chromatographie 

multidimensionnelle [104] ou encore MudPit (Multi-Dimensional Protein Identification 

Technology) [105,106]. Cette stratégie consiste à fractionner les peptides issus d’une 

digestion enzymatique par plusieurs séparations chromatographiques (différentes phases) 

avant leur analyse par spectrométrie de masse en tandem. Le principe consiste à utiliser des 
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techniques de chromatographie basées sur des sélectivités de séparation différentes afin 

d’obtenir des séparations orthogonales des peptides par les différentes dimensions utilisées. 

Plusieurs combinaisons de dimensions chromatographiques ont été décrites. La dernière 

étape de fractionnement, étant toujours couplée directement à un spectromètre de masse, 

reste la RP-HPLC. Pour les chromatographies en amont on peut citer la chromatographie 

d’échange d’ion (de cations (SCX) [105-107] ou d’anions [108]), la chromatographie 

d’exclusion stérique [109,110], la chromatographie d’interactions hydrophiles (HILIC) [111] 

ou encore la chromatographie en phase inverse à pH basique [112]. Le plus souvent on 

utilise deux dimensions chromatographiques, celles-ci peuvent être en configuration dite 

« offline » ou « online » (en ligne).  

Dans la configuration « offline », des fractions sont collectées lors de la première 

dimension chromatographique. Généralement, la collecte est automatisée à l’aide d’un 

robot pour permettre une meilleure reproductibilité. Les fractions collectées sont ensuite 

analysées en deuxième dimension. Cette deuxième dimension est couplée directement au 

spectromètre de masse.  

Dans la configuration « online », les deux colonnes des deux dimensions sont 

couplées à l’aide d’un système de valves et une colonne d’enrichissement. Les peptides sont 

élués de la première dimension vers une colonne d’enrichissement puis transférés de façon 

séquentielle vers la deuxième séparation qui est couplée directement au spectromètre de 

masse. Le passage sur la colonne d’enrichissement permet d’éliminer les éluants de la 

première dimension généralement incompatibles avec la spectrométrie de masse [113]. 
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Chapitre 2 Les stratégies d’identification en 
analyse protéomique 

  

Dans ce chapitre je présenterai les principales stratégies d’identification des 

protéines à l’aide des outils décrits dans le chapitre précédent. L’analyse protéomique par 

spectrométrie de masse fournit un ensemble de spectres MS et MS/MS qui serviront à 

identifier les protéines de l’échantillon étudié. L’interprétation de ces spectres passe par leur 

mise en relation avec les séquences protéiques correspondantes à l’aide d’outils 

bioinformatiques. Généralement, l’identification est réalisée à partir de données générées 

lors de l’analyse de peptides produits par digestion enzymatique. L’ensemble des stratégies 

basées sur cette approche est désigné par le terme « bottum-up proteomics ». Une autre 

approche impliquant l’analyse directe des protéines en MS/MS est désignée par le terme 

« top-down proteomics » [114]. L’approche « bottum up » reste de loin la plus utilisée 

surtout pour les échantillons complexes et pour les études à grande échelle [115]. En fait, 

l’approche « top down » reste limitée par la séparation des protéines et est essentiellement 

utilisée pour des échantillons peu complexes ou pour la caractérisation de protéines 

purifiées.  

 L’apparition des banques de données protéiques et leur enrichissement en 

séquences protéiques ainsi que les développements instrumentaux ont conduit à 

l’apparition de différentes  stratégies pour l’identification des protéines. Ainsi, en 1993, cinq 

groupes ont simultanément décrit un concept appelé identification par empreinte 

peptidique massique PMF (« Peptide Mass Fingerprint ») [116-120]. Cette méthode consiste 

à identifier les protéines en mesurant la masse des peptides qu’elles génèrent suite à une 

digestion enzymatique et à comparer la liste des masses mesurées avec celles issues de la 

digestion in silico des protéines dans les banques de séquences. Puis, en 1994, une nouvelle 

technique a été décrite, permettant de corréler les spectres MS/MS des peptides avec leurs 

séquences issues des banques de données [121]. La même année, Mann et coll. ont proposé  

une approche qui consiste à déduire des séquences partielles en acides aminés à partir des 

différences de masses observées entres les ions des spectres de fragmentation et d’utiliser 

cette séquence pour effectuer des requêtes tolérantes aux erreurs dans les banques de 

séquences protéiques [122]. Depuis, de nombreux algorithmes de recherche dans les 

banques de séquences protéiques à partir de données de spectrométrie de masse ont vu le 

jour.  
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1. L’empreinte peptidique massique PMF 

Cette stratégie consiste à comparer la liste des masses expérimentales des peptides à 

l’ensemble des listes de masses calculées à partir des séquences des peptides issues de la 

digestion in silico des protéines présentes dans la banque de données (Figure 1). De 

nombreux moteurs de recherche PMF sont développés. On peut citer entre autres Mascot 

[123], MOWSE [117], MS-Fit [124], ProFound [125], etc … 

 
Figure 1 : Illustration de la stratégie d’identification des protéines par empreinte peptidique massique (d’après [126]). 

 En général, cette stratégie est utilisée pour identifier des protéines séparées par gel 

2D puis digérées et analysées par MALDI-TOF-MS. Elle requière un instrument présentant 

une bonne précision de mesure de masse (< 10 ppm) et une bonne résolution (> 10000) 

[127].  L’utilisation d‘instruments de haute résolution telle que l’ESI-TOF et le FT-ICR ont 

aussi été décrites. Les critères d’acceptation des identifications par PMF sont décrites dans 

les directives de publication des données de protéomique [128-130]. Elles dépendent 

essentiellement du nombre de peptides identifiés par protéine, des erreurs sur la mesure de 

masse et du nombre de pics non assignés sur les spectres. L’acceptation de résultats issus 

uniquement de PMF est toutefois de plus en plus restreinte. En effet, avec la croissance 

considérable du nombre d’entrées dans les banques de séquences protéiques, la spécificité 

du PMF est devenu très limitée [131] par rapport au séquençage par MS/MS des peptides 

[24].  
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2. Les stratégies par analyses MS/MS 

Ces stratégies consistent à utiliser les données des spectres MS/MS pour réaliser 

l’identification des protéines. Les peptides générés après digestion enzymatique des 

protéines sont analysés sur un système LC-MS/MS. Trois modes d’acquisition existent : 

 Mode données-dépendant (DDA): les ions à fragmenter sont sélectionnés 

automatiquement puis isolées et fragmentés. C’est le mode d’acquisition le plus 

utilisé.  

 Mode données-indépendant (DIA) ou MSE : introduit récemment, aucune sélection 

n’est effectuée et tous les ions sont fragmentés en même temps.  

 Sélection manuel : les ions à fragmenter sont sélectionnés manuellement, isolés puis 

fragmentés et le spectre MS/MS est enregistré. Ce mode est peu utilisé en analyse 

protéomique. 

Les spectres MS et MS/MS obtenus sont ensuite interprétés afin d’obtenir des 

informations sur les séquences des peptides permettant de remonter aux protéines 

correspondantes. 

2.1. Identification des protéines en mode d’acquisition données-dépendants 

(DDA) 

 Ce mode d’acquisition consiste à paramétrer le spectromètre de masse de façon à ce 

qu’il effectue automatiquement la sélection, l’isolation et la fragmentation des ions. Ces 

actions sont effectuées par cycles alternant MS et MS/MS. Un cycle commence par 

l’acquisition d’un spectre MS suivie par la sélection d’un certain nombre d’ions à fragmenter. 

Ces ions sont ensuite isolés et fragmentés un par un et le spectre MS/MS de chacun est 

enregistré avant le début d’un nouveau cycle. La sélection des ions à fragmenter est réalisée 

sans intervention directe de l’utilisateur. Les paramètres de cette sélection sont 

préalablement définis pas l’utilisateur et sont entre autres: 

 Le nombre d’ions à sélectionner sur chaque spectre MS (normalement les n ions les 

plus intenses) ; 

 L’état de charge préférentiel des ions à sélectionner ; 

 Le seuil d’intensité qu’un ion doit avoir pour être sélectionné ; 

 Un temps d’exclusion pour les ions qui ont déjà été sélectionnés (afin d’éviter la 

redondance dans la sélection des ions). 

Il est également possible de paramétrer des listes d’inclusion d’ions recherchés 

spécifiquement afin de forcer leur sélection pour la MS/MS ou des listes d’exclusion afin 

d’éviter la sélection de certains ions. Ces listes d’exclusion peuvent être intéressantes dans le 

cas de répétition de l’analyse LC-MS/MS du même digest. Ainsi, les ions qui ont conduit à 

des identifications de peptides lors de la première analyse sont exclus dans la deuxième. 

Cette méthode permet donc de favoriser la sélection d’autres ions et d’augmenter le 

nombre d’identification.  
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 Le mode DDA reste à ce jour le mode le plus utilisé en analyse protéomique par LC-

MS/MS. Après la fin de l’analyse, des fichiers contenant l’ensemble des informations 

concernant les spectres, les chromatogrammes et les temps de rétention sont générés ; ils 

seront utilisés lors de l’étape de l’identification. Plusieurs approches pour l’interprétation 

des données LC-MS/MS en mode DDA existent. On peut citer: 

 Approche par recherche dans les banques de données protéiques ; 

 Approche par séquençage de novo ; 

 Approche par recherche dans les banques de spectres ; 

 Approche hybride combinant le séquençage de novo et la recherche dans les 

banques de données protéiques. 

2.1.1. Identification par recherche dans les banques de données protéiques 

 Cette approche aussi appelée, par analogie à celle de l’empreinte peptidique 

massique PMF, « Peptide Fragment Fingerprinting » ou PFF [132], est la méthode la plus 

fréquemment utilisée dans les études protéomiques à grande échelle.  

Après l’analyse LC-MS/MS en mode DDA, un fichier contenant pour chaque spectre 

MS/MS enregistré, la masse de l’ion précurseur et la liste de ses fragments générés ainsi que 

son temps de rétention. L’approche PFF consiste à comparer des listes de masses des ions 

précurseurs et de leurs fragments associés avec des listes de masses des peptides issues de 

la digestion théoriques des protéines présentes dans des banques de séquences et de la 

fragmentation théorique associée à ces peptides (Figure 2). 

Plusieurs algorithmes permettant de réaliser ce type de recherche existent 

[121,123,124,133-135]. Même s’ils présentent beaucoup de similarités dans le principe, 

chaque logiciel présente des particularités de paramétrages et des divergences sur certains 

points du processus d’identification et du traitement des résultats. Pour tous ces moteurs de 

recherche, plusieurs paramètres doivent être réglés par l’utilisateur, les plus importants 

sont : 

 La tolérance sur la masse de l’ion précurseur et celle des ions fragments ; 

 L’enzyme de digestion et ses sites de coupure spécifique ainsi que le nombre de 

coupures non réalisées autorisé ; 

 Les modifications des acides aminés autorisés ; 

 Les types de fragments recherchés. 

Au cours de cette thèse, j’ai utilisé deux logiciels moteurs de recherche différents, 

Mascot [123] et le logiciel libre (« open source ») OMSSA [135]. Par la suite je détaillerai le 

fonctionnement de ces deux moteurs de recherche.  
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Figure 2 : Illustration de l’identification des peptides et des protéines par recherche dans les banques avec l’approche 

PFF. 

Par ailleurs, et en général, seule une fraction des spectres MS/MS enregistrés conduit 

à l’identification de peptides par cette approche. Ceci peut être lié à plusieurs raisons : la 

qualité des spectres qui n’est pas suffisante, des spectres qui ne correspondent pas à des 

peptides mais à d’autres molécules présentes dans l’échantillon, ou encore des peptides 

modifiés ou qui ne sont pas dans la banque de données interrogées. Cependant, cette 

fraction de spectres qui ne conduit pas à des identifications peut s’expliquer en partie par le 

moteur de recherche utilisé. En effet les résultats d’identification peuvent être différents 

d’un moteur de recherche à l’autre. Ceci est dû à l’utilisation d’algorithmes de recherche 

différents pour la comparaison des données théoriques et expérimentales et le calcul du 

score de corrélation (voir paragraphe suivant) entre ces données [136]. Ceci a conduit 

certains chercheurs à recommander l’utilisation plusieurs moteurs de recherche afin de 

profiter de la complémentarité que peut présenter chacun des algorithmes pour renforcer la 

validation des résultats.  

2.1.1.1. Attribution de scores par les moteurs de recherche aux 

identifications 

 Généralement, les moteurs de recherche attribuent un score aux identifications. Les 

modes de calcul de ces scores divergent d’un algorithme de recherche à l’autre. Ici, je 

décrirai brièvement les approches utilisées par les moteurs Mascot (Matrix Sciences) et 

OMSSA (NCBI). 
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2.1.1.1.1. Le score de corrélation 

 Lors du traitement des données MS/MS, un score de corrélation qui est fonction du 

degré de similarité entre le spectre expérimental et le spectre théorique du peptide permet 

de classer les séquences des peptides attribués à un spectre donné. Généralement, seul le 

peptide ayant le meilleur score de corrélation est conservé pour la suite de l’évaluation de 

l’identification. Ce score est calculé de manière propre à chaque moteur de recherche et 

n’est pas forcément visible dans les résultats. Pour l’algorithme de recherche Mascot, ce 

score de corrélation est appelé « ion score », mais son mode de calcul n’est pas publié par 

l’éditeur. De manière générale, le score de corrélation dépend du nombre de fragments 

attribués ou non attribués, de l’intensité des fragments attribués ou non attribués, de la 

présence de séries de fragments du même type et de l’erreur sur la masse des fragments. 

2.1.1.1.2. Le score probabiliste  

 Le score de corrélation est ensuite converti en une mesure statistique appelée « E-

value » ou « expectation » value. Cette valeur correspond au nombre de valeurs attendu 

avec un score supérieur ou égal au score de corrélation sous l’hypothèse que ces peptides 

soient attribués par hasard. Pour OMSSA, cette valeur est calculée en considérant que la 

distribution des scores de corrélation suit une distribution de Poisson. Plus cette E-value est 

élevée, moins l’identification est probable. Vue l’étendu de la gamme de E-value, cette 

valeur est convertie en score probabiliste « –log (E-value) ».  

Mascot affiche le score de corrélation (« ion score ») et une valeur score d’identité 

(« Identity score »). Ce score d’identité correspond à la valeur de score pour laquelle 

l’identification a une E-value de 0,05 par défaut (mais qui peut être modifiée), c'est-à-dire 

que la confiance est de 0,95 (95 %) pour un score de corrélation égal à ce score d’identité. 

On a donc généralement tendance à présenter le score probabiliste comme étant la 

différence entre le score d’identité et le score de corrélation («ion score – Identity score »). 

Plus cette différence est grande, plus la valeur de E-value est petite. La valeur de E-value 

pour l’identification d’un peptide donné, correspond à la valeur fixe de E-value utilisée dans 

le calcul de l’ « identity score » (0,05 par défaut) divisée par cette différence de score. 

 Les paramètres dont dépend le score probabiliste sont liés à l’espace de recherche 

dans lequel les identifications sont effectuées, à savoir, la taille de la banque de données 

protéiques, les enzymes définies et leur spécificité, la tolérance sur la masse de l’ion 

précurseur et les modifications des acides aminés. Plus l’espace de recherche est grand, plus 

le score probabiliste sera petit et le risque de fausses identifications (faux positifs) est élevé. 

 Récemment, un nouveau type de score fut introduit, le H-score [137] qui est un score 

calculé pour les résultats générés par les algorithmes de recherche existant. Il s’appuie sur le 

fait que l’identification d’un peptide complètement séquencé est plus fiable qu’un 

homologue partiellement séquencé comme décrit dans les études sur le séquençage de novo 

[138,139]. Il utilise la précision de mesure des ions fragments et est indépendant de leur 

intensité. Il ajoute donc un point pour chaque site de dissociation identifié indépendamment 
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de son intensité et rajoute trois points si tous les fragments possibles sont identifiés sur le 

spectre. Ce score s’est montré, d’après l’étude de Savitsky et coll., capable d’identifier 24 % 

de spectres en plus avec 1 % de taux de faux positifs par rapport aux méthodes classiques 

utilisant les scores Mascot. Il requiert cependant l’utilisation de spectromètre de masse qui 

permettent d’obtenir une haute précision de mesure de masse sur les ions fragments (< 20 

ppm) et qui génèrent des spectres MS/MS avec très peu de bruit [137].  

2.1.1.2. La combinaison de plusieurs moteurs de recherche 

 Certaines études ont montré que les moteurs de recherche présentent des 

performances différentes et dépendantes du type de données MS utilisées, de l’échantillon 

analysé et du spectromètre de masse qui a servi à générer les données [140,141]. Plusieurs 

études ont reporté que la combinaison de plusieurs moteurs de recherche permet 

d’augmenter le nombre de peptides identifiés. Ceci conduit à plus de fiabilité dans 

l’identification des protéines (avec plus de peptides) ou à augmenter le nombre de protéines 

identifiées (avec l’identification de nouveaux peptides) [142-145]. De plus, cette approche 

permet d’effectuer des validations croisées des résultats et ainsi de renforcer la fiabilité des 

identifications identiques issues de plusieurs moteurs de recherche [144].  

 Toutefois, il est nécessaire de pouvoir combiner les scores des identifications des 

différents moteurs de recherche pour obtenir un nouveau score probabiliste afin de pouvoir 

tirer pleinement profit de cette approche. Plusieurs études ont proposé des procédures pour 

calculer ce score [136,146,147] et certaines ont été intégrées dans des logiciels de 

traitements de résultats de recherche protéomique. 

2.1.1.3. Evaluation des résultats d’identifications et du taux de fausses 

découvertes 

 Les résultats obtenus après les recherches dans les banques de données avec les 

différents algorithmes qui existent ne sont jamais sûrs et doivent être inspectés et validés. Il 

était habituel dans les années 1990 et le début des années 2000 de générer une liste 

d’identifications en appliquant un seuil minimal que devait dépasser le score d’identification 

calculé par l’algorithme de recherche pour qu’elle soit considérée sûre. Ceci était souvent 

accompagné d’une inspection manuelle des spectres MS/MS par un expert. Or les scores 

générés par un moteur de recherche dépendent de plusieurs paramètres qui changent d’une 

expérience à l’autre comme la performance du spectromètre de masse (précision, 

résolution), la qualité des spectres MS/MS et l’espace de recherche. Il n’est pas donc 

judicieux d’utiliser le même seuil de score pour des expériences différentes et de plus, pour 

les expériences à grande échelle, l’inspection manuelle est très couteuse en temps et reste 

une solution subjective et dépendante du niveau d’expertise de l’expérimentateur.  

 Plusieurs articles indiquent que les données protéomiques publiées contiennent un 

grand nombre de faux positifs [148-155] et que la pertinence statistique associée à 

l’assignation de spectres MS/MS à des séquences de peptides n’est pas en corrélation avec 

la vraisemblance de l’identification de ces peptides. Ceci est attribué à des vrais 
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correspondances spectre-peptides assignées à des protéines individuelles, tandis que des 

correspondances spectre-peptides se produisent avec une distribution identique à travers la 

base de données [156]. Ceci a conduit à désigner l’analyse bioinformatique comme étant le 

maillon faible ou le talon d’Achille de la protéomique [157]. Le taux alarmant de faux positifs 

dans les publications de données protéomiques a conduit la communauté scientifique à 

établir des directives pour l’analyse et la publication de données par les éditoriaux des 

journaux [158]. Ici, je décris les stratégies les plus utilisées pour la validation des 

identifications en analyse protéomique. 

2.1.1.3.1. La stratégie Target-Decoy 

 La stratégie « Target-Decoy » est apparue en 2002 [159] et a été développée au cours 

des années 2000 [143,160,161]. C’est une approche facile à implémenter et applicable à 

plusieurs situations en analyse protéomique [158]. Elle consiste à effectuer la recherche 

dans une banque protéique « Target » (cible) concaténée avec une banque « Decoy » 

(leurre) de même taille. Une autre alternative est d’effectuer la recherche dans les deux 

banques séparément. La banque Decoy ou leurre est une banque qui contient les mêmes 

séquences que dans la banque Target mais inversées, mélangées ou randomisées. Quelques 

études ont évalué les différentes façons de générer les séquences leurres et ont 

généralement trouvé peu de différences [161-163]. L’hypothèse de base de cette approche 

est que l‘identification de peptides Decoy et l’identification de faux positifs dans la banque 

Target suivent la même distribution. Des seuils de score sont ensuite établis de façon à avoir 

un taux de fausses identifications acceptable. Ce taux est calculé comme étant le rapport du 

nombre d’identifications Decoy et du nombre d’identifications Target (Figure 3).  

 Ils existent deux façons pour faire du Target-Decoy, le première consiste à faire deux 

recherches indépendantes dans la banque Target puis dans la banque Decoy, tandis que 

dans la deuxième la recherche est effectuée dans une banque composite contenant les 

séquences Target et les séquences Decoy [164-166]. Dans le cas de la recherche séparée, le 

taux de fausses découvertes FDR (« False Discovery Rate ») calculé est surestimé. Ceci est 

due au fait que les spectres MS/MS ayant conduit à des identifications correctes dans la 

banque Target sont aussi utilisés pour la recherche dans la banque Decoy et donc peuvent 

correspondre à des séquences leurres. Une correction doit donc être effectuée en prenant 

ceci en compte [167]. La recherche dans une seule banque composite est de loin la plus 

utilisée [158]. Ceci permet de s’affranchir du problème décrit ci-dessus mais le FDR est aussi 

surestimé dû au fait de la compétition entre les peptides. Un spectre peut avoir une 

meilleure correspondance avec une séquence leurre qu’avec une vrai séquence et donc il 

sera assigné à la séquence leurre avec un meilleur score ce qui fait augmenter l’estimation 

du taux de FDR et fait diminuer le nombre de vrais positifs [168].  
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Figure 3 : Illustration de la stratégie Target-Decoy pour l’estimation du taux de fausses découvertes (adaptée de [158]). 

 La stratégie Target-Decoy permet d’avoir une estimation globale du taux de fausses 

identifications, et reste la stratégie la plus utilisée, cependant, elle ne fournit pas un score 

statistique de confiance pour une identification individuelle. 

2.1.1.3.2. Les approches empiriques de Bayes 

 Celles-ci permettent de calculer une probabilité à postériori (« posterior 

probability ») ou un score statistique individuel pour une identification donnée. Elle consiste 

à déterminer une distribution à postériori de la probabilité p d’une loi binomiale [169]. Dans 

le contexte d’identification des peptides, ce modèle de taux de fausses identifications fut 

introduit par Keller et Coll. [170] et est implémenté dans l’outil bioinformatique 

PeptideProphet. Il s’agit d’une approche statistique qui explique la distribution d’intérêt (ici 

les scores probabilistes des correspondances spectre-peptides observés dans l’ensemble des 

données) comme étant une distribution bimodal (correspondances correctes ou 

incorrectes). La figure 3 illustre cette approche [158]. Dans cette approche, la fraction (πi 

dans la figure 3) de toutes les correspondances spectre-peptides correctes et les autres 

paramètres régissant la distribution des scores pour les correspondances correctes et 

incorrectes (f1(S) et f0(S) respectivement) sont calculés en utilisant l’algorithme Espérance-

Maximisation [171]. Le résultat est une probabilité qui est calculée pour chaque 

correspondance à posteriori de la recherche dans la banque de données et qui peut être 

utilisée pour filtrer les résultats et estimer le FDR. Ainsi, l’ensemble des données 

d’identifications peut être filtré en utilisant le seuil de probabilité qui correspond au FDR 

visé.   

Meilleures correspondance pour 
chaque spectre

(Classement par score)

Ensemble des données 
(N spectres)

Spectres
Recherche dans banque 

de données

1. Application d’un seuil de score
2. Estimation de taux de fausses 

identifications: 
FDR = Nombre de decoy/nombre 
de Target

3. Ajustement du seuil de score pour 
avoir le FDR souhaité

Filtrage utilisant 
la stratégie 

Target-Decoy
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Figure 4: Approche empirique de Bayes pour le calcul de probabilité postérieur. La distribution la plus probable parmi les 
correspondance spectres-peptides correctes et incorrectes sont modélisées à partir de l’ensemble des données en 
utilisant l’algorithme de l’Espérance-Maximisation (adaptée de [158]). 

Une amélioration de l’approche est l’utilisation de séquences Decoy qui permet 

d’intégrer leurs scores automatiquement dans la distribution des correspondances 

incorrectes. Ceci permet d’avoir une référence stable pour la modélisation de la distribution 

des correspondances incorrectes ce qui permet une estimation plus précise et robuste du 

FDR. 

L’évaluation du FDR au niveau protéique, après avoir évalué la confiance accordée 

aux identifications peptidiques, peut être aussi réalisée par les approches empiriques de 

Bayes. PeptideProphet combine par exemple les probabilités postérieures d’identification 

des différents peptides participant à l’identification d’une protéine donnée, appelés « sibling 

peptides »,  afin de calculer la probabilité pour que l’identification de la protéine soit 

correcte. De plus, PeptideProphet recalcule la confiance accordée aux identifications des 

peptides en tenant compte de l’existence de « sibling peptides » qui sont les peptides 

appartenant à une même protéine [156].  

2.1.2. Identification par séquençage de novo  

 Cette approche consiste à déduire la séquence du peptide ou une partie de cette 

séquence directement du spectre MS/MS. Ceci peut être réalisé manuellement ou par un 

logiciel approprié. La détermination des fragments de séquence sur les spectres est réalisée 
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à l’aide des différences de masses entre les différents ions fragments en prenant en compte 

les règles de fragmentations (voir chapitre 1 paragraphe 1.4). Les séquences ou fragments 

de séquences ainsi déterminés sont ensuite soumis à des algorithmes de recherche de 

similarités de séquences du type MS-BLAST (« Basic Local Alignement Search Tool ») 

[172,173]. Après l’interprétation des spectres MS/MS, les fragments de séquences obtenus 

sont comparés aux séquences de protéines présentes dans les banques. MS-BLAST permet 

de soumettre l’ensemble des fragments de séquences d’une analyse donnée en une seule 

requête [174]. Lorsqu’un peptide montre une similarité avec un peptide présent dans la 

banque, MS-BLAST lui attribue un score individuel. Si plusieurs peptides identifiés de cette 

manière correspondent à une seule protéine un score global est calculé et il tiendra compte 

de la somme des scores individuels. Habermaann et al. ont réalisé une évaluation de MS-

BLAST en 2004 et ont montré que les identifications effectuées sur plus de 20000 requêtes 

présentaient un taux de faux positifs inférieur à 3% [175].  

 Cette approche présente l’avantage de pouvoir identifier des protéines absentes des 

banques de données ou plutôt des orthologues de protéines par homologie de séquences. 

Ceci est particulièrement utile lors de l’étude de protéomes provenant d’organismes dont le 

génome n’est pas séquencé ou n’est que partiellement séquencé. De plus, cette approche 

est tolérante aux erreurs et prend donc en compte des différences dans les séquences ou les 

modifications d’acides aminés qui peuvent être présentes (mutation, inversion, délation, 

insertion, …) et qui ne sont généralement pas prises en compte dans une approche par 

recherche dans les banques de données. Il est évident que l’utilisation de cette approche 

nécessite des spectres MS/MS de bonne qualité et donc informatifs. 

2.1.3. Identification par recherche dans les banques de spectres 

 Au fil des années les études protéomiques appliquées à des organismes modèles tel 

que l’Homme, le rat et la levure ont permis d’accumuler de grandes quantités de données 

d’identification protéomique avec un grand degré de redondance. Ces données ont été 

rassemblées dans des banques spécialisées comme PRIDE [176] et PeptideAtlas [177]. Ceci a 

permis le développement d’une nouvelle approche qui consiste à comparer les spectres 

MS/MS expérimentaux à une librairie de spectres intégrant un grand nombre de spectres de 

fragmentation de peptides issus d’identifications correctes antérieures. Des nouveaux outils 

permettant la comparaison et la corrélation entre les spectres expérimentaux et les spectres 

de librairies ont donc été développés. On peut citer parmi ceux-ci X ! P3 [178], SpectraST 

[179] et Biblispec [180]. 

 Si cette approche est performante en termes de vitesse, de spécificité et de 

sensibilité [179], elle devra souvent être complétée par des recherches dans des banques de 

données protéiques et ceci parce que les librairies de spectres restent limitées à quelques 

organismes dont les spectres ont déjà été plusieurs fois identifiés. 
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2.1.4. Les approches de recherches hybrides 

 Des approches combinant à la fois des éléments du séquençage de novo et de la 

recherche dans les banques de données protéiques ont été aussi développées. La plus 

commune consiste à extraire pour chaque spectre MS/MS des bouts de séquences appelés 

« tags » [122]. Un tag est une séquence courte en acides aminées précédée et suivie d’une 

masse qui désigne sa position dans la séquence peptidique. C’est seulement avec les 

peptides contenant ces tags de séquence que la recherche dans les banques de données est 

réalisée. Ceci réduit considérablement le nombre de comparaison à effectuer et le temps de 

recherche [158]. Ces approches hybrides sont particulièrement intéressantes pour 

l’identification de peptides modifiés, soit chimiquement, soit par modifications post-

traductionnelles [181-183]. 

2.2. Identification en mode d’acquisition données-indépendant 

 Récemment, une nouvelle approche a été proposée par la compagnie Waters sur ses 

nouvelles générations de TOF. Dans cette nouvelle approche LC-MS/MS appelée « MS-

Expression », les ions ne sont pas sélectionnés et isolés avant leur fragmentation. En effet, 

après l’enregistrement d’un spectre MS, tous les ions sont fragmentés en même temps dans 

la cellule de collision. Les spectres de fragmentation ainsi générés et appelés spectres MSE 

présentent les fragments de tous les ions visualisés dans le balayage MS. Puisque chaque 

fragment suit le profil d’élution de son précurseur, l’alignement précis des temps d’élution 

permet d’associer chaque fragment à un ion précurseur dont la masse exacte est 

déterminée sur le spectre MS. Des spectres de chaque précurseur sont ainsi reconstitués et 

des recherches sont effectuées dans les banques de données protéiques [184]. 

Théoriquement, la perte d’information est très limitée étant donné que tous les ions seront 

fragmentés [185]. Cependant, ce mode d’acquisition ne permet pas une vérification 

manuelle des résultats vue la complexité des spectres obtenues et la difficulté à reconstruire 

les spectres individuels des peptides. 
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Chapitre 3 Les stratégies de quantification en 
analyse protéomique 

  

Un des plus grands défis de l’analyse protéomique est de pouvoir, après l’analyse 

qualitative, fournir des informations quantitatives sur l’abondance des protéines et leur 

niveau d’expression [186]. Ceci était traditionnellement effectué à l’aide de gels 

d’électrophorèse 2D [187]. Après que la spectrométrie de masse se soit illustrée comme 

étant la méthode de choix pour l’analyse des protéomes complexes, de nouvelles méthodes 

de quantification de protéines basées sur la spectrométrie de masse ont été développées. 

Cependant, l’analyse des protéines par LC-MS/MS n’est pas une technique quantitative en 

soit car elle dépend d’une multitude de facteurs qui sont difficilement contrôlables. Ces 

facteurs se trouvent à tous les niveaux de l’analyse protéomique allant de la préparation de 

l’échantillon (accessibilité de l’enzyme lors de la digestion, solubilité des peptides et des 

protéines…) à la séparation en chormatographique et la détection en MS liées aux propriétés 

intrinsèques des peptides (taille, composition en acides aminés, polarité, …) [187]. Il est donc 

généralement nécessaire de comparer chaque peptide individuellement à travers les 

expériences [188].  

En plus des analyses protéomiques comparatives et quantitatives par des approches 

basées sur  les gels 2D, on trouve deux catégories de méthodes de quantification de 

protéines en spectrométrie de masse. Les approches « label free » qui sont effectuées sans 

aucun marquage des protéines et des peptides et les approches basées sur les marquages 

aux isotopes stables appelées « SILE quantitation » (« Stable Isotope Labelling 

Experiments »). Domon et Aebersold ont décrit dans un article en 2010 [189] les trois 

stratégies de protéomique quantitative, à savoir la stratégie de quantification en « shotgun » 

ou « découverte », la stratégie de quantification dirigée (« directed ») et la stratégie de 

quantification ciblée (« targeted »).  Dans ce chapitre, nous décrirons les principales 

méthodes de quantification en analyse protéomique et nous commenterons les trois 

stratégies décrites dans cet article.  

1. Quantification basées sur les gels d’électrophorèse 2D 

Les gels d’électrophorèse bidimensionnelle permettent de visualiser des différences 

d’abondance entres les protéines et donc d’effectuer une quantification relative des 

protéines dans différentes conditions [9]. Ceci est réalisé à l’aide de logiciels permettant la 
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comparaison d’image et des intensités entre les différents spots. Traditionnellement, les gels 

sont colorés au Bleu de Coomassie, mais récemment, une nouvelle technique appelée gel 2D 

DiGE (Differential Gel Electrophoresis) a été développée et permet une meilleure 

reproductibilité et une meilleure sensibilité.  

1.1. Protéomique quantitative à l’aide de l’électrophorèse bidimensionnelle 

classique 

Dans un gel d’électrophorèse 2D, l’intensité  d’un spot, sous forme d’intégration de la 

densité optique représentée dans ce spot, est directement proportionnelle à l’abondance de 

cette protéine. Deux échantillons peuvent ainsi être comparés grâce à une quantification 

relative basée sur les rapports d’intensités des spots d’une même protéine et ceci à l’aide de 

l’analyse d’image. Pour les études différentielles, la coloration au bleu colloïdal est préférée 

à celle au nitrate argent en raison de sa gamme linéaire plus étendue. En effet, si la 

coloration au nitrate d’argent permet une meilleure sensibilité, l’intensité de la coloration 

varie d’une protéine à une autre et sa gamme linéaire est très étroite [190]. Enfin, 

l’électrophorèse bidimentionnelle classique, en plus de ces limitations citées dans le chapitre 

précédent, souffre de problèmes de reproductibilité et de variabilité liés au traitement 

individuel des échantillons. L’électrophorèse différentielle 2D DiGE et les systèmes 

d’automatisation récents représentent des améliorations de cette approche. 

1.2. L’électrophorèse différentielle 2D DiGE 

Cette technique introduite par Unlü et al. en 1997 [191] permet la quantification 

relative de deux  échantillons protéiques différents sur le même gel d’électrophorèse. Les 

extraits de protéines sont tout d’abord marqués avec des fluorochromes différents, ayant la 

même masse moléculaire mais des longueurs d’onde d’excitation et d’émission différentes. 

Ces fluorochromes sont des cyanines appelées Cy3 et Cy5. Les protéines ainsi marquées sont 

mélangées et séparées simultanément sur le même gel d’acrylamide bidimensionnel. Les 

protéines sur le gel sont ensuite visualisées à l’aide d’un scanner approprié permettant 

l’acquisition d’images aux longueurs d’ondes spécifiques de chaque fluorochrome. Ces 

images sont ensuite comparées à l’aide d’un logiciel d’analyse d’image ce qui permet de 

réaliser la quantification relative des protéines. Alban et al. ont introduit une amélioration 

de cette technique par l’utilisation d’un standard interne qui lui est marqué par un 

fluorochrome différent, le Cy2 [192]. L’utilisation de ce standard interne permet d’effectuer 

des comparaisons entre plusieurs échantillons séparés sur des gels différents. Ce standard 

interne est constitué d’un mélange en quantité égale de tous les extraits protéiques à 

comparer et marqués donc au Cy2. Toutes les protéines de tous les extraits seront 

représentées dans ce standard qui est donc déposé sur tous les gels avec les échantillons à 

comparer. Ceci permet donc de normaliser par rapport à ce standard interne tous les 

échantillons. L’abondance d’une protéine est donc déterminée en calculant le ratio de 

l’intensité du spot dans lequel elle se trouve par rapport à l’intensité du spot correspondant 

à la même protéine dans le standard. Les variations techniques sont ainsi dissociées des 
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variations biologiques ce qui constituait une limitation principale de l’approche par gel 2D 

classique. La figure 1 illustre la stratégie d’analyse par gel 2D DiGE. 

 
Figure 1 : Illustration de la stratégie d’analyse en Gel d’électrophorèse 2D DiGE avec l’utilisation d’un standard interne 

(d’après [193]). 

  L’avantage majeur de cette technique est de s’affranchir, grâce à l’utilisation du 

standard interne, des problèmes de reproductibilité observés dans l’analyse par gel 2D 
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classique. Les variations dans les profils de spot d’un gel à l’autre sont ainsi réduites. Bien 

que la réalisation de réplicas biologiques reste nécessaire pour avoir des données 

statistiques, la comparaison des échantillons sur un même gel et l’utilisation du standard 

interne pour la normalisation ne nécessitent pas d’effectuer des réplicas techniques [194] ce 

qui réduit considérablement le temps et la difficulté de la réalisation des analyses. De plus, 

l’utilisation des fluorochromes permet de gagner en linéarité, en gamme dynamique (3,6 

ordres de grandeur) et en sensibilité (~0.025 ng) par rapport à la coloration au Bleu de 

Coomassie (100 ng) et même par rapport à l’argent (~0,5 ng) [195]. Ces avantages ont 

permis à cette technique de supplanter l’approche gel 2D classique. Cependant elle présente 

toujours les limitations intrinsèques au gel et à l’électrofocalisation à savoir l’analyse des 

protéines membranaires et les pI extrêmes. 

2. Les méthodes sans marquage (« Label Free ») 

Les méthodes dites « Label Free » sont des méthodes de quantification relative 

reposant sur des données spectrales et n’impliquant aucun marquage. Deux principales 

stratégies peuvent être distinguées, la première est basée sur la comparaison des intensités 

des signaux MS des peptides tandis que la deuxième est basée sur le comptage des spectres 

MS/MS (« Spectral counting »). 

2.1. La quantification basée sur la comparaison des intensités des signaux MS 

 Dans cette stratégie, les échantillons à comparer sont analysés séparément. Après 

identification des peptides, les courants d’ions de chaque peptide  sont extraits et les aires 

des pics chromatographiques correspondants sont intégrées. Les valeurs obtenues pour 

l’ensemble des peptides issus d’une même protéine sont comparées à celles obtenues dans 

une ou plusieurs analyses. Ainsi les rapports des aires des pics de peptides correspondant à 

une protéine donnée dans différentes conditions permettent d’avoir des informations sur 

son abondance relative [196-200]. Ceci peut être réalisé à partir d’analyses en LC-MS ou en 

LC-MS/MS. Dans ce dernier cas, un ajustement entre la fréquence d’acquisition des spectres 

MS et MS/MS doit être réalisé. En effet, si le séquençage d’un maximum de peptides par 

MS/MS est requis pour obtenir un plus grand nombre de protéines identifiées, une 

quantification robuste par intégration des aires des pics chromatographiques nécessite un 

nombre suffisant de spectre MS pour bien décrire ces pics chromatographiques (idéalement 

au moins 9 points par pic) [188]. Ainsi, même avec les instruments présentant la meilleure 

performance en termes de vitesse d’acquisition, la quantification la plus juste est obtenue au 

détriment du nombre d’indentifications des protéines présentes et inversement. 

 Une autre approche appelée « Accurate Mass and Time tag » (AMT) [201] consiste à 

effectuer la LC-MS et la LC-MS/MS séparément. Ainsi l’analyse en LC-MS/MS sert à identifier 

le maximum de peptides et par suite des protéines. Elle permet de constituer une large 

banque d’identification des peptides définis par leur séquence, leur rapport m/z et leur 

temps de rétention. La  quantification est ensuite réalisée lors de l’analyse LC-MS. 

L’échantillonnage des signaux des peptides intacts est optimisé. Les couples m/z et temps de 
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rétention dans la base AMT servent de coordonnées pour l’identification des peptides lors 

de la quantification. Une autre approche consiste à d’abord réaliser l’analyse LC-MS pour 

quantifier les espèces différentielles. Une analyse LC-MS/MS est ensuite réalisée afin 

d’identifier les peptides ainsi quantifiés en établissant des listes d’inclusion pour favoriser 

l’identification des espèces d’intérêt. 

 Il est évident que dans cette stratégie, la reproductibilité de la séparation 

chromatographique est critique et doit être optimisée afin que chaque peptide soit élué à un 

temps de rétention identique d’une analyse à l’autre. Des logiciels spécialisés sont souvent 

utilisés pour ajuster l’alignement des profils chromatographiques [188].  Il est aussi 

nécessaire d’utiliser des spectromètres de masse de haute résolution de type Q-TOF ou IT-

Orbitrap afin d’éviter les problèmes de signaux parasites et de pouvoir extraire les courants 

d’ion avec une tolérance restreinte sur la fenêtre m/z. Un des principaux inconvénients de 

cette technique est les erreurs systématiques introduites par les variabilités dues à la 

préparation et à l’analyse séparée des échantillons à comparer. Cette variabilité peut être 

diminuée en introduisant des quantités fixes de protéines qui serviront de standards 

internes et permettront ainsi de normaliser les signaux. 

2.2. La quantification « Spectral Counting »  basée sur les données 

d’identification 

 Cette approche est basée sur l’observation empirique que, plus une protéine est 

concentrée dans un mélange donné, plus ces peptides vont être sélectionnés et fragmentés 

et donc un plus grand  de spectres MS/MS seront associés à cette protéine. Par conséquent, 

la comparaison du nombre de spectre MS/MS associés à une protéine dans deux 

échantillons différents permet une quantification relative de cette protéine [202-205]. Cette 

approche utilise donc les données MS/MS à la fois pour identifier et pour quantifier 

contrairement à l’approche précédente qui était basée sur les données MS. L’approche 

« spectral counting » implique donc une réalisation d’un maximum de spectres MS/MS 

informatifs et de qualité afin de permettre une quantification robuste. En effet, il a été 

observé que la précision de la quantification est directement dépendante du nombre de 

spectres MS/MS considéré. Ainsi, il est possible de détecter une variation d’un facteur 3 

dans l’abondance d’une protéine avec 4 ou 5 spectres, mais mettre en évidence une 

variation d’un facteur 2 requiert pas moins de 15 spectres [206]. Les spectromètres de 

masse de type trappe ionique (linéaire ou tridimensionnelle) sont privilégiés puisqu’ils 

présentent l’avantage de pourvoir enchainer les cycles de MS et de MS/MS à grande vitesse 

par rapport aux autres instruments tels que les Q-TOF. D’un autre coté, les paramètres 

d’exclusion dynamique couramment utilisés lors des analyses LC-MS/MS en mode données 

dépendant (DDA) doivent donc être adaptés. 

 Dans cette approche, le nombre de spectres des peptides est considéré comme un 

index de l’abondance des protéines [203,207,208]. Or un des biais envisagés est directement 

lié à la taille de la protéine. Les protéines de grande taille génèrent, par digestion 
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enzymatique, un nombre plus important de peptides et donc auront un plus grand nombre 

de spectres MS/MS. De plus, un faible nombre de spectres MS/MS peut avoir de multiples 

raisons telles qu’une protéine de séquence courte ou une faible détection par MS des 

peptides liée à leurs propriétés physico-chimiques et à la complexité de l’échantillon [209].  

Le PAI (Protéine Abundance Index) [210] et plus tard le emPAI (Exponentially modified PAI) 

[211] ont été introduits pour permettre de corriger certains de ces biais. Ces index 

permettent de normaliser le nombre de peptides observés par rapport aux nombres de 

peptides théoriquement observables de la protéine d’intérêt. La normalisation peut être 

aussi réalisée en divisant le nombre de spectres MS/MS par la masse ou le nombre d’acides 

aminés de la protéine [212-214]. Ces normalisations permettent une correction assez 

satisfaisante de l’estimation des abondances relatives des protéines [215]. Cette méthode 

« Spectral Counting » a aussi été utilisé pour analyser des échantillons marqués aux isotopes 

stables [216]. 

 Certains chercheurs, se basant sur la corrélation entre la quantité de protéines et le 

nombre de spectre ont proposé d’étendre l’utilisation de l’approche « Spectral Counting » à 

l’estimation des niveaux d’expression absolus des protéines. Ainsi, la connaissance de la 

quantité d’une ou de plusieurs protéines présentes dans les mélanges ou ajoutées en tant 

que standards internes permet d’estimer l’abondance absolue de l’ensemble des protéines 

du mélange étudié. Dans ce cadre, la technique APEX (Absolute Protein EXpression 

measurement) [217]  a été proposée par Lu et coll. en 2007. Celle-ci prend en compte le 

nombre de peptides observés et la probabilité que les peptides soient détectés par le 

spectromètre de masse. Le facteur de correction Oi est ainsi une mesure de la probabilité 

d’observer un peptide trypsique au cours de l’analyse et est calculé en fonction de sa 

séquence et de ses propriétés physico-chimique. Ceci a été réalisé à l’aide d’algorithmes 

spécialisés qui sont éduqués à l’aide de données déjà existantes. Une combinaison de APEX à 

la LC-MSE et la SRM (selected reaction monitoring) a été récemment utilisée dans l’étude du 

protéome du pathogène Leptospira interrogans et a permis de réaliser la quantification 

absolue de 50% du protéome théorique de cette espèce [218].  

 En général, les stratégies de quantification « Label Free » présentent l’avantage, par 

rapport aux techniques impliquant des marquages, de ne pas être limitées en terme de 

nombre d’expériences, d’échantillons et de conditions biologiques à comparer. Elles 

fournissent aussi une gamme dynamique plus large pour la quantification. Toutefois, ces 

stratégies sont considérées comme étant moins précises car l’ensemble des variations 

accumulées dans les différentes étapes de la préparation d’échantillon et de l’analyse se 

répercute sur les données finales ; les échantillons étant traités individuellement 

contrairement aux expériences impliquant des marquages. Les stratégies « Label Free » ont 

été utilisées dans divers études pour explorer la dynamique de protéomes entiers dans le 

but de découvrir des biomarqueurs potentiels de pathologies [219,220] ou des voies de 

signalisation induites par un traitement [221]. 
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3. Les méthodes de marquage par isotopes stables pour la quantification 

des protéines par spectrométrie de masse 

Les approches de marquage aux isotopes stables sont basées sur la dilution 

isotopique. Elle s’appuie donc sur le fait qu’un peptide marqué avec des isotopes stables 

présente les mêmes propriétés physico-chimiques que son homologue non marqué et ne 

diffère que par sa masse moléculaire. Il présentera donc les mêmes comportements en 

chromatographie et en spectrométrie de masse [9]. Il existe différentes techniques de 

marquages aux isotopes stables. Une d’entre elle est une approche ciblée utilisant des 

peptides de synthèse marqués qui sont ajoutés à l’échantillon. Elle permet la quantification 

absolue par une technique de spectrométrie de masse appelée SRM (« Selective Reaction 

Monitoring »). Les autres techniques permettent la quantification relative globale entre 

différentes conditions biologiques [222-224] et diffèrent par le mode d’introduction du 

marquage [188]. On distingue alors : 

 Le marquage métabolique ou in situ [225] qui consiste à effectuer le marquage au 

niveau des cellules en les cultivant dans un milieu enrichi en isotope stable. 

 Le marquage par réaction enzymatique réalisé au niveau des peptides. 

L’incorporation des isotopes stables s’effectue par digestion enzymatique dans de 

l’eau lourde (H2
18O). 

 Le marquage chimique réalisé par dérivation chimique des protéines ou des peptides. 

3.1. Le marquage métabolique 

 Dans cette approche, les isotopes stables sont incorporés dans les protéines des 

organismes à l’aide de milieu de culture ou de la nourriture marqué aux isotopes stables. 

C’est donc à l’étape la plus en amont possible que le marquage est effectué.  Ceci permet à 

toutes les protéines produites dans l’organisme étudié d’incorporer le marquage et donc de 

fournir un standard interne pour chaque protéine et peptide dans l’échantillon biologique. 

Lorsque les tissus ou cellules des organismes cultivés dans des milieux lourds et légers sont 

mélangés en quantité égale puis traités ensemble de la même façon, toutes les causes 

techniques de variabilité et de non-reproductibilité dues aux traitements tels que la lyse des 

cellules, l’extraction des protéines et la digestion enzymatique sont éliminées [225].  

La technique de marquage métabolique la plus connue a été introduite par le groupe 

de Matthias Mann en 2002 [226] et consiste à utiliser un milieu de culture enrichi en acides 

aminés marqués aux isotopes stables. Cette approche est connue sous le nom SILAC 

(« Stable Isotope Labelling by Amino-acids in Cell culture »). L’acide aminé qui sert pour le 

marquage peut être choisi parmi les acides aminés essentiels, qui ne peuvent être 

synthétisés de novo, et ceci pour une incorporation plus rapide et plus complète dans les 

protéines. Les acides aminés essentiels sont la lysine, la leucine, l’isoleucine, la 

phénylalanine, le tryptophane, la méthionine, la valine et la thréonine. Normalement c’est la 

leucine et la lysine sont les acides aminés les plus utilisés étant donné leur abondance 

naturelle favorable dans les protéines. Cependant, l’utilisation simultanée de la lysine et 
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l’arginine marquées permet d’obtenir un marquage de tous les peptides trypsiques excepté 

le peptide C-terminal. L’arginine n’est pas un acide aminé essentiel mais plusieurs équipes 

ont montré son incorporation complète [227-232]. Après mélange et digestion enzymatique, 

les peptides sont analysés en LC-MS/MS. Les peptides marqués coéluent en 

chromatographie avec leurs homologues non marqués. L’identification d’un des peptides 

lourds ou légers permet l’identification d’une protéine. La quantification est effectuée en 

extrayant les courants d’ions de chaque paire de peptides et en calculant le ratio d’intensité 

(Figure 2–A). 

Une autre approche applicable aux organismes capables de croître avec une 

alimentation contenant exclusivement des nutriments marqués aux isotopes stables a aussi 

été décrite (Figure 2–B). Généralement c’est l’azote 15N [233] qui est utilisé puisque c’est un 

atome moins abondant dans les peptides que le carbone, mais le 13C et 18O ont aussi été 

utilisés [225]. Cette stratégie a été appliquée avec succès sur plusieurs organismes telle que 

la levure [202], les plantes [234], la drosophile [235] ou encore le rat [236]. Bien qu’une 

substitution presque totale des atomes naturels par leurs isotopes a pu être obtenue [225], 

cette approche est très difficile à mettre en œuvre et demande beaucoup de temps et de 

ressources. De plus, le nombre d’isotopes incorporés est dépendant de la séquence du 

peptide (par exemple du nombre d’azote dans un peptide donné) et donc l’analyse des 

données générées par cette approche s’avère plus compliquée [233,237,238] que dans 

l’approche SILAC où le nombre de label isotopique est défini (1 acide aminé 13C6-Arg ou 13C6-

Lys). Par conséquent, SILAC reste la technique la plus utilisée du marquage métaboliques 

chez les eucaryotes et les organismes supérieurs en culture cellulaire [188].   

 
Figure 2 : Marquage métabolique des protéines in situ et quantification  : A- par la méthode SILAC utilisant des milieux de 
culture contenant des acides aminés marqués aux isotopes stable, B- par marquage métabolique total au 

15
N en utilisant 

des nutriments enrichi en 
15

N (adaptée de [225]). 
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 Le marquage métabolique, et plus particulièrement l’approche SILAC, est considéré 

comme étant la méthode la plus précise de quantification relative et globale par 

spectrométrie de masse. Ceci est due à l’introduction du marquage dans l’étape la plus en 

amont possible permettant de s’affranchir des variabilités techniques [188,238]. Elle est bien 

adaptée à l’étude de variations de l’abondance des protéines, des modifications post-

traductionnelles [229,230,239,240] et des interactions protéine-protéine [241]. Néanmoins, 

pour les modifications post-traductionnelles, la quantification est effectuée seulement au 

niveau des peptides et donc s’appuie sur une seule observation (par opposition à la 

quantification des protéines qui utilise plusieurs peptides pour quantifier une protéine) ce 

qui rend la validation statistique des résultats difficile [188]. De plus, le marquage 

métabolique présente quelques limitations. La première étant le nombre restreint de 

marquage possible ce qui limite donc le nombre de conditions biologiques comparables dans 

une expérience (maximum 3 pour SILAC [242]). D’autre part, si certaines lignées cellulaires 

incorporent relativement facilement les acides aminés lourds, d’autres sont très sensibles au 

milieu de culture et ne permettent pas le marquage métabolique ou bien requièrent une 

attention particulière [188]. Un des exemples cités dans les revues est celui de la conversion 

de l’excès d’arginine en proline ce qui complique l’interprétation des résultats. Dans ce cas-

là, un contrôle de la quantité d’arginine dans le milieu de culture est nécessaire [227]. 

Néanmoins, une solution à ce problème a été proposée. Elle consiste à utiliser de l’arginine 
15N4 à la place de l’arginine légère (naturelle) et de la [15C6, 15N1]-arginine en tant qu’arginine 

lourde [243]. De cette façon, la conversion de l’arginine conduira à la formation de 15N1-

proline et [15C5, 15N]-proline respectivement. Ainsi le taux de conversion peut être déterminé 

d’une façon précise et un facteur de correction peut être calculé. 

3.2. Le marquage par réaction enzymatique 

 Dans cette méthode, le marquage est effectué par l’incorporation d’un ou deux 

atomes d’18O par la réaction enzymatique d’une protéase dans de l’eau lourde H2
18O [244] 

permettant ainsi le déplacement de la masse du peptide marqué de 2 ou 4 Da. Le nombre 

d’atomes d’oxygène lourds incorporés dépend de la protéase utilisée. Un déplacement de 2 

Da est généralement insuffisant pour différencier les enveloppes isotopiques des 

isotopomères. La trypsine et la Glu C permettent d’introduire 2 atomes 18O et sont donc 

préférées à la LysN et aux autres enzymes qui n’introduisent qu’un seul atome d’oxygène 

lourd [245].  En effet, dans de l’eau lourde et lors du clivage de la liaison peptidique par la 

trypsine ou la GluC, un 18O est échangé sur le groupement hydroxyl et un autre sur le 

carbonyl de l’extrémité C-terminale du peptide [225]. Vue la nature enzymatique de la 

réaction de marquage, les réactions secondaires non spécifiques sont évitées [188]. A des 

pHs extrêmes, l’isotope lourd est rechangé [246] mais dans les conditions classiques utilisées 

en spectrométrie de masse, le marquage est relativement stable. Le marquage enzymatique 

peut être effectué avec de faibles quantités de matériel et est compatible avec 

pratiquement tous les types de préparation d’échantillon. Cependant, étant réalisé au 

niveau des peptides, des variabilités techniques peuvent être observés puisque les 

échantillons à comparer sont traités séparément dans les étapes précédant le marquage. En 
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plus du déplacement relativement faible de la masse par le marquage, un autre inconvénient 

de cette technique est que la réaction de marquage est très souvent incomplète et des 

incorporations différentielles entre peptides de 18O ont été observées compliquant ainsi 

l’interprétation des données [247,248]. Les limitations de cette technique sont détaillées 

dans une revue de Ye et Coll. [249]. 

3.3. Le marquage chimique 

 Le marquage chimique consiste à modifier chimiquement les protéines ou les 

peptides à l’aide d’un réactif qui est marqué ou non aux isotopes stables. Tous les 

groupements réactifs des chaînes latérales des acides aminés (thiols, amines, carboxyles) 

peuvent servir comme site de dérivation. Ainsi, il existe un grand nombre de réactifs 

chimiques permettant d’effectuer ce genre de marquage. En pratique, la dérivation est 

souvent effectuée sur les groupements amines des lysines (et des amines N-terminales) ou 

sur les groupements thiols des cystéines. Les techniques de marquage chimique peuvent 

être classées en deux catégories : le marquage isotopique et le marquage isobarique. 

3.3.1. Le marquage isotopique 

 Cette technique consiste à utiliser une forme lourde et une forme légère du réactif de 

marquage afin de marquer in vitro séparément les échantillons. Les échantillons modifiés 

chimiquement sont ensuite mélangés et analyser simultanément en LC-MS/MS comme dans 

le cas du marquage métabolique. Les rapports d’intensité entre peptides marqués lourd et 

léger sont utilisés pour la quantification (Figure 3). Il est préférable que la différence de 

masse entre la forme lourde et la forme légère soit supérieure à 4 Da pour permettre de 

bien distinguer les massifs isotopiques [9].  

 
Figure 3 : Illustration de la quantification relative à l’aide du  marquage chimique isotopique in vitro (adaptée de [225]). 

 Une des premières stratégies de marquage isotopique fut ICAT (« Isotope-Coded 

Affinity Tag ») introduite par Gygi et al. [222]. Dans cette stratégie les groupements thiols 

des cystéines sont dérivés en milieu réducteur à l’aide du réactif ICAT lourd (avec 8 

deutériums) ou léger. Après cette modification chimique, les protéines sont mélangées et 

digérées. Les peptides marqués sont ensuite enrichis sur une colonne avidine à l’aide du 

groupement biotine contenu dans le réactif de dérivation [250] puis analysés par 

spectrométrie de masse. L’enrichissement des peptides marqués à l’aide de ce réactif 

représente un des avantages majeurs de cette technique. Cependant, elle est limitée aux 

protéines contenant des cystéines qui sont des acides aminés relativement rares (1,82 %). 
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De plus, elle est restreinte à la comparaison de seulement deux conditions biologiques [225]. 

Plusieurs variantes du réactif ICAT ont été développées à partir du réactif d’origine visant à 

améliorer l’enrichissement des peptides marqués et leur co-élution [251-253]. En effet, des 

petites différences de temps de rétention sont souvent observées entre les peptides 

deutérés et leurs homologues non deutérés en HPLC phase inverse [197]. Ceci complique 

l’analyse des données puisque la quantification relative des peptides ne peut plus être 

effectuée sur un spectre et la fenêtre de temps de rétention doit être élargie en 

conséquence ce qui peut induire des problèmes d’interférence avec d’autres espèces [188]. 

Ceci a conduit à l’utilisation du 13C et du 15N qui eux n’altèrent pas la coélution. De plus, le 

tag biotinylé utilisé pour l’enrichissement est devenu clivable en milieu acide ce qui simplifie 

l’analyse des spectres MS/MS, cette amélioration fut baptisée cICAT (« cleavable 

ICAT »)[254]. 

 Une autre approche appelée ICPL (« Isotope-Coded Protéine Label ») [255] consiste à 

modifier les fonctions amines des lysines et des extrémités N-terminales. Cette technique 

permet d’obtenir plus de peptides modifiés (la lysine étant un acide aminé abondant), et 

élargit le nombre de peptides utilisés pour la quantification. Cependant, lorsque le marquage 

est effectué au niveau protéique, la trypsine ne coupe plus les lysines modifiées ce qui 

conduit à l’obtention de peptides de grande taille difficiles à analyser en MS.  

 En générale, les approches par marquage isotopique sont bien adaptées à la 

quantification relative globale des protéines et sont assez versatiles, cependant elles 

présentent certaines limitations. Le rendement du marquage est un paramètre important 

pour l’obtention d’une quantification fiable. De plus, des réactions parasites peuvent être 

observées conduisant à des marquages non spécifiques ayant des effets indésirables sur la 

fiabilité de la quantification et sur l’interprétation des données [188].  

3.3.2. Le marquage isobarique 

 Cette technique consiste à marquer les amines N-terminales des peptides avec des 

réactifs isobariques qui ont la même masse mais dont la fragmentation génère des 

fragments spécifiques appelés ions reporteurs. Les peptides homologues ainsi marqués 

auront la même masse moléculaire et sont mélangés après marquage ; ils coéluront 

parfaitement en chromatographie. Un seul ion sera présent sur le spectre MS et un seul m/z 

sera donc isolé pour la fragmentation. La quantification se fait donc à l’aide des rapports 

d’intensité MS/MS des ions reporteurs. Ces ions reporteurs ont des faibles m/z (de 114 à 

118) évitant ainsi l’interférence avec les fragments du squelette peptidique [9]. L’approche la 

plus connue est l’approche « iTRAQ » (« isobaric Tag for Relative and 

Absolute Quantification ») [256] (Figure 4). Dans sa version commerciale, elle permet de 

réaliser simultanément la quantification relative de 8 échantillons grâce à 8 réactifs 

isobariques [257]. Ceci est particulièrement intéressant pour l’étude de l’évolution d’un 

système biologique à différents points dans le temps ou plus généralement pour comparer 

différents traitements ou conditions biologiques dans une même expérience. Une autre 
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approche similaire appelée TMT (« Tandem Mass Tag ») a été décrite [258] et est aussi 

commercialisée.   

 
Figure 4 : Stratégie de marquage isobarique, après digestion enzymatique, les amines N-terminales des peptides sont 
marquées avec des réactifs isobariques, puis les échantillons sont mélangés et analysés par LC-MS/MS en mode DDA. Les 
spectres MS/MS ainsi générés permettent l’identification des peptides et la quantification relative se fait à l’aide des ions 
reporteurs (adaptée de [225]). 

 Dans cette approche, la précision de la quantification dépend largement de la fenêtre 

d’isolation des ions à fragmenter puisque tous les ions dans cette fenêtre contribueront à la 

génération d’ions reporteurs. Un des inconvénients de cette technique est que la dérivation 

se fait au niveau peptidique, et donc toutes les variabilités en amont de la digestion ne sont 

pas prises en compte pour la quantification.  

3.4. Quantification absolue ciblée avec les stratégies de dilution isotopique 

 L’utilisation de peptides de synthèse marqués aux isotopes stables en tant qu’étalons 

pour la quantification par spectrométrie de masse remonte à l’année 1983 et a été publié 

par Desiderio et al. [259]. Récemment, et avec les avancées en analyse protéomique, cette 

approche est utilisée pour la quantification absolue et est connue sous la dénomination 

AQUA pour « Absolute QUAntification » [260]. Contrairement aux approches de 

quantification globale décrites ci-dessus, il est indispensable de déterminer les protéines 

cibles avant d’aborder la quantification. Les peptides synthétique de référence sont choisis 

en fonction de la ou des protéine(s) d’intérêt à quantifier. La stratégie la plus simple consiste 

à ajouter des quantités connues de peptides synthétiques marqués à un digest de protéines 

et de comparer les intensités de ces peptides marqués avec celles de leurs homologues 

endogènes. Bien qu’ils soient onéreux, la disponibilité des peptides AQUA dans le commerce 

avec des puretés élevées a rendu cette approche attractive dans le cadre de l’analyse et de 

la validation de biomarqueurs potentiels d’intérêt clinique [261]. Le principal inconvénient 

de cette approche est que, dans le cadre d’une analyse protéomique, les échantillons sont 

très complexes et il y a un risque de coélution de peptides isobariques ou de masses très 

proches qui viennent fausser la quantification. Le choix des peptides étalons est aussi très 

importants, ces peptides doivent être protéotypiques de la protéine à quantifier et donc non 

partagés avec d’autres protéines issues du même protéome. De plus, il est difficile de 

déterminer la quantité d’étalon à ajouter lorsque la gamme dynamique des protéines est 

très étendue (10 ordres de grandeur pour les tissus sanguins). Les peptides de référence 
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étant ajoutés après la digestion enzymatique, des variabilités dues à la préparation 

d’échantillon peuvent être observées. Une stratégie qui consiste à exprimer une protéine 

chimérique marquée aux isotopes stables et contenant dans sa séquences des peptides 

concatémères des peptides à quantifier permet de surmonter ce dernier problème. Cette 

protéine chimérique peut être introduite plus tôt dans l’expérience (en amont de 

l’extraction des protéines) et donc limiter les variabilités dues aux étapes de fractionnement 

et de digestion. Cette stratégie fut introduite par Pratt et al. sous le nom « QconCAT » 

(« Quantification conCATemer ») [262]. Toutefois, Rivers et al. ont observé que les 

rendements de digestion de ces protéines chimériques QconCAT sont différents de ceux des 

protéines cibles endogènes [263]. Une autre alternative est la stratégie « PSAQ » (« Protein 

Standard Absolute Quantification ») qui consiste à utiliser une protéine recombinante, ayant 

des peptides marqués aux isotopes stables, et dont la séquence en acides aminés est 

identique à celle de la protéine d’intérêt [264]. La mise en œuvre de ces stratégies reste 

néanmoins difficile et onéreuse. 

3.5. La quantification absolue combinant la dilution isotopique à la SRM 

 La méthode de quantification absolue alliant spécificité, gamme dynamique et 

sensibilité reste la combinaison de la stratégie de dilution isotopique avec la SRM (« Selected 

Réaction Monitoring ») à l’aide d’un spectromètre de masse de type triple quadripôle. Cette 

méthode est depuis longtemps utilisée pour l’analyse et la quantification de petites 

molécules notamment dans des applications cliniques. Cependant, l’analyse ciblée des 

protéines par SRM se distingue de celles des petites molécules par plusieurs aspects dont le 

plus important est que l’analyse ne se fait pas directement sur les protéines et nécessite de 

passer par une digestion enzymatique. La quantification des protéines est donc effectuée au 

niveau des peptides. De ce fait, le passage par plusieurs étapes de préparation est nécessaire 

afin de produire et sélectionner ces peptides indispensables à l’analyse. Les autres aspects 

qui distinguent la quantification des protéines par SRM sont la complexité et la gamme 

dynamique du protéome. A ceci s’ajoute le fait que, dans le cas de la protéomique 

quantitative, la matrice et les analytes sont de même nature, à savoir des peptides ce qui 

entraine des risques en termes d’interférences, de suppression d’ions et de limite de 

détection [265]. 

Typiquement, dans une analyse SRM, une liste des peptides protéotypiques est 

définie. Les peptides protéotypiques d’une protéine sont des peptides dont la séquence 

n’est partagée avec aucune autre protéine susceptible d’être présente dans le mélange à 

analyser. Ce sont les ions correspondants à ces peptides qui seront sélectionnés par le 

premier quadrupôle pour être analysés par la suite. L’ion précurseur ainsi sélectionné sera 

fragmenté en mode CID dans la cellule de collision puis un ou plusieurs fragments seront 

sélectionnés par le troisième quadrupôle (Figure 5). Plusieurs couples précurseur/fragment 

peuvent être suivis dans un cycle de mesure [265]. Ces couples précurseur/fragment appelés 

transitions sont très spécifiques du peptide protéotypique et par suite de la protéine à 

doser. L’ajout de versions marquées aux isotopes stables de ces peptides protéotypiques  
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tels que les peptides AQUA [260], QconCAT [262] ou PSAQ [264]  en tant que standard 

interne permet la quantification absolue des protéines [266].  

 
Figure 5 : Illustration du principe de la SRM sur un triple quadrupôle (adaptée de  [266]). 

Le choix des protéines d’intérêt à quantifier dans un protéome donné est basé sur 

des études protéomiques préalables. D’un autre côté, le choix des peptides et des 

transitions à suivre pour chaque protéine est assez compliqué et requiert une attention 

particulière. Ces peptides doivent satisfaire certains critères, le premier étant leur 

protéotypicité, le deuxième étant qu’ils soient facilement détectés en LC-MS. Des bases de 

données de peptides provenant de données protéomiques existent et facilitent ce choix. Ces 

bases de données telles que PeptideAtlas [267] et PRIDE [268] sont en croissance constante 

et constituent une mine d’or pour la conception d’analyse en SRM et le choix des peptides. 

En cas d’absence de données préalables, des algorithmes permettant la prédiction des 

propriétés physico-chimiques des peptides tels que ESP predictor [269], PeptideSieve [270], 

PepFly [271] et STEPP [272] orientent la sélection des peptides. Un des problèmes souvent 

rencontrés est lorsque la séquence du peptide choisi contient un acide aminé susceptible 

d’être modifié chimiquement ou de subir des modifications post-traductionnelles qui 

viennent fausser la quantification puisque le peptide sera ainsi présent sous différentes 

formes dans l’échantillon. C’est pour cela qu’il est préférable d’utiliser plusieurs peptides par 

protéine si une quantification absolue précise est souhaitée [265]. 

Après le choix des peptides, c’est au tour des transitions d’être sélectionnées. Cette 

étape est critique dans la mesure où les transitions sélectionnées doivent assurer une 

sensibilité et une spécificité optimale. Là aussi, les données protéomiques contenues dans 

les bases mentionnées dans le paragraphe précédent sont très utiles. Une base récente et 

particulièrement intéressante appelée SRMAtlas [273] contient des transitions optimisées. 

Des peptides de synthèse de type AQUA sont utilisés pour optimiser ces transitions et 

paramétrer le spectromètre de masse afin d’améliorer leurs intensités et leurs détections et 

par suite la sensibilité [265].  

Le temps de rétention peut aussi être utilisé en tant que paramètre supplémentaire 

pour suivre les transitions. Ainsi, l’analyse est divisée en plusieurs segments de temps et 

dans un segment donné, seulement les transitions des peptides correspondant à ce temps 

d’élution sont suivies. Ce mode d’acquisition appelé « Time-scheduled SRM » permet 

d’augmenter le nombre de peptides suivis à quelques centaines dans une analyse LC-MS 

sans sacrifier l’échantillonnage ni la sensibilité. Afin d’augmenter davantage le nombre de 
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peptides qui peuvent être quantifiés en SRM, la i-SRM (« intelligent SRM »)  a été 

récemment introduite par Kiyomani et coll. [274]. Celle-ci consiste à utiliser deux modes 

d’acquisition, le premier étant « composé spécifique » et dans lequel seulement deux 

transitions primaires sont suivis et le second étant « données dépendant » et dans lequel les 

2 transitions primaires et six transitions secondaires supplémentaires sont mesurées. Seules 

les deux transitions primaires sont utilisées pour la quantification et sont continuellement 

suivies dans la fenêtre de temps de rétention prédéfinie ; tandis que l’ensemble des 

transitions servent à constituer un spectre composite qui permet de valider l’identité du 

peptide quantifié par les 2 transitions primaires. Ceci est plus avantageux que l’utilisation 

d’un spectre « full scan » ou d’un nombre supérieur de transition primaire qui nécessite un 

temps d’acquisition plus important pour la validation de l’identité du peptide [265]. 

4. Les trois grandes stratégies d’analyse protéomique quantitative par 

spectrométrie de masse 

Nous avons vu dans ce chapitre les principales techniques de quantification en 

analyse protéomique. Ces techniques peuvent être utilisées dans différentes stratégies 

d’analyse protéomique en fonction de la problématique biologique posée. Les stratégies de 

quantification en analyse protéomique par spectrométrie de masse peuvent être réparties 

en trois classes comme proposé par Domon et Aebersold [189]: Les stratégies « shotgun » ou 

découverte, les stratégies basées sur la MS dirigée ou pilotée (« directed MS ») et les 

stratégies basées sur la MS ciblée (« targeted MS »). 

4.1. Les stratégies « shotgun » ou découverte 

Les stratégies dites de découverte consistent à analyser par LC-MS/MS le digest d’un 

protéome d’intérêt en mode données dépendant (DDA). Le spectromètre de masse effectue 

des cycles de balayage MS et MS/MS en continu générant un grand nombre de spectres 

MS/MS qui servent par la suite à séquencer les peptides afin de les identifier. La sélection 

des peptides pour la MS/MS se fait de manière heuristique lors des balayages MS. La 

quantification va de pair avec l’identification dans ce type de stratégies, elle est effectuée 

dans « la foulé » à l’aide des données MS (méthodes SILE) ou MS/MS (par exemple : iTRAQ, 

spectral counting). La précision des données de quantification de ces stratégies est limitée. 

Ces stratégies sont souvent utilisées de façon qualitative dans le but d’identifier un grand 

nombre de protéines dans un échantillon complexe. Etant donné qu’aucune connaissance 

préalable des protéines contenues dans l’échantillon n’est nécessaire, ces stratégies sont 

bien adaptées pour la réalisation d’expériences de découverte générale. La limitation 

principale de cette méthode est dans le biais induit par la nature heuristique du procédé de 

sélection des ions précurseurs et la sélection préférentielle des ions les plus abondants. Ceci 

est d’autant plus accentué lorsqu’il s’agit d’échantillons complexes dans lesquels le nombre 

des analytes est beaucoup plus important que la capacité de pic du système LC-MS induisant 

des résultats d’identification peu reproductibles [189]. 
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4.2. Les stratégies basées sur la MS dirigée 

Les stratégies basées sur la MS dirigée consistent à effectuer des analyses en deux 

temps. Dans un premier temps, une première analyse LC-MS ou LC-MS/MS est effectuée afin 

de sélectionner les éléments pour constituer une liste d’inclusion. Les informations 

collectées dans cette première analyse sont utilisées pour construire l’analyse du même 

échantillon dans un second temps. Ces stratégies sont donc moins biaisées par la sélection 

heuristique et préférentielle des composés les plus abondants. L’utilisation de la liste 

d’inclusion permet de cibler un ensemble d’ions d’intérêt. De plus, la dissociation des étapes 

d’identification et de quantification permet d’obtenir des données de quantification plus 

fiables [189].  

4.3. Les stratégies de MS ciblée 

Dans les stratégies dites de MS ciblées, la construction de l’expérience est basée sur 

des informations et des données issues d’expériences préalables. La méthode la plus 

souvent utilisée dans ce type de stratégie est la SRM. Ces stratégies ciblent donc un 

ensemble de protéines ou de peptides d’intérêt particulier. Les détails du déroulement des 

expériences de SRM sont décrits dans le paragraphe 3.5 de ce chapitre. Parmi toutes les 

stratégies de quantification en analyse protéomique, les stratégies de MS ciblée permettent 

d’obtenir les quantifications les plus précises et les plus reproductibles. De plus ces 

stratégies sont les plus sensibles et possèdent les limites de détection et les limites de 

quantification les plus faibles [189]. 

4.4. Les facteurs clés à prendre en compte dans la construction d’une 

expérience de protéomique quantitative 

Lors de la réalisation d’une étude protéomique quantitative, plusieurs facteurs clés 

doivent être considérés. L’importance à accorder à chacun de ces facteurs dépend du type 

de résultats recherchés [189]. Ces facteurs sont au nombre de six: 

 La sélectivité : c’est la capacité d’une méthode à identifier et quantifier un analyte 

particulier dans un échantillon complexe sans interférence avec les autres composés 

présents dans l’échantillon. 

 La limite de détection (LOD): la LOD d’une méthode est la quantité minimale d’un 

analyte donné capable d’être détectée avec fiabilité. La limite de quantification 

étroitement liée à la LOD est définie comme étant la quantité minimale d’un analyte 

permettant sa quantification avec fiabilité. LOD et LOQ dépendent non seulement de 

la méthode et des propriétés physico-chimiques de l’analyte mais aussi de la 

complexité de la matrice dans laquelle il se trouve. 

 La gamme dynamique : la gamme dynamique d’un instrument est la gramme 

d’intensité entre le signal le plus intense et le signal le moins intense d’un analyte 

dans une seule et même analyse.  

 La densité des données : c’est le nombre de mesures acquises dans une expérience. 

Dans une analyse « shotgun » c’est le nombre de spectres MS/MS qui ont conduit à 
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des identifications. Dans une expérience MS dirigée ou MS ciblée, c’est le nombre de 

peptides analysés et quantifiés. 

 La répétabilité : C’est l’aptitude d’une méthode à générer des résultats identiques 

pour des échantillons identiques analysés dans les mêmes conditions. 

 La reproductibilité : c’est l’aptitude à obtenir des résultats identiques pour des 

échantillons identiques analysés par la même méthode mais dans des conditions 

différentes (expérimentateurs différents, appareils différents, …). 

La figure 6 représente ses six facteurs sur six axes sur lesquels les caractéristiques des 

trois stratégies décrites ci-dessus sont reportées.  

 
Figure 6 : Profils des performances classées selon 6 axes représentant les 6 facteurs clés de la quantification en analyse 
protéomique. (A) pour la stratégie « shotgun » ou découverte, (B) pour la stratégie MS dirigée et (C) pour la stratégie MS 
ciblée (adaptée de [189]). 
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Chapitre 4 L’analyse des sites de clivage 
protéolytique des protéines : Etat actuel de l’art 

 

 La protéolyse est l’hydrolyse irréversible de la liaison peptidique ou isopeptidique par 

l’action d’une protéase. La protéolyse des protéines est une modification post-

traductionnelle qui affecte toute protéine à un moment ou un autre de son cycle de vie. Elle 

consiste en la dégradation totale des protéines, mais aussi en des clivages précis et limités à 

des sites spécifiques. Ces clivages protéolytiques spécifiques modulent la structure, la 

fonction et la localisation des protéines [275]. En effet, les protéases interviennent dans un 

grand nombre de processus biologiques, tels que la réplication et la réparation de l’ADN, la 

mitose, la prolifération cellulaire, la différentiation, la migration, l’hémostasie, l’apoptose, 

etc. [276] Dans le génome humain, 570 gènes sont prédits codant pour des protéases, 

néanmoins, seulement une minorité de celles-ci a été caractérisée [277]. Près de 700 

protéases/peptidases humaines sont répertoriées dans les banques de données [278] et 

représentent environ 1,3 % du protéome humain [275]. Le dérèglement de l’activité et de la 

distribution des protéases ou de leurs inhibiteurs sont associés à plusieurs pathologies, tel 

que le cancer [279-282], les maladies inflammatoires [283], l’Alzheimer [284,285] et les 

interactions hôte/pathogène [286-288]. Par conséquent, de même pour les modifications 

post-traductionnelles, si la protéolyse n’est pas caractérisée dans les analyses protéomiques, 

une quantité considérable d’informations est alors perdue et les relations structure/activité 

sont imprécises voir erronées [289].  

 En 2002, Lopez-Otin et Overall ont introduit le terme dégradomique [290] qualifiant 

l’étude du dégradome d’un nouveau chalenge pour l’analyse protéomique. La dégradomique 

est l’étude des protéases, de leurs inhibiteurs, de leurs substrats et leurs sites de clivages 

ainsi que la manière dont l’activité protéolytique influence l’organisme, l’organe, le tissu ou 

la cellule. Dans ce contexte, la caractérisation des sites de clivages des protéines par les 

protéases relève d’une importance majeure. En effet, le site de clivage détermine la 

structure primaire du substrat clivé et par suite sa fonction biologique. La position exacte du 

site de clivage d’une protéine peut avoir une influence majeure sur son activité biologique, 

en particulier dans le cas où plusieurs sites se trouvent l’un à proximité de l’autre. Un bon 

exemple est le cas du clivage protéolytique de la protéine APP (« Amyloid Precursor 

Protein ») qui peut conduire à deux protéines différentes de seulement deux acides aminés, 

l’une est soluble tandis que l’autre est l’espèce prédominante des dépôts observés dans les 
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cerveaux atteints d’Alzheimer [284]. De plus, la détermination des sites de clivage permet de 

mieux prédire l’activité des protéases et d’identifier des séquences consensus de clivage 

pour certaines d’entre elles [275]. Au cours des dernières années, plusieurs méthodes et 

stratégies ont été développées en analyses protéomiques dans le but d’étudier le 

« dégradome ». Ces méthodes visent essentiellement à identifier, caractériser et quantifier 

la nouvelle extrémité N-terminale des protéines clivées. Dans ce chapitre, nous décrirons les 

principales méthodes développées pour l’étude des sites de clivage protéolytique. Il est 

nécessaire de distinguer les méthodes dites de sélection positive, qui visent à cibler 

directement les peptides N-terminaux dans l’étape de purification, tandis que les méthodes 

dites de sélection négative visent à éliminer les peptides internes issus de la digestion 

enzymatique (trypsine) lors de la préparation d’échantillon.   

1. Méthode basée sur une sélection positive des peptides N-terminaux 

1.1. Stratégie d’enrichissement des peptides N-terminaux par biotinylation des 

α-amino-groupes 

Afin d’identifier les substrats des protéases et les sites de clivage protéolytique, 

l’équipe de Salvesen  a proposé une méthode qui consiste à effectuer une réaction de 

guanidination des amines ε (amines des chaines latérales des lysines) suivie d’une dérivation 

des amines-α libres par un groupement N-HydroxySuccinimide (NHS)-biotine clivable [291]. 

Après une étape de digestion enzymatique, les peptides N-terminaux marqués par la biotine 

sont retenus sur une colonne streptavidine. Ils sont ensuite libérés par clivage du 

groupement biotine à l’aide du dithiothreitol et analysés par LC-MS/MS (Figure 1). 

 

Figure 1 : Enrichissement positive des peptides N-terminaux par dérivation avec un groupement biotine 

 Cette méthode ne permet néanmoins pas d’analyser les protéines  acétylées en 

position N-terminales et est limitée à la caractérisation des extrémités N-terminales libres. 

De plus, l’absence de marquage isotopique ne permet pas de déterminer le taux de 

protéolyse et limite la méthode à la description de l’état protéolytique de l’échantillon. Cette 

technique souffre aussi d’un problème de contamination par des peptides internes non-issus 

de clivages protéolytiques et qui sont biotinylés dû à une guanidination incomplète des 
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lysines ou à des réactions parasites sur les chaines latérales des sérines, thréonines et 

histidines. Ceci conduit à l’identification de faux positifs [289]. 

1.2. Stratégie de dérivation par le réactif du séquençage d’Edman 

 Cette stratégie appelée N-CLAP (« N-terminalomics by Chemical Labeling of the α-

amine of Proteins ») consiste à bloquer toutes les amines primaires (α et ε) par dérivation, à 

l’aide du réactif d’Edman, le phényl-isothiocyanate (PITC) [292]. L’échantillon est ensuite 

traité avec de l’acide trifluoroacétique qui induit une cyclisation intramoléculaire des amines 

α dérivées au PITC. Ceci conduit au clivage l’acide aminé N-terminal générant ainsi une 

nouvelle amine α libre. Les amines ε des lysines dérivées au PITC restent intactes et ne sont 

pas affectées. Les nouvelles amines libres sont ensuite biotinylées à l’aide d’un réactif 

contenant un linker clivable et les peptides biotynilés sont capturés sur des billes de 

streptavidine. Après élimination des peptides internes, les peptides N-terminaux sont libérés 

par clivage du linker et analysés par LC-MS/MS. Comme pour la méthode précédente, cette 

technique ne permet pas de déterminer les taux de protéolyse et d’effectuer des études 

comparatives ce qui la limite à la description de l’état protéolytique de l’échantillon. 

1.3. La stratégie PICS (« Proteomic Identification of Cleavage Sites ») 

d’identification des sites de clivage à partir d’une librairie de peptides 

naturels 

 Cette stratégie développée dans le laboratoire d’Overall se distingue des autres 

techniques décrites dans ce chapitre par l’utilisation d’une librairie de peptides naturels issus 

du protéome étudié au lieu de travailler directement sur les protéines substrats. Les 

protéines sont tout d’abord digérées à la trypsine ou à l’endoprotéinase GluC générant ainsi 

la librairie de peptides. Après réduction et alkylation, les amines (α et ε) libres sont bloquées 

par méthylation en milieu réducteur. La librairie de peptides est ensuite incubée avec la 

protéase d’intérêt et les amines néo-N-terminales ainsi générées par clivage protéolytiques 

sont biotinylées. Les peptides néo-N-terminaux sont ensuite purifiés à l’aide de billes 

d’avidine et analysés par LC-MS/MS afin de déterminer les sites de clivage par la protéase 

(Figure 2) [293].  

Cette technique a été appliquée avec succès dans une étude des sites de clivage de 4 

métalloprotéinases contenues dans le venin de vipère [294] et a permis de caractériser entre 

23 et 57 substrats peptidiques et des séquences préférentielles de clivage. Cependant, la 

modification chimique (alkylation et méthylation) des peptides avant l’action de la protéase 

étudiée peut conduire à des interférences avec l’activité de la protéase qui ne reconnait plus 

son site de clivage et induit donc à de vrais négatifs. Étant donné que cette stratégie utilise 

des peptides substrats et non des protéines dans leurs formes natives, les effets des 

structures secondaires et tertiaires des protéines dans leur milieu sur l’activité de la protéase 

et l’accessibilité des sites de clivage ne sont pas pris en compte. Cette stratégie permet 

néanmoins de réaliser un profilage rapide des sites de clivage préférentiels de la protéase. 
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Figure 2 : La stratégie PICS, A) génération de la librairie de peptides naturels issus de la digestion enzymatique du 
protéome d’intérêt. B) identification des sites de clivage par LC-MS/MS après incubation de la librairie de peptides avec 
la protéase d’intérêt et biotinylation des amines α néo-N-terminales. 

 Une autre technique développée dans le même laboratoire et utilisant des peptides 
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2. Méthodes basées sur la sélection négative des peptides N-terminaux 

2.1. La méthode COFRADIC (« COmbined FRActional DIagonal 

Chromatography ») 

Cette méthode développée par l’équipe de J. Vandekerckhove est sans doute la 

méthode de référence dans le domaine de l’analyse des sites de clivage protéolytique. Elle 

consiste tout d’abord à acétyler toutes les amines primaires libres (α et ε) des protéines à 

l’aide de l’anhydride acétique. Après digestion à la trypsine, les peptides sont séparés par 

RP-HPLC et les fractions sont collectées. Les amines libres des peptides contenus dans ces 

fractions et issus de la digestion trypsique sont ensuite bloquées à l’aide de l’acide 2,4,6-

trinitrobenzenesulfonique (TNBS) qui induit une augmentation de l’hydrophobicité des 

peptides. Une deuxième étape de RP-HPLC est réalisée pour chacune des fractions collectées 

lors de la première étape de chromatographie. Les peptides internes dérivés au TNBS éluent 

tardivement et sont éliminés, tandis que les peptides N-terminaux acétylés sont élués au 

même temps de rétention que dans la première étape et sont ainsi collectés puis analysés 

par nanoLC-MS/MS [296] (Figure 3). 

 

Figure 3 : Illustration de la stratégie COFRADIC pour l’enrichissement en peptides N-terminaux et caractérisation des sites 
de clivage protéolytique. 
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Les peptides dont les amines sont bloquées sont moins retenus en SCX que les peptides 

ayant des amines libres. Cette étape de SCX a permis d’augmenter significativement le 

nombre de peptides N-terminaux identifiés. Une étape permettant l’élimination des 

peptides de digestion trypsique avec une extrémité N-terminal pyroglutamyl qui ne réagit 

pas avec le TNBS a aussi été ajoutée [298].  

 La stratégie COFRADIC est donc une approche puissante pour la caractérisation des 

extrémités N-terminales des protéines dans des échantillons biologiques complexes [300-

303]. Cependant, la procédure expérimentale est assez fastidieuse et compliquée avec deux 

étapes de dérivation chimique et deux étapes de séparation avec collecte de fractions 

conduisant à plus de 96 analyses LC-MS/MS par échantillon. Elle nécessite un temps machine 

important et souffre probablement d’importantes pertes de matériels dues au nombre 

important d’étapes de préparation.  

2.2. Stratégie de sélection négative des peptides N-terminaux par biotinylation 

des peptides internes 

  Cette stratégie consiste à acétyler les amines primaires libres (α et ε) des 

protéines et, après digestion trypsique, à biotinyler les amines α des peptides internes de 

digestion. Le mélange de peptides est ensuite incubé avec des billes de streptavidine 

immobilisée. Ceci permet d’éliminer les peptides internes diminuant ainsi la complexité de 

l’échantillon [304]. Une amélioration de cette technique fut introduite en éliminant l’étape 

de biotinylation et en remplaçant les billes de streptavidine par un groupement aminoréactif 

immobilisé sur sépharose (Sépharose NHS-activée) [305]. Les peptides internes sont ainsi 

directement capturés sur les billes de sépharose par leur amine libre. Par rapport à la 

stratégie COFRADIC, cette technique est simple et rapide tout en étant efficace, néanmoins 

elle n’est pas adaptée aux études différentielles de processus protéolytique ou à la 

quantification des taux de protéolyse. 

2.3. Stratégie d’enrichissement in silico en peptides N-terminaux à l’aide du 

marquage iTRAQ 

Cette stratégie fut introduite par le groupe de Salvesen en 2007. Elle consiste à traiter 

un échantillon de protéines avec la protéase d’intérêt active et à le comparer avec le même 

échantillon traité avec la même protéase inactivée. Les amines N-terminales libres des 

protéines sont dérivées à l’aide de réactifs iTRAQ après guanidination des lysines. Les deux 

échantillons sont ensuite mélangés et les protéines sont digérées, fractionnées par 

chromatographie et analysées en deux temps par MALDI-TOF/TOF [306]. Dans un premier 

temps, un balayage MS/MS à faible énergie laser est effectué afin de détecter les peptides 

qui présentent des ions reporteurs issus de la fragmentation du tag iTRAQ. Une liste 

d’inclusion de ces peptides est ensuite générée afin de réaliser, dans un second temps, une 

analyse TOF/TOF-MS/MS à haute énergie laser permettant de fragmenter ces peptides N-

terminaux et par la suite de les identifier. Le calcul des ratios des ions reporteurs permet 

d’identifier les extrémités N-terminales issus d’un clivage protéolytique (ratio ≠ 1) par 

rapport à celles des protéines sans clivage (ratio = 1) (Figure 4).  
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Figure 4 : Illustration de la stratégie d’enrichissement in silico à l’aide du marquage iTRAQ (Adaptée de [306]). 

 Si cette technique a été appliquée avec succès sur des échantillons peu complexes, 

son application à un échantillon complexe a permis d’identifier seulement 20 sites de clivage 

protéolytique [306]. Ceci est probablement dû à une forte suppression de signal étant donné 

le nombre important de peptides internes présents dans les dépôts MALDI.  

2.4. La stratégie TAILS (« Terminal Amine Isotope Labeling of Substrates ») 

Dans cette stratégie, les protéomes de deux échantillons, l’un contenant la protéase 

active et l’autre la protéase inactive (contrôle), sont réduits, alkylés et puis les amines 

primaires libres (α et ε) sont dérivées avec des réactifs marqués aux isotopes stables. Deux 

différents types de dérivation ont été décrits, l’un isotopique (formaldéhyde lourd et léger) 

pour une quantification en mode MS [307]  et l’autre isobarique (iTRAQ) permettant une 

quantification en mode MS/MS [308]. Les protéines sont ensuite digérées à la trypsine, puis 

les peptides résultants sont mélangés. L’enrichissement en peptide N-terminaux est réalisé 

en faisant réagir les amines libres des peptides internes avec un polymère amino-réactif 

soluble qui permet de les éliminer par la suite. Les peptides N-terminaux sont analysés par 

LC-MS/MS et le calcul des ratios d’abondance permet de déterminer l’origine et la nature de 
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l’extrémité N-terminale. Un ratio de ~1 indique une extrémité N-terminale originale non 

issue du clivage par la protéase, tandis qu’un singlet indique que l’extrémité N-terminale est 

issue d’un clivage par la protéase. L’utilisation du réactif iTRAQ (iTRAQ-TAILS) permet en plus 

de comparer jusqu’à huit échantillons dans une même expérience (Figure 5) [308].  

 

Figure 5 : Illustration de la stratégie iTRAQ-TAILS. Comparaison simultanée de quatre échantillons grâce au marquage 
différentielle iTRAQ et enrichissement par sélection négative des peptides N-terminaux (adaptée de [308]). 

Cette approche permet, comme la stratégie COFRADIC, de caractériser et de 

quantifier les sites de clivage protéolytique et d’annoter les extrémités N-terminales des 

protéines non clivées (acétylées ou non acétylées) dans la même expérience.  Elle présente 

l’avantage d’avoir moins d’étapes de préparation d’échantillon que COFRADIC et donc moins 

de perte d’échantillons et ne nécessite pas un temps machine considérable. 

2.5. Synthèse 

 Généralement, les méthodes d’enrichissement en peptides N-terminaux par sélection 

négative sont préférées à celles par sélection positive, qui ne permettent pas de quantifier 

les peptides N-terminaux et donc ne permettent pas d’effectuer des études comparatives ou 

de déterminer les taux de protéolyses. De plus, toutes les stratégies d’enrichissement par 

sélection positive utilisent la biotinylation des amines α pour purifier les peptides N-

terminaux. Par suite, seules les extrémités N-terminales libres sont caractérisées, tandis que 

celles qui sont acétylées ou qui portent un pyroglutamyl sont exclues. Contrairement aux 

stratégies de sélection positive, les stratégies de sélection négative permettent d’analyser 
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tous les peptides N-terminaux. COFRADIC et TAILS restent les deux techniques qui 

permettent de réaliser les études les plus complètes des sites de clivages des protéines par 

les protéases et sont compatibles avec les échantillons complexes. COFRADIC est cependant 

une technique difficile à utiliser en routine étant donné le nombre important d’étapes de 

séparation, de fractionnements et d’analyses LC-MS/MS. Plusieurs revues des stratégies 

d’analyses des clivages protéolytiques sont disponibles dans la littérature [275,289,309]. 

Toutes les techniques que nous avons décrites dans ce chapitre modifient d’une 

façon considérable les protocoles d’analyses protéomiques. Elles conduisent toutes à 

l’élimination des peptides de digestion internes qui ne sont donc pas analysés. 

L’identification du substrat de la protéase est donc réalisée par le séquençage d’un seul 

peptide par MS/MS : le peptide N-terminal. Des interrogations sur la qualité des 

identifications des protéines avec le spectre MS/MS d’un seul peptide ont souvent été 

émises [310]. De plus, le peptide N-terminal est un peptide portant une seule extrémité 

spécifique de l’enzyme de digestion (l’extrémité C-terminale). L’identification des protéines à 

l’aide d’un seul peptide ayant une seule extrémité spécifique de l’enzyme de digestion peut 

conduire à un nombre important de faux positifs [311], surtout lorsqu’il s’agit d’analyses 

d’échantillons complexes qui génèrent un grand nombre de spectres MS/MS. L’identification 

de la protéine n’est donc pas renforcée par l’identification de plusieurs éléments de sa 

séquence. Ceci a conduit la communauté scientifique à élaborer des directives pour la 

publication de données d’analyses protéomiques. Ces directives précisent que le nombre de 

peptides participant à l’identification des protéines doit être systématiquement reporté 

[129,312].  

Il n’existe pas aujourd’hui une méthode qui permet de caractériser avec précision les 

sites de protéolyses tout en conservant les peptides internes et qui soit compatible avec 

l’analyse protéomique à haut débit. Nous avons donc proposé et développé une nouvelle 

approche qui permet de conserver les peptides internes tout en permettant la 

caractérisation des peptides N-terminaux. Cette approche sera détaillée dans la partie II de 

ce manuscrit. 
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Introduction 

 

 Dans le cadre du développement d’une méthode d’aide à l’annotation des génomes, 

et plus particulièrement des codons d’initiation, une stratégie protéogénomique basée sur la 

dérivation des amines N-terminales des protéines a été développée au laboratoire. Le réactif 

utilisé pour cette dérivation est le bromure de N-(Succinimidyloxycarbonylméthyl)tris(2,4,6-

trimethoxyphényl) phosphine (TMPP-Ac-OSu). Cette méthode consiste à dériver 

spécifiquement les amines N-terminales des protéines et puis d’identifier les séquences des 

peptides N-terminaux en effectuant des recherches directement dans les banques 

génomiques. Ceci a permis d’annoter et de corriger les erreurs de prédiction des codons 

d’initiation de plus de 300 gènes de Mycobacterium smegmatis [1]. Dans ce travail de thèse, 

nous nous sommes particulièrement intéressés au clivage protéolytique. Nous avons donc 

élargie le champs d’action de cette technologie de marquage en l’appliquant à l’étude de 

divers processus protéolytique tel que le clivage des peptides de transit des protéines 

mitochondriales,  le protéome N-terminal du parasite de la malaria et les processus de 

dégradation des protéines lors du jeûne prolongé chez le rat. Dans cette partie je décrirai 

trois améliorations apportées à cette technologie de marquage ; mais avant ceci je décrirai 

ici brièvement l’historique du réactif et de la stratégie N-TOP (N-Terminal Oriented 

Proteomics). 

1. Le TMPP-Ac-OSu et son utilisation en analyse de protéines par 
spectrométrie de masse 

L’utilisation des dérivés de phosphine pour l’analyse des peptides par spectrométrie 

de masse fut introduite par l’équipe de Watson en 1991. Ils ont décrit une amélioration de la 

détection et de la fragmentation de peptides dérivés à l’éthyl-triphenylphosphine en FAB-

CAD-MS/MS [2]. En 1995, Liao et Allison publie une lettre dans Journal of Mass Spectrometry 

décrivant une amélioration de la détection en MALDI-MS des peptides dérivés par des 

réactifs portant des charges permanantes dont les phenylphosphines [3]. L’équipe de 

Watson a ensuite introduit des dérivés du TMPP en 1997 pour la dérivation des amines  N-

terminales des peptides et leur analyse en FAB et MALDI-MS [4], puis le TMPP-Ac-OSu en 

1999 pour la fragmentation améliorée des peptides en MALDI-PSD (Post Source Decay)-MS 

[5]. La même année Adamczyk décrit la fragmentation de peptides dérivés au TMPP-Ac-OSu 
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en ESI-trappe d’ions [6]. Une autre application pour la caractérisation MALDI-MS des sites de 

O-glycosylation fut introduite par l’équipe de Lemoine en 2004 [7].  

On constate ainsi, que si les conditions de réaction de réactif sur des peptides 

modèles sont déjà décrites dans la littérature, elles ne sont pas adaptées aux extraits 

protéiques complexes en présence de détergents. De plus le contrôle de la spécificité du 

marquage est nécessaire : par exemple si le marquage spécifique des amines N-terminales 

des protéines est souhaité, des réactions non spécifiques sur les amines des chaines latérales 

des lysines et les groupements hydroxyle des tyrosines peuvent avoir lieu. En 2009, notre 

laboratoire publie la première étude à l’échelle protéomique utilisant le TMPP-Ac-OSu et 

ceci est dans un cadre  protéogénomique pour l’annotation du génome de M. smegmatis et 

la correction des prédictions des codons d’initiation [1]. En 2010, l’équipe d’Armengaud du 

CEA réalise la même étude sur la bactérie extrèmophile D. deserti et met en évidence des 

codons d’initiation non canoniques [8]. La stratégie de marquage des peptides N-terminaux 

par le TMPP-Ac-OSu est appelée N-TOP (N-Terminal Oriented Proteomics).  

2. Les avantages de la dérivation N-terminale au TMPP pour 
l’identification des peptides N-terminaux 

 La stratégie N-TOP est une stratégie originale d’enrichissement et de marquage des 

amines N-terminales des protéines. Elle consiste à modifier sélectivement l’acide aminé N-

terminal des protéines de manière à générer, après digestion enzymatique, des peptides N-

terminaux marqués tout en laissant intacts les peptides internes. Le réactif TMPP-Ac-OSu 

utilisé pour la dérivation et le marquage de ces amines permet :  

 Une amélioration de l’efficacité d’ionisation des peptides N-terminaux en mode 

électrospray grâce à la charge permanente apportée par la phosphine ; 

 Une fragmentation particulière des peptides marqués en MS/MS ;  

 Une augmentation de leur hydrophobie et par suite de leur temps de rétention en 

RP-HPLC ce qui les sépare des peptides internes et favorise leur échantillonnage par 

le spectromètre de masse pour la MS/MS en mode DDA (Data Dependent Aquisition). 

Lorsque cette réaction est effectuée d’une manière sélective sur les amines N-

terminales (Figure 1) des protéines à pH contrôlé, les peptides N-terminaux ainsi dérivés 

profitent des améliorations citées ci-dessus. Ceci permet donc d’identifier et de caractériser 

sans ambiguïté les extrémités N-terminales des protéines. 
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Figure 1 : Réaction de dérivation des amines N-terminales des protéines par le TMPP-Ac-OSu. Le contrôle du 
pH à 8,2 permet le marquage sélectif et spécifique des amines N-terminales en laissant celles des chaines 
latérales des lysines intactes. 

 

Figure 2 : Comportement des peptides marqués au TMPP par rapport aux peptides non marqués en 
LC-MS. 

Cette réaction de marquage des protéines dans un mélange complexe nécessite 

l’utilisation d’un large excès de réactif et un contrôle minutieux du pH. Une étape de gel 

d’électrophorèse 1D est nécessaire après la réaction de marquage pour l’élimination de 

l’excès de réactif et de ces produits de dégradation. Cette étape de gel permet aussi de 

fractionner l’échantillon en séparant les protéines selon leurs poids moléculaires. La figure 2 

illustre les avantages du marquage N-terminal des protéines au TMPP-Ac-OSu. On remarque 

TMPP-AC-OSu
Protéine

pH = 8,2

TMPP-Ac-Protéine

+
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l’augmentation considérable de l’intensité des peptides marqués par rapport à leurs 

homologues non marqués. L’élution tardive de ces peptides permet de les séparer de 

l’ensemble des peptides internes. On note aussi que la détection des peptides internes n’est 

pas altérée puisque ceux-ci sont conservés et continueront à être sélectionnés, fragmentés 

et identifiés par MS/MS. 

Afin de profiter des avantages de cette stratégie, nous avons étendu son champ 

d’application à l’étude des processus protéolytiques. En effet, contrairement aux approches 

présentées dans le chapitre 4 de la partie I, cette stratégie permet de marquer 

spécifiquement les extrémités N-terminales des protéines et d’améliorer leur détection tout 

en conservant les peptides internes. De plus, elle est simple à mettre en place et n’ajoute 

qu’une étape de marquage (1 heure) à un protocole d’analyse protéomique classique. Nous 

avons apporté trois nouveaux développements à cette stratégie pour l’adapter à différentes 

problématiques en biologie. Ces développements sont décrits dans les trois chapitres 

suivants.  
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Chapitre 1 Mise au point de la dérivation N-
terminale des protéines dans le gel :  

La stratégie « Ingel N-TOP » 

 

Dans de nombreux cas, la caractérisation de l’extrémité N-terminale d’une ou de 

quelques protéines particulières permet de répondre à certaines questions en biologie. Il 

s’agit souvent de protéines isolées dans une bande ou un spot de gel, de protéines purifiées 

par immunoprécipitation ou de protéines recombinantes. Dans certains cas la détermination 

de la séquence N-terminale et du site de clivage d’une protéine permet d’élucider une voie 

de signalisation induite par un évènement, ou le mécanisme de translocation de cette 

protéine (voire Partie III Chapitre 2). Dans d’autres, il s’agit de déterminer la bonne 

maturation d’une protéine recombinante à visé thérapeutique telle que les anticorps 

monoclonaux. Or dans un grand nombre de cas, ces protéines se trouvent purifiées dans des 

tampons qui ne sont pas compatibles avec la réaction de marquage au TMPP. Les anticorps 

monoclonaux sont par exemple souvent formulés dans un tampon histidine et à pH acide. 

Dans d’autre, il s’agit d’une protéine faiblement abondante et qui se trouve dans un 

mélange de protéines contaminantes et dans un tampon non compatible avec la réaction de 

marquage suite à une immunoprécipitation peu spécifiques. Ceci est le cas de la protéine 

STEVOR du parasite de la malaria Plasmodium falciparum. Cette protéine était détectable au 

Western Blot mais  n’était pas visible avec une coloration au bleu de Coomassie. Pour 

répondre à ces problématiques, j’ai adapté la stratégie N-TOP aux protéines séparées sur un 

gel d’électrophorèse SDS PAGE. La réaction de  marquage au TMPP-AC-OSu est effectuée 

d’une manière à cibler la bande de gel 1D contenant la protéine d’intérêt.  

1. Développement de la stratégie Ingel N-TOP 

Dans le but de développer cette stratégie, nous avons effectué nos optimisations sur 

des protéines modèles, les chaines alpha et beta de l’hémoglobine. Les protéines sont 

déposées et migrées sur un gel d’électrophorèse SDS PAGE et en suite, les bandes sont 

découpées, décolorées et déshydratées à l’aide d’un système automatisé. Plusieurs tampons 

pour la réaction furent testés, le bicarbonate d’ammonium, le tris-HCl, le tris-HCl avec des 

agents chaotropiques telle que l’urée, toujours à pH strictement contrôlé à 8,2. Les meilleurs 

résultats furent obtenus avec le Tris-HCl additionné d’urée. Nous avons aussi remarqué un 
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meilleur rendement de la réaction en ajoutant tout d’abord le TMPP dans de 

l’eau/acétonitrile 80/20 directement sur le gel déshydraté suivi de l’ajout du tampon à pH = 

8,2. Ceci permet probablement une pénétration plus efficace du réactif de marquage dans le 

gel. 

La quantité de TMPP-Ac-OSu à ajouter a été optimisée à 400 équivalents, ceci est 

dans le cas où l’on connait la quantité de protéine dans la bande de gel. Dans le cas 

contraire, plusieurs essais nous on conduit à considérer que lorsqu’on observe une bande, 

même légère, au bleu de Coomassie, 100 µg de TMPP est une quantité raisonnable, bien que 

ce soit bien au-delà des 400 équivalents requis, vue que l’étape ultérieure d’élimination de 

l’excès de réactif fût bien optimisée à posteriori. 

En ce qui concerne le maillage du gel, différents pourcentages en acrylamide allant de 

4 jusqu’à 16 % furent essayés sans qu’une différence significative soit observée. Il semble 

donc que le réactif arrive à pénétrer efficacement dans le gel indépendamment du 

pourcentage d’acrylamide. Le temps de réaction optimal observé est d’une heure pour le 

marquage. Une étape d’incubation d’une demi heure avec de l’hydroxylamine fût ajoutée 

pour quencher la réaction et éliminer les éventuels marquages non spécifiques sur les 

groupements hydroxyles des  tyrosines.  

 

Figure 1 : Chromatogramme LC-MS d’un digest d’hémoglobine α et β montrant les produits de dégradation 
du TMPP (en bleu) qui élue dans la zone d’élution des peptides N-terminaux marqués au TMPP (en rouge). 

Le problème qui s’est posé pour ce protocole était l’élimination des produits de 

dégradation du réactif de marquage. En effet, le TMPP-Ac-OSu n’est pas stable dans l’eau et 

dans le temps, il s’hydrolyse facilement pour donner essentiellement une forme acide 

(TMPP-Ac-OH) à 591,2 m/z. Nous avons observé, aussi une espèce à 694,3 m/z qui 

correspondrait à la masse de la réaction du TMPP-Ac-OSu avec le Tris à savoir (TMPP-Ac-NH-

C(CH2OH)3. Ces espèces parasites sont éluées dans la même zone d’élution que les peptides 

N-terminaux marqués au TMPP lors des analyses en LC-MS et LC-MS/MS (Figure 1). 
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Finalement la solution était de multiplier, jusqu’à quatre fois, les cycles de lavage et de 

déshydratation des gels en les mettant dans des puits propres à la fin de chaque cycle. Cette 

étape a été automatisée grâce au robot Massprep (Waters, Mancherster). Chaque cycle 

comprend quatre lavages avec de l’hydrogenocarbonate d’ammonium 25 mM et de 

l’acétonitrile et une étape de déshydratation des morceaux de gel à l’aide de l’acétonitrile.  

La figure 2 montre les étapes du protocole de la stratégie Ingel N-TOP comparées 

avec celles de la stratégie de dérivation en solution N-TOP. 

 

Figure 2 : A) Protocole expérimental de la stratégie N-TOP de dérivation en solution des amines α des 
protéines et B) protocole expérimental de la stratégie Ingel N-TOP de dérivation ciblée dans le gel avec les 
principales étapes optimisées. 

2. Rendement de la réaction 

Les résultats obtenus sur les protéines modèles montrent que la réaction de 

dérivation se fait avec succès. Le rendement de la réaction est comparable à celui du 

protocole de dérivation en solution. En effet, après dérivation dans le gel et digestion 

trypsique puis analyse en LC-MS, l’extraction des courants d’ions des deux peptides N-

terminaux des chaines alpha et beta de l’hémoglobine, marqués et non marqués au TMPP, 
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permet d’observer que la réaction est presque totale pour la chaine alpha et que le pic du 

peptide N-terminal non marqué de la chaine beta est de faible intensité. En plus, 

l’élimination de l’excès de réactif s’est fait avec succès, les pics correspondants aux produits 

d’hydrolyse du TMPP-Ac-OSu sont de très faible intensité. 

3. La régiosélectivité et spécificité du marquage au TMPP dans le gel 

 La régiosélectivité de la dérivation semble être toujours respectée. La dérivation 

aspécifique sur les chaines latérales des lysines est mineure et du même ordre observé dans 

le protocole de dérivation en solution. Ceci est bien évidement grâce au contrôle du pH à 8,2 

durant la réaction de dérivation qui confère une régiosélectivité de 95 % sur les amines N-

terminales libre dont le pKa approximatif est de 7,8 vis-à-vis des amines libres des lysines 

dont le pKa est autour de 11. Comme le montre la figure 3, il y a effectivement quelques 

peptides qui voient leur lysine modifiée par le TMPP. Cependant, le taux de modification des 

lysines reste faible, l’intensité des pics correspondants à des peptides internes ayant des 

lysines modifiées représente environ 3 % de celle des peptides N-terminaux. Ces réactions 

parasites restent donc mineures.  

 

Figure 3 : Zoom sur une superposition du chromatogramme BPC d’une analyse LC-MS/MS d’un digest 
d’hémoglobine dérivée au TMPP dans le gel et de l’extrait des courants d’ions correspondant à des peptides 
internes d’hémoglobine ayant subit une réaction parasite sur la chaine latérale de leur lysine. 

Toutefois, il faudra quand même tenir compte de ces réactions parasites lors de 

l’interprétation des résultats et vérifier, lorsqu’il y a une possible ambiguïté dans la séquence 

du peptide (des lysines proches du N-terminus du peptide), s’il y a assez de fragment N-

terminaux sur le spectre MS/MS pour identifier avec confiance un marquage spécifique et 

donc un peptide N-terminal ou bien une réaction parasite. Ceci est facilité par la 

fragmentation particulière des peptides marqués au TMPP en mode CID. En effet, la 

fragmentation CID de ces peptides génère essentiellement des fragments dont la charges est 

portée par le coté N-terminal (fragments de type a et b). Nous avons vu dans le chapitre 1 de 

la partie bibliographique (paragraphe 1.4.2.1) que la fragmentation CID des peptides 

trypsiques génère principalement des fragments b et y expliqués par le modèle du proton 
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mobile. Or sur un peptide dérivé au TMPP, les deux charges sont séquestrées, d’une part la 

charge est permanente sur le groupement phosphine et d’autre part, la deuxième charge 

apportée par le proton est séquestrée sur la chaine latérale de la lysine ou de l’arginine. La 

mobilisation et la délocalisation de ce proton sur le squelette peptidique permet au peptide 

de fragmenter et de générer des ions b et y avec des ions b majoritaires à cause de la charge 

retenue sur le phosphonium N-terminal. Cependant, cette mobilisation nécessite une 

énergie conséquente (voir Figure 14, chapitre 1 de la partie Bibliographie), et par suite le 

mécanisme de fragmentation distant de la charge devient plus compétitif en terme 

d’énergie requise, ce qui semble expliquer cette fragmentation particulières et la présence 

majoritaire de fragments a et b. La figure 4 illustre cette différence dans le type de 

fragments observées pour un même peptide sans et avec marquage au TMPP.   

 

 

Figure 4 : Fragmentation CID du peptide N-terminal VHLTPEEK sans dérivation (A) et avec dérivation au TMPP 
(B). On observe sur le spectre A majoritairement des fragments y. Sur le spectre B on observe 
majoritairement des fragments a et b et très peu de fragments y, mis à part le fragment y4 qui présente un 
site de fragmentation favorable dû au résidu proline.  
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4. Conclusion 

 Cette stratégie Ingel N-TOP permet donc de caractériser sans ambiguïté les 

extrémités N-terminales des protéines. C’est une approche ciblée de la stratégie N-TOP 

ouvrant la voie pour la caractérisation de protéines purifiées en très petites quantités. Nos 

résultats montrent que le rendement et la régiosélectivité de la réaction sont comparables à 

ceux de la réaction de dérivation en solution. Cette stratégie est donc particulièrement 

intéressante lorsqu’il s’agit d’étudier un substrat de protéase en particulier ou la maturation 

d’une protéine particulière. Une application dans le cadre de l’étude du mécanisme de 

maturation et de translocation de la protéine STEVOR de Plasmodium falciparum est décrite 

dans le chapitre 2 de la Partie III. 
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Chapitre 2 Mise au point de la stratégie qN-TOP : 
Dérivation avec du TMPP 13C pour la 

quantification du protéome N-terminal  

 

 Fort de notre expérience dans l a dérivation et la caractérisation des extrémités N-

terminales des protéines ; nous avons décidé d’ajouter une dimension quantitative à la 

stratégie N-TOP à l’aide d’un réactif TMPP marqué aux isotopes stables. Cette stratégie 

appelée qN-TOP pour « quantitative N-terminal Oriented Proteomics » permettrait 

d’effectuer des études protéomiques différentielles des processus protéolytiques. Elle est 

donc, à la différence des stratégies de quantification par marquage chimique isotopique 

classique telles que ICPL et ICAT, orientée vers la quantification des peptides N-terminaux et 

ne servira pas pour la quantification des niveaux d’expression des protéines. Néanmoins, elle 

présente tous les avantages de la stratégie N-TOP classique, notamment la conservation des 

peptides internes. 

1. Réactifs et marquage différentiel qN-TOP 

Comme toute technique de marquage isotopique différentielle, cette stratégie 

s’appuie sur l’utilisation de deux formes d’un même réactif, une forme dite lourde contenant 

des isotopes stables et l’autre dite légère et contenant les isotopes naturels (voir partie 

bibliographique, chapitre 3, paragraphe 3.3.1). Pour le TMPP-Ac-OSu, nous avons fait 

synthétiser une forme lourde dans laquelle nous avons substitué neuf atomes de carbone 
12C par neuf atomes de carbone 13C. En effet, contrairement au marquage isotopique au 

deutérium, le marquage au 13C est connu pour ne pas induire des shifts dans les temps 

d’élution et de permettre une coélution parfaite avec son homologue au 12C [9]. Le choix de 

substituer 9 atomes de carbone, tient compte des contraintes de la synthèse d’une part, et 

permet d’autre part d’obtenir une différence de masse suffisante pour différencier, par 

spectrométrie de masse, les enveloppes isotopiques de deux peptides marqués par l’une et 

l’autre des formes du TMPP. Cette synthèse a été réalisée par la société « Alsachim » à 

Strasbourg. La figure 1 illustre les deux réactifs, léger et lourd, du TMPP-AC-OSu utilisées 

dans cette stratégie de quantification des protéomes N-terminaux. 
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Figure 1 : Structure chimique de la forme légère (à droite) du TMPP-AC-OSu et de la forme lourde (à droite) 
avec 9 atomes de carbone 13, cette forme sera désignée par [

13
C9]TMPP-Ac-OSu. 

2. Propriétés du réactif [13C9]TMPP-Ac-OSu 

 Afin de valider ce nouveau réactif [13C9] TMPP-Ac-OSu, nous avons tout d’abord 

vérifié sa pureté par divers méthodes analytiques (LC-MS, ESI-MS, RMN). Nous avons ensuite 

vérifié son comportement dans une analyse N-TOP. Pour cela, nous avons réalisé des 

expériences tests en marquant des protéines modèles avec ce réactif. Nos résultats 

montrent que le TMPP lourd possède un comportement similaire au TMPP classique au 

niveau réactivité, rendement et réponse en MS. Ceci est bien évidement attendu vue que les 

propriétés physico-chimiques des deux réactifs, mis à part leur masse moléculaire, sont 

strictement identiques. Les peptides marqués au TMPP lourd et léger coéluent parfaitement 

en chromatographie liquide comme le montre la figure 2. Cette coélution a été vérifiée dans 

des matrices simples (digest de protéines modèles) et des matrices complexes (digest de 

lysat d’un tissu).  

 

Figure 2 : Superposition d’extraits de courant d’ions de peptides homologues marqués d’une manière 
différentielle au TMPP lourd (bleu) et léger (rouge). Le chromatogramme A représente les peptides N-
terminaux de protéines modèles (chaines α et β de l’hémoglobine). Les chromatogrammes B et C 
proviennent de l’analyse d’un lysat entier de tissus de foie de rats. 

Réactif léger C33H39NO13P Réactif lourd 13C9C24H39NO13P
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3. Déroulement de la stratégie qN-TOP  

Le déroulement d’une expérience qN-TOP est similaire à celui d’une expérience de 

marquage chimique différentielle classique avec cependant quelques particularités. Les 

protéines sont extraites des deux échantillons à comparer puis dosées. Un échantillon est 

marqué avec du [13C9]-TMPP et l’autre est marqué au TMPP léger. Les deux extraits 

protéiques sont ensuite mélangés en quantités égales, puis les protéines sont séparées sur 

un gel SDS-PAGE monodimensionnel. Cette étape de gel, comme dans la stratégie N-TOP 

classique reste indispensable pour l’élimination des produits de dégradation des réactifs de 

marquage et pour décomplexifier l’échantillon. Le gel est ensuite découpé d’une façon 

systématique et puis une digestion enzymatique des protéines est réalisée dans le gel. Les 

peptides ainsi générés sont extraits des bandes de gel et analysés en LC-MS/MS. Les 

protéines sont ensuite identifiées grâce aux peptides internes. Leurs extrémités N-terminales 

sont caractérisées grâce au marquage N-terminal au TMPP. Les peptides N-terminaux ainsi 

identifiés, sont ensuite quantifiés de façon relative par comparaison des intensités des 

signaux correspondant aux peptides homologues marqués par la forme lourde et légère du 

TMPP (Figure 3). Cette quantification relative des peptides N-terminaux permet en effet de 

quantifier les processus protéolytiques que subit le protéome d’un échantillon par rapport à 

un autre dans divers conditions. 

Figure 3 : Illustration de la stratégie qN-TOP pour la quantification relative des processus protéolytiques. 

 Le choix de l’instrument pour l’analyse LC-MS/MS s’est avéré très important pour la 

stratégie qN-TOP. Ceci sera détaillé dans le paragraphe suivant. 

4. Choix et paramétrages instrumentaux pour la stratégie qN-TOP 

4.1. La bonne définition du pic chromatographique  

Pour effectuer une quantification précise, il faut disposer d’un nombre suffisant de 

points pour décrire le pic chromatographique qui va servir pour la quantification. On estime 
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qu’il faut au moins 9 points pour décrire correctement un pic de forme gaussienne. Ces 

points correspondent aux spectres MS enregistrés. Pour ceci, une augmentation de la vitesse 

de balayage d’un spectromètre de masse permettra d’augmenter le nombre de spectres MS 

et donc le nombre de points pour décrire les pics et ainsi d’améliorer la quantification. Le 

réglage de la vitesse de balayage du spectromètre de masse en fonction des performances 

chromatographiques est donc critique. Cependant, avant de quantifier les peptides, il faut 

les identifier. Or dans une analyse LC-MS/MS le spectromètre de masse alterne les balayages 

MS et MS/MS. La qualité des spectres MS/MS dépend directement de la durée des balayages 

MS/MS. Il est donc nécessaire de trouver un compromis pour la durée des cycles MS et 

MS/MS permettant d’obtenir des spectres MS/MS informatifs et suffisamment de spectres 

MS pour décrire le pic chromatographique. 

4.2. La linéarité de la réponse en analyse de masse 

Au cours de notre développement de la stratégie N-TOP, nous disposions au 

laboratoire d’instruments de type trappe d’ions (Bruker) et d’un instrument de type Q-TOF 

(Synapt HDMS, Waters). Il était donc évident pour nous de choisir d’effectuer nos analyses 

sur l’instrument de type Q-TOF pour bénéficier de la résolution apportée par cet instrument 

(20000). Or nous nous sommes rendu compte en travaillant avec des protéines modèles que 

la gamme dynamique de cet instrument est très restreinte. En effet, cet instrument est 

équipé d’un détecteur MCP avec un digitaliseur de type TDC (« Time to Digital Converter »). 

Le digitaliseur a pour rôle de convertir les signaux électriques enregistrés par le détecteur en 

valeurs digitales, ici en l’occurrence, convertir les courants mesurés en spectres de masse. 

Un digitaliseur TDC est un module qui fournit une représentation digital des évènements 

(pulsations, courants) enregistrés en fonction du temps. La saturation d’un digitaliseur TDC 

par un signal intense se traduit par des erreurs de mesure de masse, de résolution et 

d’intensité. Pour cet instrument, cette saturation est observée à partir d’une dynamique de 

détection de l’ordre de 10 au dessus du seuil de détection d’un composé. Ceci se traduit, en 

plus de l’erreur de mesure de la masse (déplacement du pic vers la gauche) par de fortes 

erreurs sur la mesure des ratios des intensités de deux peptides homologues (qui eux sont 

détectés simultanément). Il s’est donc avéré que ce spectromètre de masse n’est pas le 

mieux adapté pour une quantification avec une stratégie de dilution isotopique telle que qN-

TOP. 

Les instruments de type trappe d’ions présentent une gamme dynamique plus 

étendue que le Synapt HDMS. En effet, la quantité d’ions accumulés dans la trappe peut être 

contrôlée. Dès que cette quantité définie est atteinte, les ions accumulés sont éjectés et la 

trappe recommence un cycle de mesure. Si cette quantité n’est pas atteinte dans un temps 

prédéfinis par l’utilisateur (de l’ordre de 100 ms), la trappe éjecte quand même les ions et 

recommence un cycle. Ceci fait que la trappe n’est jamais saturée et aucune saturation 

spectrale n’est atteinte. Cependant, un des inconvénients majeurs de ce type d’instrument 

est sa faible résolution. Ceci va entrainer des problèmes d’interférence très importants qui 
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vont pénaliser la justesse de la quantification. Ceci sera discuté plus en détail dans le 

chapitre 4 de la partie III. 

A la fin de l’année 2010, le laboratoire a fait l’acquisition d’un instrument de type Q-

TOF de dernière génération (MaXis, Bruker). Cet instrument affiche une résolution de 60000 

et une gamme dynamique largement plus étendue que les instruments de génération 

antérieure. Cet instrument est équipé d’un détecteur de type ADC (Analog to Digital 

Converter) ou Convertisseur Analogique-Numérique. Ce détecteur travaille à une fréquence 

de digitalisation de 4 GHz. Un ADC, comme son nom l’indique, a pour rôle de convertir un 

signal analogique (dans notre cas l’intensité issue du détecteur) en une valeur numérique. 

L’association de cette valeur numérique au signal analogique est réalisée par intégration du 

signal sur une période d’échantillonnage qui correspond à l’inverse de la fréquence de 

digitalisation. Chaque période correspond à un temps de vol qui permet de calculer le m/z. A 

chaque fenêtre de temps de vol est ainsi associée une valeur d’intensité. Dans un balayage 

donné, l’ensemble des intensités intégrées associé à chaque fenêtre de m/z est sommé pour 

constituer une intensité totale en fonction du m/z associé au temps de vol et former ainsi un 

spectre de masse. La précision de ce processus est limité par l’erreur de quantification [10]. 

En effet, lorsque l’intensité issue du détecteur est supérieure au dernier niveau d’intensité 

encodé, l’ADC est à saturation et associera sa valeur d’intensité limite maximale. Le signal 

aura un sommet aplati. Ceci se traduit donc par une erreur sur l’intensité du signal. 

Cependant, la gamme dynamique de détection du MaXis de Bruker est plus étendue que 

celle du Synapt HDMS de Waters, elle est évaluée à 3 logs par le constructeur. 

Nous avons d’abord évalué au laboratoire la gamme dynamique linéaire du MaXis en 

injectant des quantités croissantes d’un mélange de peptides trypsiques et en suivant 

l’intensité de deux ions différents. Cette expérience a montré que la réponse est linéaire sur 

une gamme étendue sur deux décades. Nous avons ensuite évalué la linéarité avec des 

peptides marqués au TMPP lourd et léger. Pour ce faire, nous avons effectué des mélanges 

d’une protéine modèle (chaine α de l’hémoglobine) marquée avec les deux formes de TMPP 

(léger et lourd) avec des ratios léger/lourd allants de 0,1 jusqu’à 100. Chaque solution 

correspondant à un ratio léger/ourd a été injectée trois fois afin d’évaluer la reproductibilité. 

Les résultats sont visibles sur le graphique de la figure 4. On observe que les ratios mesurés 

pour chaque mélange sont reproductibles avec des écarts types inférieurs à 3 %. D’autre 

part, on observe une réponse linéaire jusqu’au ratio 20. Au-delà de ce ratio, une déviation 

significative des ratios expérimentaux est observée par rapport aux ratios théoriques. La 

gamme linéaire est donc limitée à un ratio de 20 contrairement a ce qui a été obtenu dans la 

première expérience où nous avons eu une réponse linéaire sur une gamme de 2 logs. Ceci 

peut être expliqué d’une part par le fait que dans le cas d’une détection simultanée 

(peptides marqués au TMPP lourd et léger) la gamme linéaire est plus restreinte que dans le 

cas de l’injection de quantité croissante d’un peptide donné. D’autre part, la préparation des 

mélanges de peptides marqués léger et lourd nécessite des dilutions successives pour les 

ratios élevés ce qui peux introduire des erreurs sur ces ratios. 
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 Ces résultats montrent que le MaXis présente en plus de sa résolution qui va de 

paire avec la précision de mesure de masse, une gamme dynamique linéaire compatible avec 

l’application de la stratégie qN-TOP. La gamme dynamique de linéarité de cette stratégie qN-

TOP est comparable avec celles reportées pour les autres stratégies de quantification (1 à 2 

logs) avec marquage chimique isotopique (ICPL, ICAT, …) dans la littérature [11]. Il est 

cependant à noter que dans une expérience de quantification de modifications post-

traductionnelles tel que le taux d’un clivage protéolytique, le calcule du ratio d’abondance 

est basé sur une seule observation (1 seul peptide) ce qui peut induire des erreurs de 

quantifications contrairement aux expériences de quantification de niveau d’expression des 

protéines où le plusieurs peptides contribuent au calcul du ratio d’abondance de leurs 

protéines correspondantes.  

 

Figure 4 : Evaluation de la reproductibilité, justesse et linéarité de mesure des ratios d’abondance de  deux 
peptides modèles homologues marqués par le TMPP léger et le [

13
C9]-TMPP. 

5. Conclusion 

 Cette dimension quantitative ajouter à la stratégie N-TOP permet une quantification 

relative des peptides N-terminaux et donc de comparer les taux de protéolyse entre deux 

échantillons biologiques. Ceci permettra d’élucider un nombre de mécanismes cellulaires, 

d’identifier des substrats de protéase et d’effectuer des études de dégradomique afin 

d’apporter des réponses à certaines questions biologiques. Cette méthode a l’avantage de 

conserver les peptides internes par rapport aux autres stratégies d’analyse des clivages 
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protéolytiques décrites dans le chapitre 4 de la partie I. De plus, elle est plus simple à 

appliquer puisqu’une seule étape de dérivation est ajoutée au protocole d’analyse 

protéomique. Il est cependant important d’accorder une attention particulière au choix du 

spectromètre de masse et au paramétrage instrumental pour les analyses LC-MS/MS. Une 

première application est décrite dans le chapitre 3 de la partie III dans le cadre d’une étude 

du jeûne prolongé chez le rat. 
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Chapitre 3 Apport du marquage avec un 
nouveau TMPP plus hydrophobe pour enrichir 

d’avantage en peptides N-terminaux 

 

La stratégie N-TOP permet d’enrichir en peptides N-terminaux en déplaçant l’élution 

des ces peptides vers la fin du gradient. Or d’après S. Gallien et coll., il reste quand même 

une partie de peptides internes plus hydrophobes qui coélue avec les TMPP-Ac-Peptides les 

plus hydrophiles (figure 1).  

 

Figure 1 : Figure issus de [1] montrant une zone de coélution entre les peptides internes hydrophobes et le 
TMPP-Ac-Peptides N-terminaux. (A) temps de rétention des 591 TMPP-Ac-Peptide identifiés et (B) temps de 
rétention de 600 peptides internes choisis de manière aléatoire. 

Dans le but d’augmenter davantage le rendement d’identification de peptides N-

terminaux par la stratégie N-TOP, nous avons exploré la possibilité de modifier le réactif de 

marquage (le TMPP-Ac-OSu) en modifiant son hydrophobie. Ceci permettra d’augmenter 
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l’enrichissement chromatographique en peptide N-terminaux marqués et par suite de 

maximiser leur échantillonnage en mode d’acquisition donnée dépendant. La synthèse de 

ces nouveaux réactifs a été effectuée en collaboration avec le Dr. Z. Asfari (IPHC-DSA, UMR 

7178, CNRS-UdS, Strasbourg).  

1. Addition d’un groupement méthylène : le TMPP-Propanoyl-OSu 

 Nous avons tout d’abord commencé par l’ajout d’un groupement méthylène au 

TMPP-Ac-OSu de manière à ne pas modifier la réactivité du réactif. Le produit ainsi 

synthétisé est le bromure de (N-Succinimidyloxycarbonylethyl)tris(2,4,6-

triméthoxyphényl)phosphine (Figure 2). 

 

Figure 2 : Structure chimique du bromure de TMPP-Propanoyl-OSu 

 L’utilisation de ce nouveau réactif a montré qu’il a un comportement comparable à 

celui du TMPP-Ac-OSu au niveau rendement, sélectivité et fragmentation. Le temps d’élution 

des peptides marqués avec ce réactif n’ont pas augmenté d’une façon permettant de tirer 

un bénéfice de ce nouveau marquage. En effet, les peptides marqués avec le TMPP-

Propanoyl-OSu éluent seulement une minute plus tard que les peptides marqués au TMPP-

Ac-OSu. Cependant, ce résultat nous a été encourageant, puisqu’il montre que l’ajout d’un 

groupement méthylène dans cette position a un effet, même s’il n’est pas suffisant, sur le 

temps d’élution des peptides ainsi marqués. Ceci nous a donc permis de considérer d’ajouter 

au même endroit un groupement encore plus hydrophobe, un propylène. 

2. Ajout d’un groupement propyl : le TMPP-Pentanoyl-OSu 

Après optimisation de la synthèse du réactif TMPP-Pentanoyl-OSu ou Bromure de (N-

Succinimidyloxycarbonylbutyl)tris(2,4,6-trimethoxyphenyl)phosphine (Figure 3) ; le Dr. Asfari 

a réussi à le produire et à nous le fournir avec la pureté requise pour notre réaction. A la 

différence du TMPP-Ac-OSu et du TMPP-Propanoyl-OSu qui se présentaient sous forme de 
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poudre, ce nouveau réactif avait un aspect pâteux. Ceci rendait la pesée et la dissolution de 

ce produit moins facile, mais une solution a été trouvée en préparant des aliquots prêts à 

l’emploi.  

 

Figure 2 : Schéma de synthèse du TMPP-Pentanoyl-OSu 

2.1. Application à des protéines modèles 

 Nous avons donc testé ce nouveau réactif plus hydrophobe sur nos protéines 

modèles habituelles, les chaines α et β de l’hémoglobine humaine. Le protocole de 

marquage utilisé pour le TMPP-Ac-OSu a été conservé. La réaction est donc effectuée dans 

un tampon contenant 6 M urée et 2 M thiourée et 1 % SDS à pH strictement contrôlé à 8,2 et 

avec 200 excès de TMPP-Pentanoyl-OSu pendant 1 heure à température ambiante. Afin 

d’éliminer les produits d’hydrolyse de ce réactif, l’étape de gel 1D est conservée. Comme 

dans le cas du TMPP-Ac-OSu, ces produits d’hydrolyse sont de natures comparables au 

réactif et éluent dans la même zone chromatographique que les peptides marqués et par 

suite peuvent gêner leur ionisation et leur sélection pour la MS/MS. 

 Ayant ce groupement propylène avec un effet inductif donneur inséré entre la 

phosphine (groupement attracteur d’électron) et l’ester, nous craignions que la fonction 

ester sera moins activée et par suite moins réactive à l’attaque nucléophile de l’amine N-
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terminale des peptides. Cependant, nos essais ne montrent pas une réactivité plus faible de 

ce réactif par rapport au TMPP-Ac-OSu. Ceci est probablement dû à la forte réactivité 

intrinsèque de la fonction ester-succinimide (le succinimide étant un très bon nucléophuge) 

et aux conditions de la réaction avec un excès considérable de ce réactif et un pH favorable à 

cette attaque. De plus la sélectivité du produit est conservée  grâce au contrôle du pH à 8,2.  

3. Augmentation de l’hydrophobie des peptides marqués avec le 
TMPP-Pentanoyl-OSu 

 Nos résultats montrent que les peptides marqués avec notre nouveau réactif sont 

effectivement plus hydrophobes et leur temps d’élution est significativement augmenté. 

Comme le montrent la figure 3, les TMPP-Pentanoyl-peptides éluent 7 à 8 minutes plus tard 

que les TMPP-Ac-peptides si l’on utilise un gradient d’environ 0,5 % par minute d’acétonitrile 

dans l’eau. Ce gradient relativement lent est le gradient de choix dans l’analyse d’échantillon 

complexe avec la stratégie N-TOP [1,12].  

 

Figure 3 : Extraction des courants d’ions des peptides N-terminaux d’un mélange de deux digests 
d’hémoglobine marqués au TMPP-Ac-OSu et TMPP-Pentanoyl-OSu et analyser par LC-MS. Les peptides non 
marqués des chaines α et β sont en rose, ceux marqués avec le TMPP-Ac-OSu sont en bleu et ceux marqués 
avec le TMPP-Pentanoyl-OSu sont en bleu. Les temps de rétention (TR) de chacune des espèces sont indiqués 
sur la figure. 

Cette augmentation du temps d’élution permettra d’éloigner davantage les peptides 

N-terminaux marqués de la zone d’élution des peptides marqués, même les plus 

hydrophobes. Ceci permettra de diminuer la compétition entre ces deux groupes de 

peptides et favorisera de part et d’autre leur détection. Or si l’on considère qu’un 

spectromètre de masse récent effectue en moyenne un demi-cycle MS et 6 MS/MS par 
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seconde, ceci permettra en théorie d’effectuer 210 cycles supplémentaires dans cette zone 

de 7 minutes permettant d’augmenter le rendement d’identification. 

4. Conclusion 

L’utilisation de notre nouveau réactif plus hydrophobe devra permettre d’après nos 

résultats d’augmenter, par rapport au réactif classique, le rendement d’identification en 

peptide N-terminaux grâce à leur séparation plus efficace des peptides internes. La stratégie 

N-TOP en soit n’est pas modifiée et le remplacement du réactif classique par le nouveau 

réactif se fait sans aucune autre modification dans les étapes de la stratégie. Une étude sur 

un mélange de protéine plus complexe (lysat cellulaire totale) est en cours. Elle permettra 

d’évaluer l’apport de ce réactif par rapport au TMPP-Ac-OSu dans une étude d’un protéome 

N-terminal.  
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Chapitre 1 Etude du protéome mitochondrial 
humain : application de la stratégie N-TOP pour 

la caractérisation des peptides de transit  

Collaboration avec le CEA de Grenoble (Dr. Thierry Rabilloud) et le 

groupe CALIPHO de l’Institut Suisse de Bioinformatique (BIS) de Genève 

(Prof. Amos Bairoch) 

 

1. Résumé 

Les mitochondries sont des organites cellulaires essentiels, impliquées, non 

seulement dans la production d'énergie, mais aussi dans plusieurs pathologies et voies 

métaboliques. La majorité des protéines mitochondriales sont produites à l'extérieur des 

mitochondries et importées dans ces dernières après plusieurs étapes de maturation, 

souvent par clivage protéolytique. Cette maturation peut altérer les caractéristiques 

fonctionnelles des protéines. Or les séquences des protéines présentes dans les banques 

protéiques sont issues de la traduction bioinformatiques des génomes et ne sont donc pas 

exhaustives, ni exemptes d'erreurs de séquence notamment au niveau des prédictions des 

séquences N-terminales. Il est donc important de valider expérimentalement la prédiction 

des séquences protéiques à partir du génome pour générer des banques protéiques 

« propres » à haute valeur ajoutée et les mettre au service de la communauté scientifique. 

Cette étude fait partie de l’effort collectif entrepris par le groupe CALIPHO (SIB, Genève) 

pour mettre en place une nouvelle génération de base de données protéiques de haute 

qualité centrée sur le protéome humain (neXtProt) et ceci dans le cadre du Projet Protéome 

Humain HPP (« Human Proteome Project ») tel qu’il est défini par HUPO (« HUman 

Proteome Organization »). 

Dans ce contexte, nous avons appliqué la stratégie N-TOP de marquage sélectif des 

amines N-terminales des protéines par le TMPP-Ac-OSu développée au laboratoire (voir 

Partie I). Afin d’augmenter le nombre de protéines identifiées, nous avons réalisé des 

expériences complémentaires à chaque étape du protocole d’analyse que ce soit au niveau 

de la digestion, de l’analyse LC-MS/MS et du traitement des données. 
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Deux digestions enzymatiques différentes ont été effectuées pour augmenter le 

recouvrement des séquences protéiques et avoir accès à un maximum de peptides N-

terminaux. Les analyses de nanoLC-MS/MS sont effectuées sur les instruments les plus 

performants au laboratoire en termes d’identification de peptides/proteines (Q-TOF et 

trappe ionique). De plus, les analyses sur la trappe ionique ont été réalisées avec deux 

modes de fragmentation différents : dissociation induite par collision (CID) et dissociation 

par transfert d’électrons (ETD). Deux moteurs de recherche ont été utilisés : Mascot qui est 

un logiciel propriétaire et OMSSA un logiciel libre (« open source »). Cette stratégie a permis 

l’identification d’environ 1600 protéines et de quelques centaines de peptides N-terminaux. 

Ces résultats ont été comparés avec les listes des protéines mitochondriales connues et leurs 

peptides de transit prédits (peptides clivés lors de la maturation) pour valider et corriger ces 

prédictions. 

2. Cadre de l’étude dans le Projet Protéome Humain (HPP, Human 
Proteome organization (HuPO)) 

Le but du Projet Protéome Humain (HPP) est de caractériser l’ensemble des 21000 

gènes du génome humain connus afin de mettre en place une carte de l’architecture 

moléculaire de l’organisme humain basée sur les protéines. Cette carte sera une source 

d’informations précieuse qui permettra d’élucider la fonction moléculaire, le diagnostique 

préalable des maladies et le développement de traitements [1]. Ce projet a connu beaucoup 

de difficultés au départ, surtout après l’échec du Projet Plasma Humain [2]. Cependant, les 

progrès techniques et expérimentaux de la dernière décennie vont permettre une 

caractérisation poussée du protéome humain [3]. Le succès du Projet Génome Humain [4,5] 

a fourni une cartographie des protéines codées dans le génome et qui sont actives dans les 

centaines de types de cellules qui constituent le corps humain. Cette cartographie recense 

environ 20000 gènes codant pour des protéines [6,7]. Néanmoins, parmi ces 20000 gènes, 

seulement 12000 ont été observés expérimentalement au niveau protéique et environ 8000 

(38%) n’ont jamais été observés et n’ont été mis en évidence qu’au niveau ARN messager. 

De plus, peu d’informations sont disponibles sur l’abondance, la distribution, la localisation 

cellulaire et la fonction pour un grand nombre des protéines validées.  

Par opposition au génome, la dynamique du protéome humain est indéfinie dûe à 

son énorme complexité [8]. Le produit de l’expression de ces 20000 gènes atteint environ un 

million de protéines différentes dû à l’épissage alternatif et les différents types de 

modifications post-traductionnelles qui varient dans le temps et l’espace en fonction des 

états physiologiques et pathologiques. Pour cette cartographie du protéome humain 

permettant de recueillir des informations sur les protéines exprimées à partir de chaque 

locus du génome, HPP propose une approche centrée sur les gènes. Cette cartographie et 

toutes les informations collectées seront mises à la disposition de toute la communauté 

scientifique et sans restrictions, ce qui facilitera les études approfondies pour comprendre la 

biologie et les pathologies humaines [9]. 
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Dans une telle approche centrée sur les gènes, les protéines sont définies en tant que 

produits des gènes de façon à classer tous les variants de protéines issus d’un gène donné en 

tant qu’une seule entité. Cela permettra à HPP de bénéficier pleinement des progrès du 

Projet Génome Humain [10] et de fournir les preuves si ces 8000 gènes restants codent pour 

des protéines bona fide. Pour cela, la mise en place d’une base de données regroupant les 

connaissances sur les protéines humaines constitue le socle du projet [11]. En même temps, 

il est de plus en plus évident qu’une grande partie des données de protéomique disponible 

n’est pas validée voire erronée, et ne peut donc pas être utilisée d’une façon fiable par la 

communauté des biologistes [2]. La nouvelle base de données neXtProt a donc comme 

objectif de remédier à ce problème, elle intègrera l’ensemble des informations de haute 

qualité disponible sur les protéines humaines, et sera construite sur la base d’une échelle de 

qualité des données. Dans ce contexte, et en collaboration avec le groupe CALIPHO qui a 

entrepris la mise en place de neXtProt et l’équipe du Dr. Thierry Rabilloud du CEA de 

Grenoble spécialiste des mitochondries, nous avons monté un projet dont le but est 

d’améliorer nos connaissances du protéome mitochondrial humain. 

Comme il a été récemment montré [12,13], des analyses permettant l’identification 

des protéines par quelques peptides protéotypiques ou quelques épitopes sont incapables 

de fournir certaines informations biologiquement importantes. Ces informations incluent la 

durée de vie des protéines, les clivages protéolytiques qu’elles subissent, leurs localisations 

et leurs dynamiques ainsi que les différentes modifications post-traductionnelles qui 

modulent leurs fonctions, leurs activités et leurs interactions avec d’autres molécules 

biologiques. De plus, les projets visant à déterminer les niveaux d’expression de tous les 

produits des gènes dans différents tissus et cellules humaines, comme cela a été réalisé pour 

la levure [14], ainsi que les projets visant à fournir des informations importantes et de haute 

qualité sur les sous protéomes humains, occupent une place importante dans le cadre du 

Projet Protéome Humain. Notre étude s’inscrit dans cette catégorie de projets en visant à 

améliorer les connaissances sur les protéines des mitochondries humaines. 

Cependant, ce projet ne doit pas être restreint à un simple recueil des protéines 

mitochondriales provenant d’un seul type de cellules humaines. Nous pensons qu’un projet 

d’une importante utilité doit être mis en place pour effectuer des analyses de protéomique 

comparative sur différents types cellulaires. Ces différents types de cellules peuvent être liés 

à des recherches cliniques vue que les mitochondries sont impliquées dans des maladies 

génétiques telle que MELAS, MERRF et le syndrome de Leber [15] et qu’elles sont suspectées 

d’être impliquées dans différentes pathologies multifactorielles comme certaines maladies 

neurodégénératives [16] et certains cancers [17]. 

3. Etat des connaissances au début du projet 

Plusieurs études protéomiques des organites cellulaires en général et des 

mitochondries en particulier ont été effectuées. La première publication concernant le 
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protéome mitochondrial remonte à l’année 1998 [18]. Depuis, il y a eu plusieurs études 

dédiées à l’analyse protéomique des mitochondries visant à augmenter le recouvrement du 

protéome mitochondrial. Cependant, la plupart des données récentes de « haute qualité » 

ont été obtenues sur des tissus de rongeurs [19-21] ou sur la levure [22]. L’étude la plus 

récente effectuée sur des mitochondries humaines a permis d’identifier 150 protéines 

environ [23]. Une des difficultés majeures des études du protéome mitochondriale réside 

dans les quantités très faibles de tissus ou de cellules humaines disponibles pour préparer 

des mitochondries de pureté acceptable pour les analyses protéomiques. La pureté des 

préparations de mitochondries diminue drastiquement avec la diminution de la quantité de 

l’échantillon de départ. Une étude qui date de 2003 sur les mitochondries de cœur humain 

effectué par Taylor et coll. restera une exception et a permis d’identifier 615 protéines. Les 

auteurs indiquent qu’ils disposaient de trois cœurs humains et donc de suffisamment de 

matériel pour permettre une purification de mitochondries avec un rendement important 

[24]. Un examen poussé des données montrent une importante contamination par des 

protéines cytoplasmiques. Ceci constitue un obstacle pour l’obtention de données 

protéomiques sur les autres tissus et pour l’étude des variations intercellulaires des 

protéomes mitochondriaux.  

Dans une étude intéressante [21], Pagliarini et coll. ont réalisé un large recueil de 

protéines mitochondrial provenant de quatorze tissus différents de souris. Pour différencier 

les protéines mitochondriales des contaminants, ils ont appliqué une approche dite de 

protéomique soustractive. Cette approche consiste à comparer un échantillon de 

mitochondries grossièrement purifié avec un échantillon de mitochondries issu d’une 

purification poussée. Les protéines mitochondriales devraient donc être enrichies dans le 

deuxième échantillon par rapport au premier. Enfin, dans le but de confirmer la nature 

mitochondriale de leurs protéines, ils ont effectué des expériences de marquage à la GFP et 

de microscopie de fluorescence. Dans leur approche quantitative, ils ont utilisé les 

pourcentages de recouvrement de séquence des protéines et la somme des aires des pics 

chromatographiques de toutes les séquences de peptides assignées aux protéines 

identifiées. Le pourcentage de recouvrement étant utile pour estimer les abondances 

relatives des différentes protéines entre elles, on observe néanmoins des erreurs 

significatives lorsqu’il s’agit de protéines abondantes. La somme des aires des pics est en 

corrélation avec les abondances relatives d’un échantillon à l’autre pour une protéine 

donnée mais difficile à utiliser pour comparer les abondances de différentes protéines entre 

elles vu que le nombre de peptides varie considérablement entre deux protéines différentes. 

Ils ont donc utilisé le pourcentage de recouvrement pour la comparaison des protéines entre 

elles et les aires des pics pour la comparaison des variations d’abondance d’un tissu à l’autre. 

Une des possibilités pour réaliser une cartographie des protéines mitochondriales humaines 

est d’utiliser ces données des mitochondries murines et procéder par orthologie avec celles 

des humains. Cependant les auteurs soulignent eux même clairement que leur étude souffre 

de certains biais importants : 



Etude du protéome mitochondrial humain : application de la stratégie N-TOP pour la caractérisation 

des peptides de transit 

125 |  

• Premièrement, leur étude s’appuie fortement sur des comparaisons quantitatives 

pour étudier les variations du protéome mitochondrial entre les différents tissus et la 

vraisemblance de la nature mitochondriale des protéines identifiées (en comparent 

les extraits bruts avec les extraits purifiés). Or leurs approches quantitatives qui 

reposent sur l’analyse spectrale sont probablement peu précise et pas suffisamment 

reproductible conduisant à un taux de 50 % de résultats non concluants. 

• Deuxièmement, la confirmation de la localisation mitochondriale des protéines est 

effectuées par le marquage à la GFP et les auteurs ont eux même indiqué que cette 

technique est peu sensible et peut induire des artefacts dans la translocation des 

protéines. 

Alors qu’il est connu que des différences dans les protéomes mitochondriaux issus de 

différents tissus existent, des travaux récents montrent néanmoins que des sous-populations 

de mitochondries avec des protéomes différents peuvent exister au sein d’un même tissu 

[25]. Très peu d’informations existent sur les protéomes de ces sous-populations de 

mitochondries. 

Chez les mammifères, toutes les protéines mitochondriales à l’exception de treize 

(codées par le génome mitochondrial) sont codées par le génome nucléaire. Elles sont 

traduites dans le cytosol et importées dans la mitochondrie. La plupart de ces protéines 

portent un peptide signal à leurs extrémités N-terminales appelé peptide de transit qui 

assure sa translocation correcte dans l’organite. Une minorité de protéines portent une 

séquence signal interne [26] et implique donc une série de translocases [27,28]. Deux voies 

d’importation principales existent (Figure 1) [29]. Dans la première voie, le peptide signal 

dirige la protéine à travers le complexe TOM (Translocase of the Outer Membrane) qui se 

situe dans la membrane externe de la mitochondrie, puis à travers le complexe TIM23 

(Translocase of the Inner Membrane) et le moteur PAM (Presequence translocase-

Associated Motor) qui se situent dans la membrane interne jusqu’à la matrice où la MPP 

(Mitochondrial Processing Peptidase) clive le peptide de transit. Pour la deuxième voie, les 

protéines avec une séquence signal interne sont reconnues par le récepteur Tom70 et 

transportées par le complexe TOM et par les chaperones Tim9 et Tim10 (elles se situent 

dans l’espace intermembranaire) vers le complexe TIM22. Le complexe TIM22 favorise 

l’insertion des protéines transporteurs dans la membrane interne.  

Il a été récemment montré chez la levure, que la voie d’importation impliquant un 

clivage protéolytique et libérant une nouvelle extrémité N-terminale peut modifier la 

stabilité de la protéine mitochondriale maturée [22]. Par ailleurs, cette étude montre que 

des données expérimentales solides sont nécessaires pour renforcer nos connaissances sur 

ce procédé de clivage N-terminal. Il existe effectivement des algorithmes de prédiction pour 

prédire le site de clivage du peptide de transit [30,31], mais ces algorithmes s’appuient sur 

un ensemble relativement petit de protéines dont le site de clivage a été déterminé 

expérimentalement. Il est donc nécessaire de valider expérimentalement ces prédictions. 
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Figure 1 : Illustration des deux voies d’importation des protéines dans les mitochondries décrite dans le 

paragraphe ci-dessus. MtHsp 70 = Matrix Heat shock protein 70. (Adaptée d’après [29]) 

Le cycle de vie des protéines mitochondriales et surtout leurs fins de vie, est 

particulier. Cet organite ne possédant pas de protéasome, les protéines sont dégradées par 

des protéases matricielles qui restent peu connues et qui diffèrent des procédés de 

dégradation du reste des protéines cellulaires [32]. Et enfin, il subsiste des questions 

concernant l’altération du protéome dans le cas de pathologies liées aux mitochondries en 

plus de leur implication dans l’apoptose [33] et les maladies neurodégénératives [16]. Ceci 

montre tout l’intérêt de mener des études de protéomiques mitochondriales comparatives 

orientées par des cas cliniques. Cependant la difficulté reste d’obtenir en quantités 

suffisantes des biopsies de tissus humains pour ce genre d’analyses.  

4. Objectifs de l’étude 

Dans l’objectif d’apporter des éléments de réponse dans ce cadre complexe, nous 

avons entrepris une étude orientée vers la caractérisation des extrémités N-terminales des 

protéines mitochondriales en commençant par des cellules hématopoïétiques. Ce choix des 

cellules a été guidé par différentes raisons : 
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Premièrement, plusieurs lignées cellulaires humaines sont disponibles à différents 

stades de différenciations. Ceci permettra d’effectuer des études comparatives plus 

facilement et d’évaluer les variations des protéomes d’une lignée à une autre.  

Deuxièmement, on remarque que les cellules sanguines sont sous représentées dans 

la littérature en ce qui concerne la protéomique mitochondriale des mammifères, ceci est 

probablement dû au fait que la plupart de ces études sont réalisées sur la souris ce qui limite 

la quantité de sang disponible. 

Troisièmement, le sang est un biofluide non invasif. 

Enfin, et pour les mêmes raisons citées ci-dessus, les cellules du sang sont des cellules 

de choix pour l’étude de maladies liées aux mitochondries de façon permettant de transférer 

la technique vers la recherche clinique au cas où des candidats biomarqueurs émergent de 

cette étude. 

La caractérisation des extrémités N-terminales des protéines est le seul moyen 

d’avoir accès aux séquences exactes des peptides N-terminaux des protéines 

mitochondriales humaines. Même s’il est connu que l’abondance des protéines 

mitochondriales change d’un type de cellule à l’autre, aucune information n’existe sur les 

variations dans la maturation et les clivages protéolytiques que subissent ces protéines dans 

ces types de cellules. D’un autre côté, peu de données expérimentales existent sur les N-

terminaux exactes dans la littérature. En effet, comme ça a été indiqué ci-dessus, les 

extrémités N-terminales exactes ont été déterminées expérimentalement seulement pour 

une partie mineure des protéines mitochondriales. Par conséquent, les algorithmes de 

prédiction utilisés [34] ne peuvent que s’appuyer sur un petit nombre de protéines pour 

éduquer les logiciels et par suite la prédiction du site de clivage exacte est souvent erronée 

[22]. L’élargissement du nombre de données expérimentales permettra donc d’améliorer ces 

algorithmes et leur précision.   

5. Stratégie d’analyse 

5.1. Préparation de l’échantillon 

Des cellules hématopoïétiques humaines de la lignée U266B1 sont collectées par 

centrifugation et suspendues dans un tampon de lyse hypotonique (triéthanolamine-HCl 10 mM). 

Elles sont ensuite cassées à l’aide d’un homogénéiseur de type Dounce. Une première centrifugation 

à basse vitesse (1200 xg) est effectuée pour éliminer les cellules non cassées, les noyaux et les débris. 

Les mitochondries brutes sont ensuite collectées par centrifugation à 10000 xg et resuspendues dans 

une solution de lavage. Plusieurs cycles sont effectués de cette façon. Le culot final est suspendu 

dans un tampon HEPES (HEPES NaOH 10 mM, Saccharose 0,25 M et EDTA 1 mM). Ceci constitue 

notre préparation de mitochondries brutes. La concentration en protéine est estimée par la méthode 

de Bradford. 
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Pour la purification des mitochondries, 7 traitements ont été testées : 

1) Digestion à la protéinase K en conditions hypotoniques ; 

2) Digestion à la protéinase K en conditions isotoniques ; 

3) Digestion à la protéinase K en condition isotonique suivie d’un traitement à la digitonine qui 

permet d’éliminer la membrane externe des mitochondries abimée par cette digestion ; 

4) Digestion à la protéinase K en condition isotonique puis traitement au Triton X-165 pour 

éliminer la membrane externe des mitochondries ; 

5) Digestion à la protéinase K en condition isotonique puis traitement au Triton X-305 pour 

éliminer la membrane externe des mitochondries ; 

6) Digestion à la protéinase K puis centrifugation avec gradient de densité ; 

7) Centrifugation avec un gradient de densité suivie de digestion à la protéinase K. 

La protéinase K est une exoprotéase qui permet de dégrader les protéines contaminantes. 

Après chacun de ces traitements décrits ci-dessus, les préparations sont lavées avant d’être 

resuspendues dans le tampon HEPES.  

Nous avons ensuite évalué la pureté de ces préparations en calculant les pourcentages des 

protéines mitochondriales identifiées dans chacune par une analyse « shotgun » LC-MS/MS. Pour ce 

faire, un aliquot de chaque préparation a été repris dans un tampon urée, puis, après digestion 

liquide à l’aide de la trypsine a été analysé par LC-MS/MS. Nous avons obtenu les pourcentages de 

protéines mitochondriales suivant et qui traduisent la pureté des préparations : 33 % pour la 

préparation brute puis respectivement 53 %, 58 %,  34 %, 61 %, 59 %, 73 % et 74%. Il s’agit ici d’une 

estimation de pureté minimum puisque nous nous sommes basés sur les protéines qui sont déjà 

annotées comme étant mitochondriales dans les banques de données SwissProt pour calculer ces 

pourcentages. 

La préparation 7 s’est donc avérée la plus enrichie en mitochondrie mais elle présente un 

rendement très faible puisque 95 % des mitochondries sont perdues après ce traitement. Nous avons 

alors décidé d’analyser la préparation brute et la préparation 7. D’une part, parce que la préparation 

brute contient une quantité plus importante de protéines et par suite permettra d’identifier un 

nombre plus important d’extrémités N-terminales et d’autre part parce que la préparation 7 est la 

plus riche en protéines mitochondriales. 

5.2. Dérivation des extrémités N-terminales et analyses LC-MS/MS 

Pour identifier les protéines mitochondriales et caractériser les sites de clivage des peptides 

de transit, la stratégie N-TOP (N-terminal Oriented Proteomics) fut utilisée (voire Partie II). Après 

réduction à la tributylphosphine et alkylation des cystéines, les amines N-terminales des protéines 

sont dérivées avec le réactif TMPP-Ac-OSu. Une étape de gel SDS PAGE est mise en place pour 

éliminer l’excès de réactif et décomplexifier l’échantillon suivie d’une digestion enzymatique. 

L’extrait de peptides ainsi obtenu est ensuite analysé par LC-MS/MS (Figure 2). 

La stratégie est conçue pour obtenir le maximum de protéines et de peptides N-terminaux 

identifiés. Ainsi deux digestions enzymatiques indépendantes sont utilisées en parallèle pour 

augmenter le nombre d’identifications et surtout le nombre de peptides N-terminaux. Les deux 
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enzymes utilisées sont la trypsine et l’AspN. Ensuite, chaque digest est analysé sur deux couplages 

nanoLC-MS/MS différents.  

Le premier couplage consiste en un spectromètre de masse hybride de type Q-ToF (MaXis, 

Bruker) couplé à un système de chromatographie nanoUPLC (NanoAcquity, Waters). Le spectromètre 

de masse est équipé d’un système « lockmass » qui permet la correction de la dérive de l’étalonnage 

de l’instrument en continu. L’avantage de ce spectromètre de masse est sa haute résolution (50000) 

et sa précision de mesure (erreur inférieure à 5 ppm sur la mesure de masse). Ceci limitera le nombre 

de faux positifs lors de l’identification et augmentera la confiance dans nos résultats. 

 

Figure 2 : Stratégie N-TOP d’analyse et de caractérisation des protéines mitochondriales et de leurs 

extrémités N-terminales. 

Le deuxième système nanoLC-MS/MS est composé d’un spectromètre de masse de type 

trappe ionique (AmaZon, Bruker) couplé à un système de chromatographie chip-cube nanoLC 

(Agilent). Le spectromètre de masse est équipé d’une source ETD. La vitesse d’acquisition de cet 

instrument présente un avantage considérable pour l’acquisition d’un maximum de spectres MS/MS. 

Les deux modes de fragmentation CID (Collision Induced Dissociation) et ETD ont été utilisés de façon 

indépendante. 

La banque Swissprot (Uniprot) restreinte à la taxonomie Homo sapiens est ensuite interrogée 

à l’aide de deux moteurs de recherche, Mascot (Matrix Sciences) et OMSSA (NCBI). Le premier est un 

logiciel propriétaire tandis que le deuxième est un logiciel libre. La stratégie Target-Decoy est 

appliquée pour évaluer le taux de fausses découvertes FDR (« False discovery Rate »). Les 

interrogations sont effectuées en deux temps. Dans un premier temps, le paramétrage des moteurs 

de recherche ne tient pas compte de la modification au TMPP et recherchera uniquement les 

peptides dont les deux extrémités correspondent à un site de clivage spécifique de l’enzyme utilisée. 

Ce paramétrage est utilisé pour l’identification des protéines par les peptides internes. Ensuite, dans 
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un deuxième temps, l’interrogation de la banque est relancée avec un paramétrage tenant compte 

de la modification des extrémités N-terminales des peptides et recherchant ceux dont seulement 

l’extrémité C-terminale correspond à un clivage spécifiques de l’enzyme utilisée (Enzyme semi-

spécifique). Cette interrogation en deux temps permet de restreindre l’espace de recherche pour 

l’identification des protéines. En effet, la digestion in silico avec une enzyme semi-spécifique de 

toutes les protéines de la banque de données augmente considérablement le nombre de peptides 

théoriques issus de cette digestion. Cette augmentation, de plusieurs ordres de grandeur, augmente 

ainsi l’espace de recherche des données théoriques à comparer avec les données expérimentales. 

Ceci, comme expliqué dans le chapitre 2 de la partie bibliographique, augmente le risque de fausses 

découvertes. C’est pour ces raisons que nous avons décidé de procéder en deux temps, identifiant 

ainsi les protéines à l’aide d’une digestion in silico spécifique dans un premier temps. Puis, pour les 

peptides N-terminaux marqués au TMPP qui eux, n’ont qu’une seule extrémité spécifique d’un 

clivage enzymatique, nous avons paramétré les moteurs de recherche pour une recherche dans un 

deuxième temps avec clivage enzymatique semi-spécifique. Pour cette deuxième recherche, les 

moteurs de recherches ont aussi été paramétrés pour intégrer les fragments « a » dans la liste des 

fragments théoriques issus de la dissociation des peptides afin de tenir compte de la fragmentation 

particulière des peptides dérivés au TMPP. Ces fragments « a » constituent une indication précieuse 

lors de la validation manuelle de des identifications des peptides N-terminaux. Ils permettent de 

lever les ambiguïtés sur la véracité et la spécificité du marquage N-terminale des peptides contenant 

des lysines ou des tyrosines proche de leur extrémité N-terminales. 

L’interprétation des résultats d’identification a été effectuée à l’aide du logiciel Scaffold 

(Proteome Software) qui permet de visualiser, trier, filtrer les résultats et appliquer la stratégie 

Target-Decoy et les approches empiriques de Bayes.    

6. Résultats et discussion  

Grâce à notre stratégie d’analyse, nous avons pu identifier plus de 2300 protéines et 

plusieurs centaines de sites de clivage protéolytique (325 sites uniques). Ces résultats sont illustrés 

dans la figure 2. Le taux de faux positifs (FDR) évalué pour ces identifications à l’aide de la stratégie 

« Target-Decoy » est inférieur à 1 %. On remarque sur cette figure que la digestion à la trypsine a 

permis à elle seule l’identification de 92 % des protéines laissant seulement 8 % de nouvelles 

identifications de protéines apportées par la digestion à l’AspN. 51 % des protéines sont identifiées 

communément avec les deux enzymes (Figure 3-A). Cependant l’utilisation de cette enzyme nous a 

permis d’augmenter le pourcentage de recouvrement de séquence des protéines identifiées 

d’environ 20 % en moyenne, ce qui, d’un côté renforce les identifications, et de l’autre côté permet 

de caractériser davantage les séquences des protéines. L’utilisation de deux instruments différents, 

le Q-TOF et la Trappe Ionique avec ses deux modes de fragmentation CID et ETD ont quant à eux 

permis une considérable augmentation du nombre d’identifications avec 24 % d’identifications 

apportées exclusivement par chacun des deux instruments (Q-TOF et trappe d’ions en mode CID) 

pour la trypsine et 32 % et 18 % respectivement après la digestion AspN. La fragmentation ETD n’a 

apporté que peu de nouvelles identifications de peptides trypsiques (4 %) et 14 % de peptides AspN 

(Figure 3-B et 3-C). Cependant, en comparant les résultats obtenus sur la trappe d’ions, 36 % des 

peptides sont identifiés exclusivement par fragmentation ETD, 43 % exclusivement avec le mode CID 
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et 21 % sont des peptides identifiés en commun. Ces données illustrent la complémentarité des deux 

modes de fragmentation. 

 

Figure 3 : Nombre total des protéines identifiées par des peptides trypsiques en comparaison avec des 

peptides AspN (A). Nombre total de peptides trypsiques (B) et AspN (C) identifiés par le système nanoLC-Q-

TOF-MS/MS (haute résolution) en comparaison avec le système à trappe d’ions (basse résolution) en mode 

CID et en mode ETD. 

L’utilisation des deux moteurs de recherche a été motivée par les nouvelles guidelines des 

journaux de protéomique pour les larges ensembles de données. Ces journaux commencent à exiger 

que les algorithmes d’analyses des données protéomiques soient disponibles au public, non 

seulement pour que tout le monde puisse reproduire les analyses, mais aussi pour que l’algorithme 

puisse être indépendamment vérifié [35]. L’utilisation de moteurs de recherche multiples est aussi  

encouragée. OMSSA est un logiciel libre dont l’algorithme est publié [36] ; il s’inscrit donc dans cette 

catégorie de moteurs de recherche. De plus, l’utilisation de deux moteurs de recherche différents qui 

utilisent des règles de « scoring » différentes permet une meilleure confiance dans les résultats, 

surtout pour les identifications à un seul peptide. En effet, le risque qu’une identification d’une 

protéine soit un faux positif augmente considérablement lorsque celle-ci n’est identifiée que par un 
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seul peptide [37,38]. La figure 4 montre une comparaison des résultats obtenus par les deux moteurs 

de recherche pour les analyses effectuées sur le Q-TOF après digestion trypsique. 

 

 

Figure 3 : Comparaisons des résultats d’identification par les deux moteurs de recherche Mascot et OMSSA. 

A) Distribution du nombre de peptides par protéine identifiée pour chacun des moteurs de recherche. B) 

Diagrammes de Venn montrant le recouvrement dans les résultats d’identification entre les deux moteurs de 

recherche pour la totalité des protéines, les protéines identifiée à 1, 2 ou 3 peptides et plus.  
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OMSSAMascot
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Ces résultats (Figure 3) montrent tout d’abord que la majorité des protéines sont identifiées 

par les deux moteurs de recherche (88,3 %). On remarque aussi que OMSSA identifie légèrement 

plus de protéines (~ 7 %) mais la majorité de ces nouvelles identifications relève de protéines 

identifiées avec un seul peptide. D’un autre côté, Mascot identifie un peu plus de protéines avec 3 

peptides et plus. On note que pour les identifications à 1 seul peptide, seulement 41 % des protéines 

identifiées l’ont été par les deux moteurs. Ceci permet donc de renforcer ces identifications par 

rapport à celles obtenues avec un seul moteur de recherche. Ces résultats montrent par ailleurs la 

complémentarité des deux moteurs de recherche permettant de présenter des résultats validés par 

deux algorithmes d’interrogation et de « scoring » différents. La liste des protéines identifiées par 

cette stratégie au cours de ce travail est en cours d’intégration dans la banque de données neXtProt. 

Notre stratégie de dérivation N-TOP nous a permis de caractériser sans ambiguïté 325 

peptides de transit uniques de protéines mitochondriales. Parmi ces peptides N-terminaux dérivés au 

TMPP, nous avons obtenu les quatre cas de figure illustrés par les exemples suivants : 

• Le peptide identifié a permis la validation d’un site de clivage déjà observé et annoté  dans la 

littérature (exemple de la protéine « Cytochrome c oxidase subunit 7C » dont le peptide 

transit a été observé par Van Kuilenburg et coll. [39] et un autre exemple dans la figure 6) ; 

• Le peptide identifié a permis la validation expérimentale d’un site de clivage prédit in silico 

(exemple dans Figure 4) ; 

• Le peptide identifié a permis de corriger une erreur dans le site de clivage prédit (exemple 

dans Figure 5) ; 

• Le peptide identifié a permis de détecter un nouveau site de clivage de peptide transit non 

prédit (comme par exemple la protéine Sulfide:quinone oxidoreductase (Q9Y6N5) qui n’avait 

pas de peptide signal prédit). 

 

Figure 4 : Exemple de validations expérimentales d’un peptide de transit prédit. 
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Figure 5 : Exemple de correction d’une erreur de prédiction d’un peptide de transit. 

Ces données expérimentales présentent un complément d’informations précieux pour 

l’annotation des protéines mitochondriales dans les banques de données du protéome humain et les 

séquences des peptides de transit sont en cours d’implémentation dans neXtProt (Figure 6). Nous 

avons aussi soumis nos données expérimentales sous forme de fichiers Scaffold (Proteome software) 

à TRANCHE (https://proteomecommons.org/tranche/). TRANCHE est un répertoire pour le dépôt de 

données protéomiques brutes. Les fichiers Scaffold contiennent notamment les spectres et les scores 

Mascot et OMSSA associés à chaque identification.  
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Figure 6 : Exemple de l’implémentation des données expérimentales de notre étude dans la banque de 

données neXtprot ; capture d’écran des informations concernant la protéine mitochondriale « CLPP » dans 

neXtprot. Confirmation du peptide de transit à l’aide du spectre MS/MS.  

7. Conclusion et perspectives 

Notre étude a permis jusqu'à présent l’identification de plusieurs centaines de protéines 

mitochondriales. Elle a aussi permis la correction et la validation expérimentales de plusieurs 

centaines de sites de clivage de peptides de transit. Ces résultats sont en cours d’implémentation 

dans la banque de données du protéome humain neXtProt. Notre stratégie de dérivation au TMPP a 

non seulement permis d’identifier avec confiance les peptides N-terminaux, mais a également permis 

l’identification de plus de 16000 peptides internes permettant l’identification de plus de 2300 

protéines. Ceci est dû à l’avantage que présente cette technique de dérivation au TMPP qui induit un 

déplacement des temps de rétention des peptides N-terminaux vers la région hydrophobe du 

gradient sans perdre les peptides internes qui sont indispensables pour l’identification des protéines 

et l’augmentation des taux de recouvrement des séquences. 

D’autre part, ces résultats nous ouvrent des perspectives pour compléter cette étude 

toujours dans la quête de données de haute qualité dans le cadre du Projet du Protéome Humain 

HPP et ceci suivant deux axes. Le premier s’articule autour de la réalisation d’analyses de 

protéomique comparative du « N-terminome » mitochondrial et ceci à l’aide de notre stratégie qN-

TOP (Résultats, Partie I) pour étudier les variations dans le cas de pathologies liées aux 
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mitochondries. Le deuxième axe s’articule autour d’une approche ciblée de quantification, la SRM, 

pour effectuer des quantifications absolues des protéines mitochondriales d’intérêt. Ceci est possible 

grâce à des peptides de synthèse marqués aux isotopes stables et permettra de cibler les peptides N-

terminaux ou les peptides protéotypiques des protéines d’intérêt. Cette approche pourra ouvrir la 

voie à la réalisation d’études quantitatives à haut débit de plusieurs centaines de protéines et 

permettra de les suivre de manière différentielle à travers différents types de cellules. Ces résultats 

ont été présentés dans une communication orale au congrès HuPO 2011 à Genève. 
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Chapitre 2 Etude du protéome du parasite 
Plasmodium falciparum et de l’export des 

protéines parasitaires à l’érythrocyte infecté. 

Application de la stratégie N-TOP et Ingel N-TOP 

Collaboration avec le Département de Parasitologie de l’Université 

de Heidelberg (Prof. Dr. M. Lanzer et coll.) 

 

1. Résumé 

Plasmodium falciparum est le parasite responsable de la forme la plus sévère du paludisme. 

Ce parasite possède un cycle de vie assez complexe. Durant son stade érythrocytaire asexué, il vit à 

l’intérieur de l’érythrocyte, qui est une cellule anucléée dépourvue d’un appareil sécrétoire. Pour 

assurer sa survie dans cet environnement hostile, il installe des fonctions vitales en exportant des 

protéines à travers sa membrane cytoplasmique et la vacuole parasitophore jusqu’à la cellule hôte 

[40,41]. Ces protéines exportées possèdent un motif dont la séquence RxLxE/Q/D est conservée dans 

plus de 300 protéines du parasite [42]. Ce motif est appelé « Plasmodium Protein EXport ELement » 

(PEXEL) [43]. Il a été récemment montré qu’il contient un site de clivage protéolytique et 

d’acétylation N-terminale [44,45].  

Pour apporter une meilleure connaissance des mécanismes intervenant dans l’export des 

protéines, ainsi que les mécanismes intervenants dans la survie de P. falciparum, nous avons 

entrepris trois études protéomiques de ce parasite.  

Nous avons étudié un modèle représentatif de ces protéines à motif PEXEL de la famille 

STEVOR, un antigène de surface qui est exporté à l’érythrocyte infecté [46]. Des mutations ménagées 

de chaque acide aminé du motif PEXEL ont été réalisées afin de déterminer quels sont les acides 

aminés essentiels à la maturation et à l’export de cette protéine. Notre stratégie de marquage N-

terminal réalisée dans le gel a permis de caractériser les peptides N-terminaux issus de ces 

expériences de mutation et ainsi de mettre en évidence non seulement le site de clivage mais 

également la présence d’une N-acétylation du nouveau N-terminal dans le cas de la protéine sauvage 

et de deux mutants dont l’un est exporté correctement. Ces expériences montrent que le clivage de 

la protéine a lieu sur l’alanine 51 et est suivi d’une acétylation de cette alanine. Ces deux 
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modifications post-traductionnelles sont donc nécessaires pour son export.  Elle a aussi permis de 

caractériser la séquence des autres mutants et de mettre en évidence une erreur dans la séquence 

de la protéine. 

La deuxième étude a consisté en une analyse approfondie du protéome du parasite dans son 

stade érythrocytaire en ciblant les séquences N-terminales. Notre stratégie de marquage par le TMPP 

permet  d’« enrichir » en peptides N-terminaux tout en conservant les peptides internes et les 

peptides N-acétylés. Dans cette étude nous avons utilisé 3 enzymes de digestion différentes pour 

augmenter le nombre d’identifications. Nos résultats ont conduit à l’identification d’environ 1000 

protéines et 550 peptides N-terminaux uniques issus ou non d’une maturation par clivage 

protéolytique. L’ensemble de ces résultats nous a permis d’établir une cartographie du protéome 

parasitaire et des clivages protéolytiques associés.  

La troisième étude porte sur une protéine membranaire de la vacuole digestive du parasite : 

La Chloroquine Résistance Transporter (PfCRT). Cette protéine est impliquée dans la résistance du 

parasite à un antibiotique, La chloroquine. La phosphorylation est une modification post-

traductionnelle qui régule la translocation des protéines entre divers compartiments cellulaires, les 

interactions protéine/protéine et l’activation ou l’inactivation de certaines fonctions cellulaires. Elle 

est souvent une clé régulatrice cruciale pour la signalisation cellulaire [47]. Nous avons effectué une 

étude de caractérisation des éventuels sites de phosphorylation de cette protéine qui seraient 

responsables de sa translocation à la membrane de la vacuole digestive. En utilisant plusieurs 

enzymes de digestion nous avons pu mettre en évidence trois sites de phosphorylation sur S33, S411 et 

T416, et que lorsque T416 est phosphorylée, S411 ne l’est pas et vice versa. Or les résultats biochimiques 

prouvent que T416 est un acide aminé nécessaire à cette translocation. Il est donc possible que cette 

protéine passe par une étape de phosphorylation transitoire lors de sa translocation. 

2. Le paludisme en  bref 

Le paludisme est une parasitose infectieuse à laquelle, selon les estimations de l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS), 1,2 milliards de personnes sont exposés avec un risque élevé d’infection 

(2,1 milliards encourent un risque faible). Les estimations font état de 216 millions épisodes de 

paludisme en 2010 [48]. En 2010, le paludisme était responsable de la mort d’environ 1,2 millions de 

personnes [49]. La majorité des cas touchent les enfants de moins de 5 ans [50]. Cette maladie 

constitue un énorme fardeau pour les pays endémiques tant sur le plan économique que social. 

Les parasites responsables du paludisme sont du genre Plasmodium dont le vecteur est le 

moustique femelle du genre Anophèle. Vingt-quatre espèces de Plasmodium sont répertoriées mais 

seulement cinq peuvent causer la maladie chez l’Homme : Plasmodium falciparum, Plasmodium 

vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale et enfin Plasmodium knowlesi. Le paludisme est 

endémique dans plus de 90 pays situés en majorité dans une bande large de part et d’autre de 

l’équateur [51,52]. La maladie sévissait en Europe depuis l’antiquité [53] et n’a été éradiquée qu’au 

milieu du siècle dernier grâce au pesticide DDT (DichloroDiphénylTricholoéthane) et aux conditions 

sanitaires. Les cas de paludisme constatés en Europe sont exclusivement des cas importés. 

Cependant, le vecteur, la femelle du moustique anophèle, est présent dans presque toutes les 

régions de l’Europe ; on parle d’ « anophélisme non palustre » [54,55]. Avec le réchauffement 

climatique et le mouvement des populations, certains scientifiques expriment une crainte quant au 
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retour du paludisme en Europe [56,57], mais ceci est sujet à une grande discorde dans la 

communauté scientifique [58-60].  

Le Paludisme affecte l’espèce humaine depuis plus de 50 000 années. Le protozoaire 

Plasmodium a été pathogène pour l’Homme tout au long de l’histoire de l’espèce [61]. Le cycle du 

parasite contient une étape dans l’organisme de l’anophèle qui est son hôte primaire et une étape 

humaine (dans le cas du paludisme humain) qui comporte deux phases : une phase hépatique et une 

phase érythrocytaire. La figure 1 illustre le cycle de vie de Plasmodium.  

 

Figure 1 : Cycle de vie du parasite Plasmodium (d’après le Centre de Contrôle et de Prévention des Maladies, 

Etats-Unis d’Amérique [62]). 

Avant l’infection, le parasite est au stade sporozoïte et réside dans la salive du moustique 

femelle  infectée. Il est transmis à l’Homme lorsque celle-ci prend un repas de sang. Les sporozoïtes 

infectent vite les hépatocytes et après une brève période se différencient et se multiplient pour 

former des milliers de mérozoïtes. Les hépatocytes sont ensuite lysées libérant les mérozoïtes dans le 

sang qui vont infecter les érythrocytes. A l’intérieur des érythrocytes, les mérozoïtes se différencient 

en trophozoïtes et recommencent des cycles de multiplications asexuées formant un schizont 

contenant plusieurs mérozoïtes érythrocytaires. Ces schizonts finissent par éclater, lysant 

l’érythrocyte et libérant les mérozoïtes qui iront infecter d’autres érythrocytes. Certains trophozoïtes 

n’entament pas un cycle schizogonique mais un cycle gamogonique se différenciant ainsi en 

gamétocytes mâles ou femelles. Ces gamétocytes restent à l’intérieur de l’érythrocyte jusqu’au 

moment où un moustique femelle prend un repas de sang. Ainsi ingérés par l’insecte, ils entament 
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un cycle de multiplication sexuée dans son estomac pour former des sporozoïtes qui migreront 

jusqu’aux glandes salivaires en attendant d’infecter à nouveau un être humain.  

L’éclatement des érythrocytes à la fin d’un cycle asexué est synchrone (toutes les 48h) 

causant des poussées de fièvre périodiques tout au long de la progression de la pathologie. Les 

symptômes vont de maux de tête à l’hypoglycémie, l’anémie, l’insuffisance rénale, le paludisme 

cérébral et la mort. La forte morbidité et mortalité du paludisme sont associées avec le stade intra-

érythrocytaire [63]. Durant son développement asexué à l’intérieur de l’érythrocyte humain, P. 

falciparum modifie drastiquement sa cellule hôte [64,65]. 

Au cours de cette thèse, nous avons entrepris trois études protéomiques concernant ce 

parasite durant son stade érythrocytaire. La première consiste à étudier le mécanisme d’export des 

protéines parasitaires à l’érythrocyte en se servant de protéines modèles et de notre stratégie « Ingel 

N-TOP ». La deuxième étude porte sur une caractérisation approfondie du protéome de P. falciparum 

durant son stade érythrocytaire en ciblant particulièrement les séquences N-terminales des 

protéines à l’aide de la stratégie N-TOP. Et enfin, la troisième étude s’intéresse au mécanisme de 

translocation d’une protéine de la vacuole digestive du parasite responsable de la résistance au 

principal antibiotique antiplaudique « la chloroquine ».  Dans ce chapitre, nous présenterons les 

principaux résultats obtenus au cours de ces trois études. 

3. Etude du mécanisme d’export des protéines à motif PEXEL du 
parasite Plasmodium falciparum à l’érythrocyte infecté. Application 
de la stratégie Ingel N-TOP 

3.1. Contexte de l’étude 

Le parasite protozoaire Plasmodium falciparum a accompli au cours de son évolution une 

tâche d’adaptation remarquable en réussissant à vivre et à se développer au sein de l’érythrocyte 

humain. En faisant ce choix évolutionnaire, le parasite s’est rendu vulnérable à l’élimination par la 

rate [66]. En effet, les érythrocytes ont été décrits comme étant des sacs d’hémoglobine adaptés par 

l’évolution au transport du dioxygène et du dioxyde de carbone [64]. De ce fait, ce sont des cellules 

très spécialisées, anucléées, dépourvues d’appareil sécrétoire et ne possédant qu’un répertoire 

limité de transporteurs d’ions et de métabolites. Le parasite se prive ainsi d’une source de 

nutriments extérieures nécessaire à son développement et à sa reproduction [67]. Pour survivre dans 

cet environnement hostile, le parasite y installe des fonctions et des appareils vitaux en exportant 

plus de 300 de ses protéines dans la cellule hôte [42]. Certaines de ces protéines exportées créent de 

nouvelles voies et canaux de perméation pour les métabolites ; d’autres affectent les propriétés 

biomécaniques des cellules hôtes, tandis qu’une troisième classe de ces protéines exportées est 

constituée de variants antigéniques qui modulent la cytoadhésivité des érythrocytes infectés dans le 

réseau vasculaire, ou contribuent par d’autres moyens à l’évasion du système immunitaire et à la 

chronicité de l’infection. 

La figure 2 résume le cycle érythrocytaire du moment de l’invasion à l’hémolyse et la rupture 

des schizontes.  
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Figure 2 : Développement de P. falciparum dans un érythrocyte humain. Les mérozoïtes s’attachent à la 

membrane de l’érythrocyte avant de l’envahir (0-5min) pour se développer dans la vacuole parasitophore à 

travers le stade de l’anneau (24h). Le parasite passe ensuite au stade trophozoïte (24-36h) puis schizonte (40-

48h). Le schizonte et l’érythrocyte sont ensuite éclatés pour libérer 16 à 32 mérozoïtes fils qui iront infecter 

de nouveaux érythrocytes. Au cours des stades matures du parasite (24 heures après l’invasion), des 

structures attachées à la membrane apparaissent dans le cytoplasme de l’érythrocyte et des déformations 

en forme de boutons se forment sur la membrane de ce dernier. Il s’agit respectivement des structures (aussi 

appelées vésicules) de Maurer (Maurer’s Cleft en Anglais) et des « knobs ». Figure adaptée de [64] et de [68].  

Lors de l’invasion, une vacuole parasitophore est formée par invagination d’une partie de la 

membrane de l’érythrocyte dépourvue de protéines membranaires [69,70] qui sont préalablement 

dégradées par des enzymes parasitaires [71,72] secrétées par des organites spécifiques des 

apicomplexa appelées rhoptries [73], micronèmes [74] et mononèmes [75]. Après formation de cette 

vacuole qui constitue le siège de développement du parasite, on voit apparaitre des structures en 

forme de boutons sur la membrane érythrocytaire. Ces structures appelés « Knobs » agissent comme 

une plateforme pour la présentation à la surface de la membrane d’une adhésine parasitaire, la 

PfEMP1 (« Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1 »), qui est responsable de la 

séquestration de l’érythrocyte par son adhésion aux cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, 

échappant ainsi à l’élimination par la rate [64]. Cette cytoadhérence est aussi responsable des 

complications fatales tel que le paludisme cérébral (ou neuropaludisme) et le paludisme placentaire 

[76,77]. D’autres nouveaux organites cellulaires commencent aussi à apparaitre. Parmi ceux-ci, des 

extensions et des spires émanent de la membrane de la vacuole parasitophore pour former un 

réseau tubulovasculaire [76,78]. D’autres structures, avec une composition protéique particulière, 

sont connues sous le nom de vésicules ou structures de Maurer (Maurer’s Cleft). Ces vésicules de 
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Maurer ont pour rôle de concentrer les protéines virulentes pour les livrer à la membrane de 

l’érythrocyte hôte [40,67,79,80].  

L’export des protéines vers l’érythrocyte est un mécanisme sophistiqué et assez spécifique 

de cette espèce. Il présente des aspects propres à ce parasite qu’on ne trouve dans aucun des 

organismes modèles utilisés dans l’étude de l’export et de la translocation des protéines. En effet, 

chez les autres cellules eucaryotes, les protéines destinées à la sécrétion sont généralement dirigées 

au réticulum endoplasmique (RE) rugueux à partir duquel elles sont transportées dans des vésicules, 

souvent via l’appareil de Golgi, à la surface de la cellule puis libérer [81,82]. Les protéines de P. 

falciparum destinées à l’export à la cellule hôte passe aussi par cette voie sécrétoire classique, un 

processus régi par l’intermédiaire de séquences signal (N-terminales ou internes) [40,83,84]. 

Cependant, cette voie permet au parasite de livrer ses protéines au travers sa membrane 

cytoplasmique et à la lumière de la vacuole parasitophore mais pas au-delà [40,41,85]. L’export et la 

translocation outre cette vacuole dans laquelle vit le parasite nécessitent des moyens 

supplémentaires tel que des séquences signal et des outils capables de reconnaitre ces séquences 

signal que le parasite doit installer de novo dans la cellule hôte et au-delà de ces propres frontières 

que constitue la vacuole parasitophore. 

Les vésicules de  Maurer citées ci-dessus, sont des structures essentielles dans cet appareil 

sécrétoire extracellulaire que le parasite installe dans sa cellule hôte. On pense que ces vésicules 

bourgeonnent puis se détachent de la membrane de la vacuole parasitophore et s’étendent jusqu’à 

la membrane cytoplasmique de l’érythrocyte. Elles semblent être ancrées dans le cytosquelette de 

l’hôte. Des travaux suggèrent que les protéines transmembranaires et probablement des protéines 

solubles destinées à l’export seraient associées aux vésicules de Maurer d’une manière transitoire 

avant d’être envoyées à leur destination finale. Des expériences réalisées avec des parasites mutants 

déficitaires en protéines constituantes des vésicules de Maurer montrent des altérations dans 

l’export et la translocation des protéines à la membrane cytoplasmique de l’érythrocyte [67,80]. 

La majorité des protéines exportées, contiennent une séquence signal conservée HCT (Host 

Cell Targetting signal) qui est impliquée dans la translocation à travers la membrane de la vacuole 

parasitophore. Marti et coll. ont suggéré que HCT est un motif pentamérique avec RXLXE/Q/D 

comme séquence consensus [43]. Ce motif est appelé motif PEXEL/HT (Plasmodium Protein EXport 

ELement/Host Targetting) ou tout simplement motif PEXEL. Hiller et coll. ont quant à eux proposé 

une version plus étendue de 11 acides aminés avec RXRSRILAEXXX comme séquence consensus 

appelée VTS (Vacuolar Transport Signal) [86]. Si la mutagenèse dirigée a confirmé l’importance des 

résidus R, L et E/D/Q au sein du motif [43,86,87], la taille minimale de la séquence signal HCT est 

encore discutée. De plus, des études protéomiques ont identifié plusieurs protéines exportées avec 

des séquences HCT putatives qui divergent de la séquence consensus [88]. Ceci conduit à se poser la 

question sur l’étendue de la conservation de ce motif PEXEL. C’est dans ce contexte que nous avons, 

en collaboration avec l’équipe du Prof. Michael Lanzer de l’université de Heidelberg, effectué une 

étude dont l’objectif est de mieux définir le signal HCT et son rôle dans l’export des protéines.  

3.2. Etat des connaissances concernant le motif PEXEL 

Pour modifier sa cellule hôte, le parasite P. falciparum exporte plus de 5 % de son protéome 

vers cette cellule [89]. Or ce parasite se développe et vit dans une vacuole parasitophore à l’intérieur 

même de l’érythrocyte se séparant ainsi du cytosol de sa cellule hôte par deux barrières 
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membranaires, sa propre membrane cytoplasmique et la membrane de la vacuole parasitophore. La 

membrane de la vacuole parasitophore (MVP) constitue une barrière qui protège le parasite des 

protéines de son hôte. Les interactions entre le parasite et son hôte passent obligatoirement à 

travers cette membrane [90] et les protéines exportées par le parasite doivent donc traverser cette 

membrane. Le motif d’export conservé PEXEL [43] a permis de prédire plus de 300 protéines comme 

appartenant à l’exportome [86] ou le sécrétome  [91] du parasite. Une étude récente a montré, par 

des expériences de « knockout » des gènes codant pour des protéines à motif PEXEL, qu’environ 25 

% des produits de ces gènes sont des protéines essentielles pour le développement in vitro et une 

partie d’entre elles joue un rôle probable dans l’absorption des nutriments et l’échange de solutés 

[65]. Cependant, le mécanisme par lequel ces protéines sont exportées reste peu connu et suscite 

beaucoup d’interrogations et d’intérêt puisqu’il est totalement propre au genre Plasmodium et il 

peut révéler des cibles thérapeutiques contre le paludisme [92]. 

Les études de ce mécanisme d’export ont montré que le motif PEXEL est clivé par une 

protéase non caractérisée et est probablement acétylé à postériori [45]. Ce clivage se produit 

vraisemblablement dans le réticulum endoplasmique avant l’export [44,45]. Boddey et coll. ont 

effectué une étude de modèle de protéines contenant un motif PEXEL en mutant les trois acides 

aminés conservés de ce motif [45]. Les résultats montrent que les résidus R et L du motif sont 

indispensables pour l’export des protéines tandis que lorsque le résidu Q/E/D est muté, la protéine 

est partiellement exportée. De plus, ils ont suggéré que l’acétylation des protéines clivées est 

probablement un processus commun et qu’elle n’est pas suffisante ni indispensable pour qu’une 

protéine soit correctement exportés. Les auteurs indiquent cependant que des lacunes persistent sur 

la compréhension de ce mécanisme d’export. Leurs conclusions concernant le rôle joué par 

l’acétylation dans l’export sont mitigées bien qu’ils aient démontré qu’un clivage après la leucine est 

systématique pour les protéines exportées.  

Un des modèles suggérés pour l’export repose sur trois signaux (en ce qui concerne les 

protéines membranaires) situés dans les séquences des protéines exportées. Un peptide signal N-

terminal nécessaire pour l’entrée dans la voie sécrétoire du réticulum endoplasmique (RE), une 

séquence HCT pour le passage à travers la membrane parasitophore, et enfin, pour les protéines 

membranaires, un domaine transmembranaire pour leur translocation à la membrane des vésicules 

de Maurer. Ceci est suggéré par les données de Przyborski et coll. grâce à des expériences de 

mutations dirigées, de délétions ménagées de séquences et de traitement à la bréfeldine A [87]. La 

bréfeldine A est connue pour inhiber la sécrétion à travers le réticulum endoplasmique et le 

traitement des parasites transgéniques avec la bréfeldine A a conduit à l’ablation de l’export et à la 

rétention des protéines marquées avec la GFP (« Green Fluorescent protein ») dans le réticulum 

endoplasmique. La délétion de la séquence HCT conduit à l’export de la protéine vers la vacuole 

parasitophore mais pas au-delà, suggérant un peptide signal permettant l’export à travers la 

membrane plasmique du parasite comme dans une voie sécrétoire RE/Golgi classique. La mutation 

du résidu R du motif PEXEL a conduit à la rétention des protéines chimères dans le cytosol du 

parasite. La mutation du résidu Q/E/D a conduit à la rétention de la chimère dans la vacuole 

parasitophore. Ce dernier phénotype est aussi observé par d’autre équipes [43,86] mais aucune 

explication n’est proposée.  

Lingelbach et Przyborski ont revu les différents mécanismes suggérés pour l’export des 

protéines [93]. Un des mécanismes proposés suggère la présence d’un complexe protéique dans la 
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membrane de la vacuole parasitophore qui sert de translocon putative pour l’export des protéines à 

travers cette membrane. L’équipe de Crabb a repris cette hypothèse et a proposé le modèle illustré 

par la figure 3. Ce modèle repose sur la présence de ce translocon appelé PTEX (« Plasmodium 

Translocon of EXported proteins ») [92]. Ce complexe protéique PTEX a été partiellement caractérisé 

par Bullen et coll. [94] mais sa fonction de translocon reste putative. 

 

Figure 3 : Schéma de modèles proposés pour l’export de protéines à motif PEXEL dans les érythrocytes 

infectés par P. falciparum. A) Les protéines parasitaires à motif PEXEL sont maturées dans le réticulum 

endoplasmique (RE) et migrent ensuite à la membrane plasmique dans des vésicules. Une fois dans la 

vacuole parasitophore, ces protéines sont probablement dépliées et extrudées à travers un pore traversant 

la membrane de la vacuole parasitophore (MVP) vers le cytosol de l’érythrocyte via le translocon du 

complexe PTEX. Ce schéma montre la disposition putative des 5 protéines connues du complexe PTEX. Du 

coté érythrocytaire de la MVP, l’export est probablement effectué par les protéines chaperons de 

l’érythrocyte. B et C) Trois modèles sont proposés pour expliquer les stades intermédiaires de l’export des 

protéines du RE vers le PTEX ; ces modèles sont : code bar, chaperon et régional. Dans les deux premiers 

modèles, les protéines à motifs PEXEL (bleue) quittent le RE/Golgi dans des vésicules accompagnées de 

protéines non exportées (vertes) et sont déposées dans la vacuole. Dans le modèle code bar, seulement 

quelques acides aminés N-terminaux sont nécessaires pour la reconnaissance par le PTEX et la translocation 

vers le cytosol de l’érythrocyte. Dans le modèle chaperon, la reconnaissance par le PTEX s’effectue grâce à 

une protéine chaperon (cyan) attachée à la protéine à motif PEXEL. Dans le modèle régional, les protéines à 

motif PEXEL sont triées dans le RE/Golgi et emballées dans des vésicules spécialisées qui transportent et 

libèrent ces protéines dans des compartiments spécialisés du complexe PTEX qui les exportent vers le cytosol 

de l’érythrocyte. MRE = Membrane du RE, MPP = Membrane Plasmique du Parasite, MPE = Membrane 

Plasmique de l’Erythrocyte. Adaptée de [92]. 
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3.3. Stratégie d’analyse : Application de la stratégie Ingel N-TOP 

Afin d’étudier le rôle de chaque acide aminé du motif PEXEL, des parasites P. falciparum 

transgéniques ont été préparés. Ces parasites expriment une protéine chimérique contenant le signal 

HCT. Il s’agit des 83 premiers acides aminées de la protéine STEVOR fusionnés à l’aide d’un linker de 

4 acides aminées du côté C-terminal avec un marqueur fluorescent, la GFP (« Green Fluorescent 

Protein »). Le motif PEXEL contenu dans ces construits est 
48

RLLAQ
52

 (Figure 4-A). Ensuite plusieurs 

mutations dans ce motif sont effectuées en remplaçant chaque acide aminé par une alanine, et 

l’alanine en position 51 par un acide aspartique. Nous avons ainsi les mutants R48A, L49A, L50A, 

A51D et Q52A (Figure 4-B). Dans la suite de ce chapitre, le construit chimérique avec un motif PEXEL 

non muté sera désigné par « WT ». Des études de microscopie confocale à balayage laser ont été 

effectuées par les parasitologues afin de déterminer la localisation cellulaire de chacun des mutants. 

 

Figure 4 : A) séquence en acides aminés du construit chimérique avec un motif PEXEL (rouge) non muté et 

désigné par WT. La numérotation commence à partir de la méthionine désignée par une flèche rouge 

puisque les 2 premiers acides aminés (MK) ne sont pas traduits comme il sera montré plus tard dans cette 

étude. Les acides aminés en vert appartiennent à la séquence de la GFP et ceux en orange  au linker. B) Les 

différentes mutations du motif PEXEL 

 Les différents parasites mutants ont ensuite été lysés et les protéines chimériques ont été 

immunoprécipitées à l’aide d’un anticorps anti-GFP. L’élution est effectuée à l’aide d’un tampon de 

charge commercial pour électrophorèse sur gel SDS PAGE. Les protéines sont ensuite déposées et 

migrées sur un gel monodimensionnel. La coloration au bleu montre que plusieurs protéines ont co-

précipité avec les chimères. Les bandes contenant les protéines chimériques sont identifiées à l’aide 

d’un Western Blot. La bande d’intérêt avait une couleur très peu intense indiquant sa faible 

abondance. Ces bandes ont été excisées pour les analyser à l’aide de la stratégie Ingel N-TOP 

présentée dans le chapitre 1 de la partie 2. Après dérivation chimique des amines N-terminales par le 

TMPP-Ac-OSu dans le gel et digestion enzymatique, les peptides générés sont analysés par LC-MS/MS 

sur un appareil de haute résolution (50000) de type Q-TOF (MaXis, Bruker Daltonics) couplé à un 

système de chromatographie nanoUHPLC (NanoAcquity, Waters). Le spectromètre de masse est 

équipé d’un système « lockmass » qui permet la correction de la dérive de l’étalonnage de 

l’instrument à tout instant.  

Les résultats des analyses LC-MS/MS sont ensuite traités et une recherche dans une banque 

de données est effectuée à l’aide du moteur de recherche Mascot. La banque utilisée est une banque 

composite « Target-Decoy » contenant les séquences NCBI des protéines de P. falciparum ainsi que 

les séquences des chimères étudiées et les séquences des protéines contaminantes courantes 

(trypsine, kératines). Les paramètres de recherche sont les suivants : 

• Tolérance sur la masse de l’ion précurseur et sur la masse des fragments : 5 ppm ; 

- R L L A Q – WT   
- A L L A Q – R48A 
- R A L A Q – L49A
- R L A A Q – L50A
- R L L D Q – A51D
- R L L A A – Q52A

48 52

B) Mutations du PEXEL

-2  MKMYNLKMLL FNFLINVLVL PHYENPRYQN NHYNIRLIPN NTY RITIKS R
51  LLAQTQIHNP HYHNDPELKE IIDKLNEDAI KKA RGTMSKG EELFTGVVPI 
101 LVELDGDVNG HKFSVSGEGE GDATYGKLTL KFICTTGKLP VPWPTLVTTF 
151 AYGLQCFARY PDHMKQHDFF KSAMPEGYVQ ERTIFFKDDG NYKTRAEVKF 
201 EGDTLVNRIE LKGIDFKEDG NILGHKLEYN YNSHNVYIMA DKQKNGIKVN 
251 FKIRHNIEDG SVQLADHYQQ NTPIGDGPVL LPDNHYLSTQ SALSKDPNEK 
301 RDHMVLLEFV TAAGITHGMD ELYK

A)  Séquence de la protéine chimèrique sans mutation dans le motif PEXEL
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• Enzyme : semitrypsine (seule une extrémité du peptide doit correspondre à un site de clivage 

spécifique de la trypsine) ; 

• Nombre de sites de clivage manqués autorisés : 1 ; 

• Modifications fixes : carbamidométhylation des cystéines ; 

• Modifications variables : Oxydation des méthionines, acétylation des amines N-terminales 

des peptides, TMPP sur les amines N-terminales des peptides. 

Les spectres ayant permis une identification d’un peptide N-terminal (acétylé ou marqué au 

TMPP) sont inspectés manuellement. 

3.4. Résultats et discussion 

L’analyse de localisation cellulaire réalisée par les biologistes sur des parasites exprimant la 

protéine chimérique avec un motif PEXEL non muté montre un signal fluorescent dans le cytosol de 

l’érythrocyte. Ceci indique que la protéine chimère a été exportée à travers la membrane 

cytoplasmique du parasite et la membrane de la vacuole parasitophore. Un contrôle exprimant 

seulement la GFP montre un signal fluorescent confiné dans le cytosol du parasite. Quant aux 

mutants, ceux-ci présentent des phénotypes différents comme le montre la figure 5. En effet, les 

mutants R48A et L50A présentent un signal fluorescent confiné dans le cytoplasme du parasite 

indiquant que les protéines chimères n’ont pas été exportées. Le mutant L49A présente une 

distribution de la fluorescence comparable au parasite exprimant le construit sans mutation 

montrant que la protéine est exportée vers le cytosol de la cellule hôte. Les mutants A51D et Q52A 

montrent quant à eux un signal fluorescent qui correspond à la présence de la protéine dans la 

vacuole parasitophore. 

 

Figure 5 : Localisation cellulaire des mutants des différents construits par microscopie confocale à 

fluorescence. DIC = contraste d’interférence différentielle.  

Ces résultats montrent d’une part que l’acide aminé L
49

 ne joue pas un rôle important dans 

l’export tandis que les acides aminés R
48

, L
50

, A
51

 et Q
52

 sont indispensables pour le bon export de la 

protéine à travers les deux membranes. Or le motif PEXEL est défini d’après la littérature par la 

séquence RXLXE/Q/D. D’après cette séquence, la mutation de l’alanine 51 en acide aspartique ne 

devrait pas altérer l’export. De plus, une question se pose, pourquoi les protéines A51D et Q52A 
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franchissent la membrane cytoplasmique et sont exportées vers la vacuole parasitophore tandis que 

les protéines R48A et L50A restent confinées dans le cytosol du parasite ? La littérature suggère que 

les protéines exportées subissent un clivage protéolytique dans la séquence PEXEL après le résidu L
50

 

suivi d’une acétylation de la nouvelle extrémité N-terminale. Afin d’étudier et de caractériser ces 

clivages protéolytiques nous avons appliqués notre stratégie Ingel N-TOP. 

L’application de la stratégie Ingel N-TOP permet de cibler les bandes contenant la protéine 

d’intérêt et d’effectuer le marquage des amines N-terminales dans le gel. Ces bandes d’intérêt 

identifiées par Western Blot avec un anticorps anti-GFP ont été soumises à une dérivation chimique 

au TMPP-Ac-OSu suivie d’une digestion enzymatique. Les peptides ainsi générés sont analysés par LC-

MS/MS. Les résultats pour chaque construit sont détaillés ci-dessous : 

• Construit WT : Identification du peptide N-terminal acétylé A
51

 –K
67 

(Figure 6) et de peptides 

internes confirmant la séquence de la protéine. Aucun peptide qui correspond à la séquence 

en amont de l’alanine 51 n’est identifié.  

• Mutant L49A : Identification du peptide N-terminal acétylé A
51

 –K
67

 (Figure 6) et de peptides 

internes. Aucun peptide qui correspond à la séquence en amont de l’alanine 51 n’est 

identifié.  

 

Figure 6 : Exemple d’un spectre MS/MS permettant l’identification du peptide N-terminal acétylé en A
53

 

comme dans le cas du WT et du mutant L49A.  

• Mutant R48A : Le peptide N-terminal M
1
-K

5
 est identifié marqué au TMPP (Figure 7). Le motif 

PEXEL est séquencé entièrement. 

• Mutant L50A : Le peptide N-terminal M
1
-K

5
 est identifié marqué au TMPP (Figure 7). Le motif 

PEXEL est entièrement séquencé. De plus deux autres peptides marqués au TMPP sont 

identifiés, le peptide V
17

-R
27

 et le peptide V
19

-R
27

. 
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Figure 7 : Exemple d’un spectre MS/MS permettant l’identification du peptide N-terminal MYNLK comme 

dans le cas des mutants R48A et L50A. Il est à noter la présence sur le spectre des fragments a1 et b1 montre 

clairement que le marquage est spécifique sur l’amine N-terminale et non sur le résidu tyrosine. 

• Mutant Q52A : Identification du peptide N-terminal acétylé A
51

 Q–K
67

 et de peptides internes 

(Figure 8). Aucun peptide qui correspond à la séquence en amont de l’alanine 51 n’est 

identifié. 

 

Figure 8 : Spectre MS/MS permettant l’identification du peptide N-terminal acétylé du mutant Q52A. 

• Mutant A51D : Pour ce mutant, aucun peptide acétylé ou marqué au TMPP n’a été identifié 

dans les premières analyses. Cependant un spectre de bonne qualité a permis l’identification 

du peptide semitrypsique D
51

-K
67

. Or seul un peptide acétylé ou marqué au TMPP permet 

d’identifier sans ambiguïté un peptide N-terminal. Si effectivement ce peptide semitrypsique 

identifié correspond à un peptide N-terminal, il devrait donc être marqué au TMPP. Or ce 

peptide trichargé possède une masse moléculaire de 2085,95 Da. S’il est marqué au TMPP, il 
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aura une masse moléculaire de 2658,13 Da et il sera probablement 4 fois chargé. Les 

peptides 4 fois chargés génèrent généralement des spectres peu informatifs dans nos 

conditions expérimentales. En effet, en paramétrant  le moteur de recherche Mascot de 

façon à rechercher les peptides 4 fois chargés, un spectre a permis l’identification du peptide 

D
51

-K
67

 marqué au TMPP confirmant ainsi que c’est le peptide N-terminal (Figure 9). 

Cependant, ce spectre est peu informatif, il ne contient que peu de fragments peu intenses. 

Et donc, pour lever toute ambiguïté, un peptide de synthèse ayant la même séquence, dérivé 

au TMPP et contenant un acide aminé marqué aux isotopes stables a été commandé. Ce 

peptide a servi pour optimiser les transitions (fragmentation) afin de suivre notre peptide par 

SRM (« Single Reaction Monitoring ») à l’aide d’un analyseur de type triple quadripôle. La 

stratégie SRM permet de rechercher des peptides faiblement abondants dans un mélange à 

l’aide de critères de temps de rétention et de fragmentations spécifiques (transitions). 

L’application de cette stratégie SRM nous a permis de lever toute ambiguïté concernant 

l’identité du peptide identifié par notre stratégie Ingel-NTOP et confirmant que le spectre 

MS/MS de la figure 9 est le spectre de fragmentation du peptide N-terminal du mutant A51D. 

 

Figure 9 : Spectre du peptide N-terminal du mutant A51D marqué au TMPP. L’ion précurseur est 4 fois 

chargé. 

En corrélant ces résultats avec ceux de la microscopie confocale, nous pouvons constater que 

le clivage après le résidu L50 (le résidu L conservé du motif PEXEL) et l’acétylation de l’acide aminé 

suivant sont nécessaires. Cependant on remarque d’une part que le résidu suivant cette leucine 50 

est important et ne peut pas être substitué par n’importe quel acide aminé comme c’est stipulé dans 

la séquence consensus RXLXQ/E/D du motif PEXEL. Le fait d’avoir muté ce résidu en D a conduit à un 

phénotype particulier où le clivage a lieu après la leucine 50 mais avec une absence d’acétylation et 

un export altéré vers la vacuole parasitophore. D’autre part, la mutation du résidu Q
52

 en alanine a 

aussi conduit à un phénotype différent par rapport au mutant R48A et L50A. Ce construit subit un 

clivage après la leucine 50 et une acétylation du résidu suivant (A
51

), comme dans le cas des 

construits exportés vers le cytosol de la cellule hôte, mais il reste confiné dans la vacuole 

parasitophore. Ces résultats sont illustrés dans la figure 10.  
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Figure 10 : Caractérisation de l’extrémité N-terminale des différents construits à motif PEXEL. 

Ces résultats confirment tout d’abord que les résidus conservés du motif PEXEL (R, L et 

Q/E/D) sont nécessaires pour le bon export des protéines. Le fait que seuls les mutants R48A et L50A 

ne subissent pas un clivage protéolytique dans le motif PEXEL montre que ces résidus sont 

responsables de la reconnaissance du site de clivage par la protéase. Le résidu suivant la leucine 50 

joue un rôle déterminant dans la reconnaissance de la N-acétyl-transférase (NAT) impliquée dans 

cette acétylation. Lorsque ce site est muté, l’acétylation n’a plus lieu et la protéine bien que clivée, 

est retenue dans la vacuole parasitophore. Ceci montre pour la première fois que l’acétylation des 

protéines à motif PEXEL maturés est nécessaire pour l’export à travers la membrane de la vacuole 

parasitophore (MVP). Comme cet acide aminé est non conservé, nous avons effectué des mutations 

de ce résidu vers tous les autres acides aminés dans deux protéines à motif PEXEL différentes (KAHRP 

et STEVOR). Nous avons trouvé que seul le remplacement de cette alanine par une valine ou une 

sérine permet l’export à travers la MVP. La mutation du résidu suivant n’empêchant pas l’acétylation, 

il semble que ce résidu est seul responsable de la reconnaissance par la NAT. Afin de vérifier si le 

clivage et l’acétylation ont lieu si l’alanine 51 est remplacé par une sérine, nous avons appliqué notre 

stratégie Ingel N-TOP sur le construit chimérique portant la mutation A51S. Effectivement, ce 

construit qui est exporté vers l’érythrocyte subit le même clivage que le construit non muté (WT) 

après le résidu L
50

 et la sérine 51, qui est le nouveau résidu N-terminal, est acétylée. Ceci a pu être 

déterminé grâce à l’identification du peptide N-terminal du construit A51S (Figure 11).  

 

Figure 11 : Spectre MS/MS permettant l’identification du peptide N-terminal acétylé du construit A51S. 

Séquences exportées correctement dans l’érythrocyte: Cas du PEXEL 

sauvage et du mutant L49A 

Séquence de la protéine avant export

Séquence exportée vers la vacuole parasitophore:  Cas du mutant A51D

1MY-KS47 48RLLAQ52 53T-A83 Linker GFP

51A-Q52 53T-A83 Linker GFPAcétyl-

Motif PEXEL

51DQ52 53T-A83 Linker GFP

1MY-KS47 48R/A-L-L/A-AQ52 53T-A83 Linker GFPSéquences non exportées: Cas des mutants R48A et L50A

51A-A52 53T-A83 Linker GFPAcétyl-Séquence exportée vers la vacuole parasitophore:  Cas du mutant Q52A
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Des mutations des autres résidus du motif PEXEL par les 20 acides aminés ont aussi été 

effectuées. Les résultats montrent que pour l’export vers la cellule hôte, le résidu L50 ne peut pas 

être remplacé tandis que le résidu R48 peut uniquement être remplacé par une lysine. La mutation 

du résidu Q52 vers un acide glutamique ou aspartique n’altère pas l’export comme stipulé par la 

séquence consensus du motif PEXEL. La retenu du mutant Q52A dans la vacuole parasitophore bien 

que maturé correctement et acétylé suggère que ce résidu avec le résidu N-terminal acétylé sont 

nécessaire pour la reconnaissance par le PTEX (ou la protéine chaperon selon les modèles suggérés) 

de la protéine afin qu’elle soit exportée à travers la MVP vers l’érythrocyte.  

Concernant les extrémités N-terminales des mutants R48A et L50A, l’identification du 

peptide TMPP- 
1
M-K

5
 nous permet d’identifier l’extrémité N-terminale de la protéine avant export. 

En effet, les biologistes n’étaient pas sûrs de l’extrémité N-terminale de la séquence traduite. Cette 

identification permet donc de montrer expérimentalement que la séquence N-terminale commence 

par MYNLK- et non par MKMYNLM-.  

3.5. Conclusion 

Grâce à notre stratégie Ingel N-TOP, nous avons pu caractériser les extrémités N-terminales 

des différents mutants et ainsi mettre en évidence les clivages protéolytiques que subis chacun 

d’eux. Ces résultats de caractérisation des séquences, combinés à la microscopie confocale, ont 

permis d’élucider le rôle de chaque résidu du motif PEXEL. Nous avons ainsi pu déterminer les acides 

aminés impliqués dans toutes les étapes de la reconnaissance moléculaire intervenant dans l’export, 

à savoir, le clivage du motif PEXEL par une protéase spécialisée, l’acétylation de la nouvelle extrémité 

N-terminale ainsi générée et la reconnaissance par le transloncon pour l’export à travers la 

membrane de la vacuole parasitophore. Ces résultats feront l’objet d’une publication qui est en cours 

de préparation. 

4. Etude du protéome N-terminal du parasite P. falciparum dans son 
stade érythyrocytaire. 

4.1. Contexte de l’étude 

L’étude précédente a permis de montrer le rôle que peuvent jouer les protéases dans le cycle 

de vie du P. falciparum. Etant donné l’importance des protéases dans la régulation de différents 

processus biologiques tel que l’apoptose [95], la progression du cycle cellulaire [96], la migration 

cellulaire [97] etc, nous avons entrepris une étude du protéome N-terminal de ce parasite dans son 

stade érythrocytaire. L’objectif est d’étudier le protéome de chaque compartiment de l’érythrocyte 

infecté (parasite, vacuole parasitophore, érythrocyte) (Figure 12). Au cours de ce travail de thèse, 

nous avons accompli la première partie de cette étude qui consiste à identifier les protéines du 

parasite et à caractériser leurs extrémités N-terminales.  
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Figure 12 : Schéma d’un érythrocyte infecté par P. falciparum [98]. 

4.2. Stratégie analytique 

4.2.1. Culture et purification des protéines de chaque compartiment 

Des parasites P. falciparum de la lignée 3D7 sont cultivés dans des érythrocytes humains O+ 

comme décrit dans [99] dans un milieu RPMI supplémenté avec 5 % de sérum humain O+ et les 

nutriments nécessaires pour le développement du parasite. Les cultures sont synchronisées par lyse 

au sorbitol [100]. Au stade trophozoïte, les érythrocytes infectés sont purifiés sur une colonne MACS 

(« Magnetic-Activated Cell Sorting ») comme décrit dans [101]. Afin d’isoler les protéines de chaque 

compartiment, les membranes cytoplasmiques des érythrocytes sont dégradées à l’aide de la 

streptolysine O [102]. Les protéines du compartiment érythrocytaire sont ainsi collectées. Le culot 

constitué des vacuoles parasitophores contenant les parasites est lavé plusieurs fois avec un tampon 

PBS afin d’éliminer les débris érythrocytaires. La membrane de la vacuole parasitophore est lysée à 

l’aide de la saponine 0,07 % dans du PBS. Le surnageant contenant les protéines des vacuoles 

parasitophores est ainsi collecté. Enfin, après de nouveaux lavages des parasites avec un tampon  

PBS, ils sont lysés avec un tampon RIPA. A chaque étape, des inhibiteurs de protéases sont ajoutés. 

Les protéines ainsi collectées de chaque compartiment sont précipitées avec du 

chloroforme/méthanol froid et conservé à -80°C. 

4.2.2. Marquage N-TOP des protéines 

 Le précipitât des protéines du parasite est resolubilisé dans le tampon de la réaction N-TOP 

(Tris-HCl 50 mM, 6 M urée, 2 M thiourée, 1 % SDS pH 8,2). Les protéines sont dosées avec la 

méthode de Bradford puis les ponts disulfures sont réduits avec 10 mM de TCEP et les cystéines sont 

alkylées avec 30 mM d’iodoacétamide. 200 équivalents molaires de TMPP-Ac-OSu sont ensuite 

ajoutés pour marquer les amines N-terminales des protéines et le mélange est maintenu sous 
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agitation pendant 1 heure. La réaction est ensuite inhibée avec 100 mM d’hydroxylamine avant de 

séparer les protéines sur un gel SDS-PAGE. Cette étape de gel permet d’éliminer l’excès de réactif et 

de ses produits de dégradation et de décomplexifier l’échantillon. Le gel est découpé 

systématiquement en bandes de 2 mm. Ces bandes sont ensuite décolorées et déshydratées et les 

protéines sont digérées dans le gel. Afin d’augmenter le nombre de peptides N-terminaux et le 

nombre d’identifications de protéines, nous avons réalisé trois digestions enzymatiques parallèles à 

l’aide de trois enzymes différentes (Trypsine, Chymotrypsine et AspN). 

4.2.3. Analyse LC-MS/MS et identification des peptides et des protéines 

Les peptides générés sont analysés à l’aide d’un système nanoLC-MS qui consiste en un 

spectromètre de masse hybride de type Q-TOF (MicroTofQ, Bruker) couplé à un système de 

chromatographie nanoUHPLC (NanoAquity, Waters). Le spectromètre de masse est équipé d’un 

système « lockmass » qui permet la correction de la dérive de l’étalonnage de l’instrument en 

continu. 

Pour identifier la présence de protéines humaines contaminantes mais aussi des protéines 

recrutées par le parasite et importées dans son cytoplasme il faut inclure les séquences des protéines 

humaines dans la banque de séquences utilisée pour l’interrogation des spectres MS/MS. Il n’existe 

pas une banque de séquences protéiques de haute qualité  pour le parasite P. falciparum. Seulement 

326 séquences sont validées et intégrées dans la banque Swissprot. Nous avons donc décidé de 

prendre les séquences des protéines de P. falciparum de la banque Uniprot qui regroupe les 

séquences de la banque Swissprot et de la banque TrEMBL (20257 entrées) et de la concaténer avec 

les séquences humaines de la banque Swissprot (45374 entrées). Les séquences de la banque 

TrEMBL sont majoritairement de nature prédictive et ne sont pas validées expérimentalement. La 

banque obtenue est concaténée avec une banque contenant le même nombre d’entrée de 

séquences « Decoy » afin d’appliquer la stratégie Target-Decoy pour l’évaluation du taux de fausses 

découvertes.  

La recherche dans cette banque de données est effectuée en deux temps. Dans un premier 

temps, la recherche est effectuée afin d’identifier les protéines présentes dans l’échantillon. Ainsi 

dans le paramétrage du moteur de recherche nous avons tenu compte seulement des peptides dont 

les deux extrémités correspondent à un site de clivage de l’enzyme utilisée et les modifications TMPP 

et acétylation n’ont été autorisées qu’en N-terminal des protéines. Ensuite, une fois les protéines 

identifiées, nous avons généré une sous-banque contenant les séquences de ces protéines. Dans un 

deuxième temps, c’est dans cette sous-banque que nous avons effectué notre recherche des 

peptides N-terminaux issus de clivages protéolytiques naturels en paramétrant le moteur de 

recherche de façon à identifier les peptides dont seulement une extrémité est spécifique au clivage 

par l’enzyme utilisée et en autorisant la modification TMPP et acétylation sur ces peptides. Ceci 

permet de réduire l’espace de recherche avec ce dernier paramétrage qui augmente 

considérablement le nombre de peptides de digestion in silico et donc de spectres in silico à 

comparer augmentant ainsi la probabilité qu’un spectre expérimentale corresponde à un spectre 

théorique par hasard conduisant ainsi à un faux positif. Les spectres ayant conduit à l’identification 

d’un peptide N-terminal ont été ensuite inspectés manuellement. 
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4.3. Résultats et discussion  

Dans cette analyse protéomique, nous avons identifié  957 protéines uniques dont 847 sont 

des protéines du parasite et 110 sont des protéines humaines. Nous avons aussi déterminé, grâce à 

notre stratégie N-TOP, 550 extrémités N-terminales uniques à partir de l’identification de 804 

peptides N-terminaux. Le marquage au TMPP permet d’identifier les amines N-terminales libres mais 

n’empêche pas l’identification d’une amine N-terminale acétylée. Parmi ces extrémités N-terminales 

identifiées, on distingue : 

• 230 protéines dont l’extrémité N-terminale est issue d’un clivage et dont l’amine N-terminale 

est libre ; 

• 96 protéines dont la méthionine N-terminale est clivée et dont l’amine N-terminale est libre ; 

• 52 protéines n’ayant pas subies de clivage et dont l’amine N-terminale est libre ; 

• 35 protéines dont l’extrémité N-terminale est issue d’un clivage et acétylé ; 

• 95 protéines dont la méthionine N-terminale est clivée et l’amine N-terminale est acétylée ; 

• 42 protéines n’ayant pas subies de clivage et dont l’amine N-terminale est acétylée. 

L’utilisation de plusieurs enzymes n’a pas permis d’augmenter de manière significative le 

nombre de protéines identifiées et la trypsine reste l’enzyme qui a permis d’obtenir le nombre le plus 

élevé d’identifications (figure 13-A). Cependant, l’utilisation de l’AspN et de la Chymotrypsine ont 

permis d’augmenter considérablement le nombre de nouvelles identifications d’extrémités N-

terminales. Ainsi, 185 extrémités N-terminales sont identifiées exclusivement grâce à la digestion 

trypsique,  97 grâce à la digestion chymotrypsique et 82 grâce à la digestion AspN (Figure 13-B)  

 

 

Figure 13 : Diagrammes de Venn montrant le nombre d’identifications de protéines (A) et d’extrémités N-

terminales (B) obtenues par chaque digestion enzymatique. 



Etude du protéome du parasite Plasmodium falciparum et de l’export des protéines parasitaires à 

l’érythrocyte infecté. Application de la stratégie N-TOP et Ingel N-TOP 

155 |  

L’analyse bioinformatique de ces résultats a permis de déterminer les voies métaboliques 

dans lesquelles sont impliquées les protéines identifiées et de les classer selon ces voies 

métaboliques. Le tableau 1 indique le nombre de protéines identifiées et classées dans chaque voie.  

Acides aminés Nombre de protéines 
Métabolisme de l’asparagine et de l’aspartate 8 

Métabolisme de l’arginine et de la proline 8 

Métabolisme de la méthionine et des polyamines 21 

Métabolisme du glutamate 14 

Métabolisme de la Phénylalanine et la Tyrosine 10 

Total 61 
 

Cofacteurs Nombre de protéines 
Métabolisme de la vitamine B6 (Pyridoxal phosphate) 23 

Métabolisme de l’ubiquinone 8 

Métabolisme des thiamines 19 

Biosynthèse des folates 14 

Total 64 
 

Transport extracellulaire Nombre de protéines 
Protéome de la vacuole Parasitophore 27 

Protéines des vésicules de Maurer 109 

Total 136 
 

Transport intracellulaire Nombre de protéines 
ER/Golgi, translocation et control qualité 13 

Cycle des rab-protéines 43 

Complexes impliqués dans la voie sécrétoire endocytique 34 

Transport vésiculaire classique par l’intermédiaire COPI 39 

Total 129 
 

Organites Nombre de protéines 
Import des protéines vers les mitochondries 27 

Flux électronique mitochondrial 23 

Cycle du TCA Mitochondrial 20 

Gène nucléaire portant des séquences signal de l’apicoplaste 284 

Gènes nucléaires portant des séquences signal 

mitochondriales 
280 

Biogenèse de cytochrome oxidase 23 

Voies de l’export des peptides à des mitochondries 5 

Total 662 
 

Traduction Nombre de protéines 
Initiation de la traduction 43 

Biosynthèse des Protéines 55 

Translocation post-traductionnelle chez eucaryotes 27 

Reconnaissance moléculaire des protéines membranaire et 

des protéines sécrétées 
10 

Activation de eiF5A 3 

Total 138 

Tableau 1 : Nombre de protéines identifiées par voie métabolique. 



Applications de l’Analyse Protéomique en Biologie 

| 156 

Cette analyse bioinformatique est encore en cours de réalisation. Son objectif est de 

comparer nos données d’identification des sites de clivage protéolytique avec ceux de la littérature  

afin de dégager des pistes permettant la compréhension du rôle des protéines clivées et/ou 

acétylées que nous avons identifiées et d’orienter la suite du projet.  

4.4. Conclusion 

Nous avons identifié à l’aide de notre stratégie analytique 957 protéines à partir de la 

fraction parasitaire de l’érythrocyte infecté. Nous avons pu aussi caractériser 550 extrémités N-

terminales de ces protéines grâce à notre stratégie N-TOP. Notre stratégie  s’est révélée, encore une 

fois, permettant de caractériser les extrémités N-terminales des protéines sans pénaliser 

l’indentification des peptides internes et des peptides acétylés. Ces résultats préliminaires sont 

encore en cours d’analyse bioinformatique par notre collaborateur Dr. H. Ginsburg. Cette étude est la 

première étape d‘un projet plus large visant à étudier les protéomes des différents compartiments 

de l’érythrocyte infecté par le parasite P. falciparum. Les autres fractions (vacuole parasitophore et 

fraction érythrocytaire) issues des autres compartiments de l’érythrocyte infecté seront aussi 

analysées ce qui devra permettre de réaliser une cartographie des protéines parasitaires et humaines 

de cet érythrocyte.  

5. Etude de la voie de translocation de la PfCRT vers la membrane de 
la vacuole digestive de Plasmodium falciparum 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés au mécanisme de translocation de la 

protéine PfCRT (Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter »). Cette protéine 

transporteur membranaire se trouve à la membrane de la vacuole digestive et est responsable, avec 

deux autres protéines de la membrane de cette vacuole, de la résistance chez P. falciparum à la 

chloroquine et aux autres drogues antipaludiques [103]. Ces deux autres protéines sont la PfMDR1 

(« Pf Multi-Drug Resistance transporter 1 ») [104,105] et la PfMRP (Pf Multi-Drug Resistance-

associated Protein ») [106]. Les voies et mécanismes de translocation des protéines à destination de 

cette vacuole digestive sont méconnus. Nous avons donc étudié le mécanisme de translocation de la 

PfCRT à l’aide de mutations contrôlées et de la microscopie confocale de fluorescence à balayage 

laser et nous avons caractérisé cette protéine par spectrométrie de masse ce qui nous a permis de 

mettre en évidence l’implication de la phosphorylation d’un résidu thréonine dans la translocation de 

la PfCRT. Cette étude a fait l’objet d’une publication dans le journal Traffic en 2010 [107].  

5.1. Contexte de l’étude   

Malgré la mise en place et le développement de plusieurs classes successives de drogues 

antipaludiques, P. falciparum reste une cause majeure de morbidité et de souffrance dans les pays 

endémiques [48]. La première drogue antipaludique efficace était la quinine extraite de l’écorce des 

Cinchona d’Amérique Latine [108]. Celle-ci a été remplacée par la chloroquine, un dérivé de 

quinoline,  une alternative synthétique moins onéreuse, plus efficace et plus facile à produire. Si 

cette drogue a été employée pendant plus de 50 ans, l’émergence de parasites résistants au fil des 

années dans toutes les régions endémiques l’ont rendu inefficace. Les autres drogues antipaludiques 

non dérivées de quinoline ont souffert d’une très courte durée de vie et les résistances ont émergé 

au bout d’un an d’utilisation [108]. Il n’existe actuellement aucun médicament ou vaccin efficace 
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contre cette maladie et les campagnes visant à contrôler le paludisme se concentrent actuellement 

sur la lutte contre le vecteur du parasite [109].  

La vacuole digestive est un organite cellulaire unique au genre Plasmodium [110]. Cette 

vacuole digestive sert d’organite de dégradation dans lequel l’hémoglobine importée par le parasite 

par endocytose est dégradée dans un processus impliquant des cystéines protéases (les 

plasmepsines) et des acides aspartiques protéases (les falcipaïnes) [111]. L’import et la dégradation 

de l’hémoglobine permet au parasite d’assurer ses besoins nutritionnels [112] et de contrer le risque 

de stabilité osmotique qui découle d’une perméabilité accrue de la membrane cytoplasmique de 

l’érythrocyte infecté aux ions [113]. L’hème libéré par cette dégradation est toxique pour le parasite, 

il est minéralisé en hémozoïne inerte dans cette vacuole digestive [114]. Nombre de drogues 

antipaludiques telles que la chloroquine et la quinine ciblent cette vacuole digestive et plus 

précisément le mécanisme de détoxification de l’hème conduisant à la formation de complexes 

toxiques qui finissent par tuer le parasite en perforant ses membranes intracellulaires [115].  

La PfCRT est une protéine de 424 acides aminés contenant 10 domaines transmembranaires 

prédits et localisée à la membrane de la vacuole digestive [103]. Son rôle en tant que déterminant 

majeur de la résistance à la chloriquine a été identifié grâce à des analyses de croisement génétique 

entre des clones de P. falciparum chloroquino-résistants (CQR) et choloroquino-sensibles (CQS) par 

l’équipe de Welems [103]. Leurs expériences d’échange d’allèles de la PfCRT ont confirmé le rôle 

pivot du polymorphisme de PfCRT dans cette résistance. Les parasites CQR accumulent des quantités 

beaucoup plus faibles de chloroquine dans leur vacuole digestive que les parasites CQS [115] de 

façon à réduire la concentration de cette drogue dans la vacuole et de la maintenir en dessous des 

seuils nécessaires pour inhiber la biominéralisation de l’hème [116].  Cette observation a conduit à 

l’hypothèse que la PfCRT contrôle l’accès de la drogue à sa cible [117-120]. Dans ce contexte nous 

nous sommes intéressés à la caractérisation de cette protéine PfCRT dans le but d’étudier la voie de 

signalisation et le mécanisme de sa translocation vers la vacuole digestive. Ceci permettra 

d’améliorer notre compréhension du rôle de cette protéine dans la résistance du parasite aux 

drogues dans le but d’élaborer de nouvelle tactiques antipaludiques [108]. 

5.2. Etats des connaissances au début de l’étude 

Le mécanisme qui régit le tri et la translocation des protéines vers la vacuole digestive est 

peu connu. Des études récentes suggèrent que la plasmepsine II passe tout d’abord par la voie 

sécrétoire du parasite en tant que preprotéine transmembranaire de type II pour être ensuite 

transportée à la membrane cytoplasmique du parasite. Elle est ensuite emmenée dans une vésicule 

cytosomale avec son substrat (l’hémoglobine) vers la vacuole digestive [121] où une convertase 

libère la protéine mature soluble [122,123]. Les séquences signal dirigeant les plasmepsines à la 

vacuole digestive semblent se trouver dans le pro-domaine [124]. Les falcipaïnes prennent eux aussi 

une voie similaire et il a été démontré que leur pro-domaine héberge une séquence signal bipartite 

pour la translocation vers la vacuole digestive [125,126]. Ces informations concernent les séquences 

signal intervenant dans la translocation des enzymes (solubles) vers la lumière de la vacuole 

digestive, mais il n’est pas encore claire comment les transporteurs de la vacuole digestive, et plus 

particulièrement les transporteurs de drogues, sont dirigés vers la membrane de cette vacuole. 
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Dans d’autres systèmes, la translocation des protéines membranaires lysosomales est 

régulée par des phosphorylations ou des lipidations [127]. Les protéines résidentielles ainsi que les 

protéines cargo sont dirigées à travers le réseau trans-Golgi directement au compartiment lysosomal 

ou endosomal ou indirectement à travers la membrane cytoplasmique puis à travers la voie 

endocytotique [128]. 

Nous avons caractérisé la protéine PfCRT et nos données de spectrométrie de masse 

montrent qu’une thréonine fonctionnelle en position 416 est indispensable à la translocation de 

cette protéine. 

5.3. Stratégie analytique mise en œuvre 

Tous les détails expérimentaux sont dans la partie « matériel et méthodes » de l’article dont 

fait l’objet cette étude [107]. Brièvement, des parasites P. falciparum de la lignée 3D7 sont cultivés et 

transfectés avec plusieurs construits et mutants de la PfCRT fusionnés avec la GFP (« Green 

Fluorescent protein »), CAD-GFP (« Conditional Agregation Domain - GFP »), ou la pHluorin. Des 

mutations ménagées et des délétions de séquence sont effectuées pour déterminer les domaines ou 

les résidus indispensables à la bonne translocation de la protéine chimère PfCRT-GFP. La localisation 

de la PfCRT-GFP est déterminée à l’aide de la microscopie confocale à balayage laser. 

Pour les études par nanoLC-MS/MS, la PfCRT est immunoprécipitée à l’aide d’un anticorps 

anti-GFP. Elle est ensuite déposée sur un gel SDS-PAGE et la détection est effectuée en Western-Blot 

à l’aide d’un anticorps anti-GFP. La bande de gel est excisée, après une étape de réduction et 

d’alkylation, la protéine est digérée dans le gel à l’aide de la trypsine et les peptides générés sont 

analysés par nanoLC-MS/MS. Des précautions sont prises pour éviter l’élution précoce des peptides 

phosphorylés dans le volume mort en débutant le gradient à faible pourcentage en acétonitrile (2%).  

Comme il existe plusieurs sites potentiels de phosphorylation, une deuxième analyse 

identique est effectuée après une digestion à l’aide de l’AspN. Les données de MS/MS générées sont 

soumis au moteur de recherche Mascot et sont comparées avec les spectres théoriques des peptides 

de digestion in silico des séquences de la banque NCBI restreinte à la taxonomie P. falciparum 

additionnées de la séquence de PfCRT-GFP. Les phosphorylations des résidus sérine, thréonine et 

tyrosine sont recherchés. 

5.4. Résultats et discussion 

Les analyses de microscopie confocale ont montré que la protéine PfCRT ne contient pas une 

séquence signal pour la voie endosomal/cytosomal. Les analyses des construits avec délétion des 

séquences C-terminales ont montré que les résidus 1 à 400 ne sont pas suffisant pour la 

translocation de la PfCRT à la vacuole digestive.  Le construit chimérique PfCRT
1-57

-GFP (contenant 

seulement les 57 premiers acide aminés) montre un signal fluorescent à la périphérie du parasite et 

un petit signal à la périphérie de la vacuole digestive. Le construit  PfCRT
1-89

-GFP (qui contient le 

premier domaine transmembranaire), PfCRT
1-124

-GFP, PfCRT
1-160

-GFP, PfCRT
1-179

-GFP, PfCRT
1-240

-GFP 

et PfCRT
1-310

-GFP ont tous montré un signal fluorescence dans le réticulum endoplasmique (RE). Le 

construit PfCRT
1-400

-PfCRT montre un signal fluorescent autour de la membrane cytoplasmique 

(Figure 14). Ces résultats indiquent que les résidus C-terminaux 400 à 427 sont indispensables à la 

bonne translocation de la PfCRT. La délétion de tous les domaines transmembranaires internes de la 
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PfCRT en gardant le premier domaine du coté N-terminal et le dernier domaine du côté C-terminal 

(construit PfCRT
Δin

) conduit à la rétention de la protéine dans le RE ce qui indique que les acides 

aminés 400 à 424 sont nécessaires mais pas suffisants à la translocation vers la vacuole digestive du 

parasite. 

 

Figure 14 : Images de microscopie confocale montrant la localisation de différents construits chimériques de 

la PfCRT-GFP. Les domaines transmembranaires sont schématisés en rouge. DIC = contraste d’interférence 

différentielle, GFP = Signal de fluorescence de la GFP, GFP + Hoe = GFP + coloration nucléaire au Hoechst, 

DIC+GFP = superposition de DIC et de GFP. 

Ensuite des mutations dans le domaine 400-424 en remplaçant les acides aminés 5 à 5 par 

des alanines ont été effectuées. Ceci a permis de constater que le remplacement des résidus 
413

GELTN
417

 par des alanines altère la translocation avec un signal fluorescent intense à la membrane 

cytoplasmique, tandis que le remplacement des autres résidus n’a pas d’effet (Figure 15 –A). Ceci 

indique que c’est dans cette séquence 
413

GELTN
417

que se trouve un signal nécessaire à la 

translocation vers la vacuole parasitophore. Chaque acide aminé de cette séquence a donc été muté 

et les résultats montrent que le remplacement de la thréonine 416 par une alanine altère la 

translocation (figure 15 –B).  
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Figure 15 : A) localisation cellulaire des construits de la PfCRT-GFP avec mutations, cinq à cinq, des acides 

aminés du domaine C-terminal en alanine. B) localisation cellulaire des 5 construits après mutation un à un 

des résidus de la séquence 
413

GELTN
417

 en alanine. Le rectangle rouge indique une translocation altérée. 

L’analyse bioinformatique du domaine C-terminal à l’aide de l’algorithme de prédiction 

PROSITE montre que la thréonine 416 peut être phosphorylée. Pour caractériser de la PfCRT par 

spectrométrie de masse, nous avons tout d’abord analysé le digest trypsique de la PfCRT-GFP en 

recherchant les éventuelles phosphorylations sur les résidus sérine, thréonine et tyrosine. A notre 

surprise, nous avons identifié le peptide trypsique C-terminal portant une phosphorylation sur la 

sérine 411 et non sur la thréonine 416 (Figure 16-A). Il s’agit du peptide 
405

NEEDEDpSEGELTNVDSIITQPR
426

 . Ce peptide contient plusieurs sérines et thréonines susceptibles 

d’être phosphorylées, nous avons donc réanalysé manuellement le spectre à la recherche du même 

peptide portant une phosphorylation sur un autre résidu et qui aurai coélué avec le peptide 

phosphorylé sur la sérine. Cependant, nous avons pu attribuer tous les pics au peptide phosphorylé 

sur la sérine 411. Nous avons ensuite effectué une digestion de la PfCRT en remplaçant la trypsine 

avec l’endoprotéinase AspN. Ceci nous a permis d’identifier par LC-MS/MS deux peptides isobares ; 

l’un portant une phosphorylation sur la sérine 411 (Figure 16-B) et l’autre sur la thréonine 416 

(Figure 16-C). Ces deux peptides sont séparés d’une minute dans nos conditions. Nous avons aussi 

identifié une phosphorylation sur la sérine 33. 
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Figure 16 : Spectres MS/MS des peptides contenant la thréonine 416. A) Peptide trypsique avec 

phosphorylation sur la sérine 411, B) peptide AspN avec phosphorylation sur la sérine 411, C) peptide AspN 

avec phosphorylation sur la thréonine 416. 

Des extractions successives ont été effectuées afin de déterminer si la PfCRT endogène, la 

PfCRT-GFP et la PFCRT
T416A

-GFP sont des protéines membranaires intégrales (c'est-à-dire passant à 

travers la membrane) ou des protéines ancrées dans la membrane ou associées à la membrane.  Si 
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ces deux protéines sont membranaires, elles résisteront à l’extraction par le carbonate de sodium et 

ne seront extractibles qu’en présence d’un détergent tel que le Triton X-100. L’urée permet 

d’extraire les protéines ancrées dans la membrane via des interactions protéine-protéine en 

dissolvant les complexes protéiques. L’extraction successive à l’aide du carbonate de sodium, suivie 

d’urée puis de Triton X-100 montre que toutes les protéines (PfCRT endogène, PfCRT-GFP et 

PFCRT
T416A

-GFP) sont dans la troisième fraction indiquant qu’il s’agit de protéines membranaires 

intégrales.  

Etant donné que les expériences de délétion ont montré que les construits de la PfCRT sont 

transloqués au RE, la membrane cytoplasmique ou la vacuole digestive, les biologistes ont émis 

l’hypothèse que la PfCRT passe tout d’abord par la voie sécrétoire RE/Golgi, migre vers la membrane 

cytoplasmique pour être transportée par la voie endocytotique vers la vacuole digestive. Les 

parasites ont donc été traités avec la bréfeldine A qui bloque le transport à travers la voie RE/Golgi. 

Les études de localisation cellulaire montrent un signal indiquant que la PfCRT-GFP est bloquée dans 

le RE.  

Un domaine d’agrégation conditionnel (CAD) a ensuite été ajouté à la séquence de deux 

construits chimériques donnant ainsi le construit PfCRT-CAD-GFP et PfCRT
T416A

-CAD-GFP. Ce domaine 

CAD induit l’agrégation de la protéine bloquant ainsi son mouvement et son translocation. Cette 

agrégation est réversible à l’aide d’un ligand anti-agrégation appelé AP21998, elle permet de suivre 

la localisation cellulaire des construits chimériques à différents moments. Ces expériences ont 

montré, pour PfCRT-CAD-GFP un signal fluorescent allant du RE directement vers la vacuole 

digestive. Pour PfCRT
T416A

-CAD-GFP, ce signal partait du RE vers la membrane cytoplasmique. A aucun 

moment, nous n’avons pu observer un signal fluorescent de PfCRT-CAD-GFP près de la membrane 

cytoplasmique ce qui suggère que la PfCRT prend une route directe du RE vers la vacuole digestive. 

Nos données suggèrent que la translocation de la PfCRT à la vacuole digestive est un procédé 

qui comporte plusieurs étapes et qui requiert plusieurs signaux parmi lesquels une thréonine 

phosphorylée en position 416. Si la vacuole digestive présente des ressemblances avec les 

compartiments lysosomaux et endosomaux des cellules eucaryotes, aucune séquence signal 

comparable à celles trouvées chez les protéines endosomales ou lysosomales n’est présente chez la 

PfCRT. Il semble donc que la translocation de la PfCRT requière au moins trois signaux. Un signal 

interne non clivable pour le passage par la voie RE/Golgi, les domaines transmembranaires et enfin 

une thréonine phosphorylée en position 416. Le fait que nous détectons un peptide majoritaire avec 

une sérine phosphorylé en position 411 et une thréonine 416 non modifiée nous conduit à spéculer 

que la phosphorylation de cette thréonine est transitoire permettant le tri de la protéine à 

destination de la vacuole digestive. Les expériences avec le domaine d’agrégation conditionnel CAD 

suggèrent que la PfCRT prend une route directe vers la vacuole digestive. Cependant, nous ne 

pouvons pas exclure, étant donné que la résolution temporelle de notre expérience est de 30 

secondes, que la PfCRT s’associe à des protéines de la membrane cytoplasmique d’une manière 

transitoire et rapide. 

5.5. Conclusion 

Nous avons pu montrer par nanoLC-MS/MS que la thréonine 416 qui est indispensable à la 

translocation de la PfCRT est phosphorylée. Cette étude a permis d’améliorer notre compréhension 

du mécanisme de translocation de la PfCRT. Elle ajoute à la notion du parasite P. falciparum 
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possédant des mécanismes de translocation sophistiqués. Ce mécanisme nécessitant une thréonine 

fonctionnelle phosphorylée s’ajoute à d’autres mécanismes dans le répertoire du parasite tel que 

celui faisant intervenir un motif pentamérique clivé et acétylé (motif PEXEL) ou un motif bipartite 

pour la translocation des protéines vers l’apicoplaste. Le rôle de la phosphorylation des sérines 33 et 

411 est en cours d’analyse dans notre équipe. Les résultats de cette étude ont fait l’objet d’un article 

dans Traffic en 2010 et d’une communication par affiche (poster) au 58
ème

 congrès de la Société 

Américaine de Spectrométrie de Masse (ASMS) à Salt Lake City. 
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The digestive vacuole plays an important role in the

pathophysiology of the human malaria parasite Plasmod-

ium falciparum. It is a terminal degradation organelle

involved in the proteolysis of the host erythrocyte’s

haemoglobin; it is the site of action of several antimalarial

drugs and its membrane harbours transporters impli-

cated in drug resistance. How the digestive vacuole

recruits residential proteins is largely unknown. Here, we

have investigated the mechanism underpinning traffick-

ing of the chloroquine resistance transporter, PfCRT, to

the digestive vacuolar membrane. Nested deletion anal-

ysis and site-directed mutagenesis identified threonine

416 as a functional residue for sorting PfCRT to its site of

residence. Mass spectroscopy demonstrated that threo-

nine 416 can be phosphorylated. Further phosphorylation

was detected at serine 411. Our data establish PfCRT as

a phosphoprotein and suggest that phosphorylation of

threonine 416 is a possible deciding signal for the sorting

of PfCRT to the digestive vacuolar membrane.

Key words: digestive vacuole, malaria, PfCRT, protein

trafficking, sorting signal
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The human malaria parasite Plasmodium falciparum has
captured the scientific interest since its discovery more
than a century ago. Initially, research on P. falciparum has
been motivated by the desire to develop novel strate-
gies to control malaria, an infectious disease that causes
an estimated 515 million clinical cases and 1.0 million
deaths annually (1). In recent years, P. falciparum itself
has moved into focus as an organism that maintains a
number of fascinating biological processes. Of particular

interest are the mechanisms underpinning protein traf-
ficking, owing to the fact that P. falciparum possesses an
extended set of morphologically and functionally distinct
organelles to sustain its complex parasitic life cycle, alter-
nating between vertebrate and invertebrate hosts (2,3). To
direct newly synthesized proteins to the various subcellu-
lar compartments in a specific and co-ordinated manner,
the parasite has established a protein sorting and traf-
ficking machinery that, in terms of complexity, outranks
that found in many model organisms in which protein
transport has been studied thus far. A better understand-
ing of the mechanisms underpinning protein trafficking in
P. falciparum may, therefore, provide novel insights into
a fundamental biological principle and, at the same time,
may reveal new targets for rational intervention.

An organelle unique to the genus Plasmodium is the
digestive vacuole (4). The digestive vacuole serves as a
terminal degradation organelle where the haemoglobin
that the parasite takes up from its host erythrocyte by
endocytosis is degraded in a process involving aspartic and
cysteine proteases, termed plasmepsins and falcipains,
respectively (4–6). The toxic heme released from the
proteolysed haemoglobin mineralizes to inert hemozoin
(the malaria pigment) in the digestive vacuole (7). Several
antimalarial drugs, including chloroquine and quinine
interfere with heme detoxification (8). Resistance to these
quinoline drugs is associated with polymorphisms within
transporters of the digestive vacuolar membrane, such as
PfCRT and PfMDR1 (9,10).

The mechanism underpinning sorting of proteins to the
digestive vacuole is only rudimentarily understood. A
recent study has suggested that plasmepsin II first enters
the parasite’s secretory pathway as a membrane inserted
type II preprotein, is then transported to the parasite
plasma membrane and is finally carried in cytostomal
vesicles together with its substrate haemoglobin to the
digestive vacuole (11), where a convertase releases the
mature and soluble protein (12,13). The sorting signals
directing plasmepsins to the digestive vacuole seem to
reside within the pro-domain, as shown for plasmepsin
IV (14). Falcipains are thought to take a similar route, and
it has been shown that the pro-domain of falcipain II
and III harbour a bipartite digestive vacuolar sorting sig-
nal flanking the transmembrane domain (15,16). Although
there is some information regarding the signals mediating
trafficking of enzymes to the digestive vacuolar lumen, it
is still unclear how transporters of the digestive vacuo-
lar membrane, particularly drug transporters, reach their
destination.
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In other systems, trafficking of lysosomal membrane
proteins is mediated by distinct motifs, such as the
tyrosine- and dileucine-based sorting signals, which inter-
act with components of clathrin coats or adaptor protein
complexes (17,18). In addition, phosphorylation and lipid
modification can regulate trafficking of lysosomal mem-
brane proteins (17). Residential and cargo proteins are
routed from the trans Golgi network directly to the
endosomal/lysosomal compartment or indirectly via the
plasma membrane and then following the endocytotic
pathway (18).

Here, we have studied trafficking of the chloroquine resis-
tant determinant PfCRT to the membrane of the digestive
vacuole. PfCRT is a protein of 424 amino acids, it contains
10 predicted transmembrane domains (10), and it is a
putative member of the drug/metabolite transporter fam-
ily (19,20). The pfcrt gene can carry mutational changes
associated with chloroquine resistance (10,21,22), stere-
ospecific responses to quinine and quinidine (23,24),
and altered responsiveness to other antimalarial drugs,
including amodiaquine and halofantrine (25). Biochemical
studies have suggested that PfCRT may act as a pore (26)
or a carrier (27–29) through which antimalarial drugs are
released or expelled from the digestive vacuole of resis-
tant P. falciparum parasites, where they would otherwise
accumulate to toxic concentrations. Our data suggest that
trafficking of PfCRT to the digestive vacuolar membrane
requires a functional threonine at position 416.

Results

PfCRT lacks established endosomal/lysosomal

sorting signals

Initially, we examined targeting of full-length PfCRT
fused to the green fluorescent protein (GFP) (PfCRTfull)
(Figure 1A). Confocal laser scanning microscopy of para-
sites expressing PfCRTfull revealed a fluorescence signal
surrounding the malaria pigment (Figure 1B), consistent
with a localization of the corresponding protein at the
digestive vacuolar membrane. Quantification of the fluo-
rescence signals revealed that 81 ± 3% of the total cellular
fluorescence was associated with the digestive vacuolar
compartment (Table 1). These data suggest that all signals
necessary for correct targeting are contained within the
PfCRT primary sequence.

Screening of the PfCRT polypeptide for established
endosomal and lysosomal sorting signals identified several

Figure 1: Effect of the N-terminal domain on trafficking

of PfCRT. A) Schematic representation of the PfCRT primary
structure, including predicted transmembrane domains (red). A
hypothetical tyrosine-based endosomal/lysosomal sorting motif
is indicated (YREL). The positions of relevant residues are
highlighted. B) Subcellular localization of different PfCRT/GFP
chimera in P. falciparum-infected erythrocytes, detected by live
cell confocal microscopy. PfCRTfull corresponds to the full-length
protein. Y20A/L23A indicates alanine replacements at positions
20 and 23 within full-length PfCRT. �1-55 lacks the first 55
amino acids of PfCRT. First column, differential interference
contrast (DIC); second column, GFP; third column, GFP and
nuclear staining with Hoechst; fourth column overlay of green
and DIC channel. Representative images are shown in this as
well as in the following figures. Scale bar = 4 μm.

motifs including a putative tyrosine-based motif (YREL,
consensus motif YXXØ with Ø being a bulky, hydrophobic
residue) within the N-terminal domain at position 20–23
(Figure 1A; Figure S1). To investigate whether this motif
plays a role in trafficking, we generated a mutant
(Y20A/L23A) in which the tyrosine and the leucine residue
at positions 20 and 23, respectively, were replaced by an
alanine in full-length PfCRT. As shown in other systems,
tyrosine and leucine are essential for the function of
a tyrosine-based lysosomal/endosomal sorting motif and
cannot be replaced by other residues (30,31). However,
replacing the two amino acids by alanines did not
affect sorting of a full-length PfCRT-GFP chimeric protein
(Figure 1B). Moreover, a chimeric protein lacking the first
55 amino acids of PfCRT (�1-55) was properly targeted to
the digestive vacuolar membrane, although with a lesser

Table 1: Relative fluorescence associated with the digestive vacuolar compartment in P. falciparum strains expressing different PfCRT
chimera. The relative fluorescence associated with the digestive vacuolar compartment is given in percent of the total cellular
fluorescence, yielding Fvac. The means ± SEM of (n) independent images are shown. ap < 0.01, in reference to PfCRTfull; bp < 0.01 in
reference to T416A

Protein PfCRTfull PfCRTCAD
�1-55 PfCRT1-57 T416A T416ACAD PfCRT1-400 T416E T416D T416S

Fvac (%) 81 ± 3 86 ± 3 67 ± 3a 19 ± 2a,b 12 ± 2a 9 ± 1a 8 ± 1a 11 ± 1a 37 ± 3a,b 17 ± 3a,b

(27) (15) (17) (26) (22) (14) (40) (11) (31) (19)
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efficiency (Figure 1B). Quantification of the fluorescence
pattern revealed that 67 ± 3% of the fluorescence signal
was associated with the digestive vacuolar compartment
and approximately 33% with the parasite’s endoplasmic
reticulum (ER) in cells expressing �1-55 (Table 1). These
findings suggest that neither the YREL sequence nor the
first 55 amino acids play a crucial role in sorting PfCRT to
the digestive vacuolar membrane.

The C-terminal domain is necessary for efficient

sorting of PfCRT to the digestive vacuolar membrane

To better define the mechanism underpinning sorting of
PfCRT to the digestive vacuolar membrane, we exam-
ined a series of nested C-terminal deletion constructs.
A chimeric protein containing only the first 57 residues
of PfCRT (PfCRT1-57) revealed an area of fluorescence
at the parasite’s periphery and some fluorescence at
the periphery of the digestive vacuole (19 ± 2% of the
total cellular fluorescence; Table 1) (Figure 2). In compari-
son, an extended protein containing the first 89 residues,
including the first transmembrane domain (PfCRT1-89)
showed a perinuclear fluorescence indicative of a local-
ization at the ER (Figure 2). Comparable fluorescence
patterns were observed for all further chimeric proteins
extending up to residue 374 (PfCRT1-374; Figure 2). This
included PfCRT1-124; PfCRT1-160; PfCRT1-179; PfCRT1-240

and PfCRT1-310 (data not shown). When the protein was
extended to include amino acids 1–400 (PfCRT1-400), the
subcellular localization changed. Now, a homogenous flu-
orescence was observed at the periphery of the parasite,
consistent with a localization of the corresponding protein
at the parasite plasma membrane (Figure 2). Only 8 ± 1%
of the total cellular fluorescence was associated with the
digestive vacuolar compartment in parasites expressing
PfCRT1-400 (Table 1). These data indicate that the residues
1–400 are insufficient for effective sorting of PfCRT to the
digestive vacuolar membrane and that additional informa-
tion, possibly contained in the region defined by amino
acids 400 to 424, is required.

Deleting all internal transmembrane domains of PfCRT,
thereby appending the N-terminal domain including the
first transmembrane domain with the C-terminal domain
including the last transmembrane domain, resulted in
a protein that remained in the parasite’s ER (Figure 2;
PfCRT�in). These findings suggest that amino acids
400–424, although necessary, are insufficient to direct
PfCRT to its site of residence and that information from
other parts of the protein has to contribute.

Threonine 416 is crucial for sorting of PfCRT

To dissect the domain between residues 400–424, we
performed an alanine scan across this region, replac-
ing four or five successive amino acids by alanines
within PfCRTfull. This yielded PfCRTA399-402, PfCRTA403-407,
PfCRTA408-412, PfCRTA413-417 and PfCRTA418-422 (Figure 3A).
All chimeric proteins, with the exception of PfCRTA413-417,
were targeted to the digestive vacuolar membrane, as

Figure 2: Deletion analysis of PfCRT. The confocal images
show the subcellular localization of different PfCRT/GFP chimera
in P. falciparum-infected erythrocytes. Schematic drawings depict
the different deletion constructs. Predicted transmembrane
domains are indicated in red. First column, differential inter-
ference contrast (DIC); second column, GFP; third column, GFP
and nuclear staining with Hoechst; fourth column overlay of green
and DIC channel. Scale bar = 4 μm.

indicated by the fluorescence surrounding the malaria pig-
ment (Figure 3B). In comparison, PfCRTA413-417, in which
residues GELTN were replaced by alanines, displayed an
altered fluorescence pattern, with a strong fluorescence
signal being present at the parasite plasma membrane
(Figure 3B).

To further delineate region 413–417, we sequentially
replaced each of the five residues by an alanine
(Figure 4A). Substituting G413, E414, L415 or N417 for an
alanine did not affect sorting of PfCRT. The corresponding
proteins revealed fluorescence patterns indicative of the
digestive vacuolar membrane (Figure 4B). Only the T416A
replacement altered sorting, with fluorescence being
predominately present at the parasite plasma membrane
(Figure 4B) and only 12 ± 2% of the total subcellular
fluorescence being associated with the digestive vacuolar
compartment (Table 1).

Threonine 416 is phosphorylated

Analysis of the C-terminal domain of PfCRT by PROSITE
predicted a possible phosphorylation of the threonine 416
by the threonine/serine protein kinase CK2. To explore the
possibility that phosphorylation of threonine 416 plays
a role in sorting of PfCRT, we replaced T416 in the
full-length PfCRT by serine, another polar amino acid
that, like threonine, contains a free hydroxyl group that
can be phosphorylated by CK2. In addition, we replaced
T416 by the negatively charged amino acids aspartic acid
and glutamic acid, which, as shown in other systems,
can mimic a phosphorylated threonine or serine (32).
The mutants T416S and T416D displayed a complex
fluorescence pattern, with fluorescence being present
at the parasite plasma membrane and the digestive
vacuolar compartment (Figure 4C). Quantification of the
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Figure 3: Alanine scan across the C-terminal domain of

PfCRT. A) Schematic drawing of PfCRT. The sequence of the C-
terminal domain of PfCRT is indicated and alanine replacements
are highlighted in red. The position of the alanine replacements
defines the name of the corresponding construct. B) Confocal
images show the subcellular localization of the PfCRT/GFP
chimera. First column, DIC; second column, GFP; third column,
GFP and nuclear staining with Hoechst; fourth column overlay of
green and DIC channel. Scale bar = 4 μm.

fluorescence signals revealed a modest, but significant,
and a major increase in digestive vacuolar fluorescence in
the T416S and the T416D mutants, respectively, (17 ± 3%
and 37 ± 3%), as compared with T416A (Table 1; p < 0.01
in both cases), suggesting that serine and aspartic acid can
partly substitute for threonine 416. No significant effects
were observed for T416E, suggesting that glutamic acid
cannot reconstitute the transport phenotype (Table 1).

We next investigated purified PfCRTfull by nano-liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(nanoLC-MS/MS) for possible modifications of threonine
416. To this end, PfCRTfull was purified from transgenic
P. falciparum by immunoprecipitation, using an anti-GFP
antibody, followed by SDS–PAGE (Figure S2). PfCRTfull

was subsequently excised from the gels, reduced, alky-
lated, in gel digested with trypsin and subsequently
subjected to nanoLC-MS/MS to characterize the tryptic
peptides. A high quality fragmentation spectrum with a
mascot ion score of 77 was obtained for the tryptic peptide
containing the threonine 416. However, no modifications
of threonine 416 were observed. Instead, we detected a

Figure 4: Mutational analysis of a putative sorting signal

within the C-terminal domain of PfCRT. A) Schematic drawing
of PfCRT, including transmembrane domains (red). The C-terminal
residues are highlighted and alanine replacements are indicated
in red. B) Confocal images of the subcellular localization of
different PfCRT/GFP chimera with single alanine replacements.
C) Mutational analysis of the threonine at position 416 within
PfCRT. Confocal images of different PfCRT/GFP chimera in which
the threonine (T) at position 416 was replaced by serine (T 416 S),
aspartic acid (T 416 D) and glutamic acid (T 416 E). First column,
DIC; second column, GFP; third column, GFP and nuclear staining
with Hoechst; fourth column overlay of green and DIC channel.
Scale bar = 4 μm.
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phosphorylation of serine 411 (Figure 5A). We repeated
the experiment, but this time we digested the purified
PfCRT fusion protein with AspN. Again, we observed
phosphorylation of the serine 411 (Mascot ion score 45.2)
(Figure 5B). In addition, we detected phosphorylation of
threonine 416, with a 1 min retention time difference and
a lower intensity chromatographic peak and a lower inten-
sity MS/MS spectrum (Mascot ion score 39.2) (Figure 5C).

Mapping the topology of PfCRT

To be assessable to phosphorylation, the T416 should
reside within the cytoplasm to interact with kinases. Topo-
logical models of PfCRT have predicted the C-terminal

Figure 5: Mass spectroscopic analyses of the C-terminal

domain of PfCRT. A) CID mass spectrum of the tryptic junction
peptide consisting of the C-terminus of PfCRT and the N-
terminus of GFP. A series of ‘y’ ions excluded phosphorylation of
serine 420 and threonine 423. Fragments b10 and b11 identified
phosphorylation of serine 411. A representative example of two
independent determinations totalling four spectra is shown. B)
CID mass spectrum of the AspN peptide D410-V418 of PfCRT.
Fragments b2 to b6 are consistent with phopshorylation of serine
411. C) CID mass spectrum of the AspN peptide D410-V418 of
PfCRT showing phosphorylation of threonine 416. Fragments y3

to y7 and the mass differences between fragments b6 and b7

confirm phosphorylation of threonine 416. A total of 11 spectra
were assigned to the D410-V418 peptide of PfCRT, out of which
four and one spectra unambiguously revealed phosphorylation
of serine 411 and threonine 416, respectively. (++), double
charged fragments; (0), fragments that lost an ammonia residue;
(*), fragments that lost a water molecule; (p) fragments with a
neutral loss of 97.98 Da, which corresponds to H3PO4 molecule.

domain to face the parasite’s cytoplasm (19,20); however,
experimental validation has yet to be presented. To map
the orientation of the C-terminus, we fused full-length
PfCRT to pHluorin (Figure 6A), a pH sensitive, ratiometric
derivative of GFP (33). We reasoned that, depending on
the topology of PfCRT within the membrane, pHluorin
may face either the cytoplasm or the lumen of the diges-
tive vacuole and should, therefore, record a neutral or an
acidic pH, respectively.

pHluorin fluorescence was determined in live parasites
expressing the PfCRT/pHluorin fusion protein at the diges-
tive vacuolar membrane, using a confocal laser scanning
microscopy. The fluorescence ratio R405/488 was calcu-
lated and calibrated in vivo using two buffers with defined
pH values of 7.0 and 5.0. A pH of approximately 7.3
was observed, consistent with a cytoplasmic localization
of pHluorin and, hence, the C-terminal domain of PfCRT
(Figure 6B).

Extraction profiles of PfCRT chimeric proteins

We next investigated the extraction and solubility profile of
PfCRTfull and T416A, in comparison with that of the endoge-
nous PfCRT. If the two PfCRT chimeric proteins are inte-
gral membrane proteins, as anticipated, then they should
resist extraction from the membrane by sodium carbonate
and urea and should only be extractable in the presence
of a detergent, such as Triton X-100 (34). In comparison,
peripheral membrane proteins can be removed from the
membrane using sodium carbonate (35). Urea dissolves
protein complexes and can typically extract proteins that
are anchored into membranes via protein–protein inter-
actions (36). To investigate the membrane association of
PfCRT chimeric proteins, we lysed the cells by hypo-
tonic shock and prepared total membrane fractions from
erythrocytes infected with parasites expressing PfCRTfull

and T416A. The membrane fractions were subsequently
extracted with sodium carbonate, urea and Triton X-100.
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Figure 6: Mapping the topology of

PfCRT within the digestive vacuo-

lar membrane. A) Predicted topology
of PfCRT within the digestive vacuo-
lar membrane. The T416 is indicated in
red and highlighted by an arrow. pHlu-
orin fused to the C-terminus of PfCRT
is indicated in green. B) Parasites har-
bouring PfCRT/pHluorin at the diges-
tive vacuolar membrane were incu-
bated in physiological Ringer’s solution
(pH 7.4) and the fluorescence ratio
R405/488 was determined in a confocal
live cell set-up (bar labeled parasite).
The fluorescence ratio was calibrated
in situ using two buffers with a pH of
5.0 and 7.0, respectively. The mean
± SEM of at least 21 independent
single cell determinations is shown.
**p < 0.001 using the Student’s t-test.

As shown in Figure 7, the endogenous PfCRT and the
chimeric proteins PfCRTfull and T416A, all had solubility
properties consistent with integral transmembrane pro-
teins. They were insoluble in sodium carbonate and urea
buffer and partly soluble in the presence of Triton X-100
(Figure 7). In comparison, PfCRT1-57, containing the first
57 amino acids of PfCRT fused to GFP (see Figure 2),
was partly extractable by sodium carbonate and, to a large
extent, by urea and Triton X-100 (Figure 7).

PfCRT seems to takes a direct trafficking route

Given that nested deletion constructs of PfCRT were tar-
geted to either the ER/Golgi complex, the parasite plasma
membrane and/or the digestive vacuolar membrane, we
wondered whether PfCRT enters the secretory pathway
and then traffics via the plasma membrane and subse-
quently the endocytotic pathway to its final destination.
Previous studies have shown that transport through the
ER/Golgi mediated pathway in P. falciparum is sensitive
to brefeldin A (37). To investigate whether PfCRT enters
the secretory pathway, we blocked anterograde protein
trafficking by treating highly synchronized young tropho-
zoites expressing PfCRTfull with brefeldin A (5 μg/mL) for
3 h. A strong perinuclear fluorescence indicative of a local-
ization at the ER was observed in the brefeldin A treated
parasites, which was absent in the untreated controls
(Figure 8). The arrest of protein transport was reversible
after removal of brefeldin A from the culture medium and
parasites were able to re-invade (data not shown). This

finding suggests that PfCRT enters the secretory pathway,
consistent with previous reports (38).

To better analyze the trafficking route of PfCRT, we
generated conditional trafficking mutants by inserting
the conditional aggregation domain (CAD) (39) between
PfCRT and GFP and between PfCRTT416A and GFP
(Figure 9A), resulting in PfCRTCAD and T416ACAD, respec-
tively. As previously shown, exported proteins containing
the CAD aggregate in the ER, resulting in the arrest
of protein transport, in a manner reversible by the anti-
aggregation ligand AP21998 (39–41). In the absence of
the anti-aggregation ligand, both PfCRTCAD and T416ACAD

revealed a single dotted fluorescence signal in the vicinity
of the nucleus (Figure 9B,D), consistent with a local-
ization of the protein in the parasite’s ER. When the
transgenic parasites were grown in the presence of a
saturating concentration of the anti-aggregation ligand
(1.0 μM), the subcellular distribution of the fluorescence
pattern changed, with the fluorescence now being pre-
dominately observed at the digestive vacuolar membrane,
for PfCRTCAD, and at the parasite plasma membrane, for
T416ACAD (Figure 9B,D; Table 1). These data indicate that
trafficking of PfCRT and T416ACAD can be controlled by the
CAD domain and the anti-aggregation ligand.

To follow transport of PfCRT and T416ACAD to their sites
of residence over time, transgenic parasites express-
ing these two proteins were treated with cycloheximide
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Figure 7: Solubility profile of endogenous PfCRT and PfCRT

fusion proteins. A) Trophozoite stage-infected erythrocytes
expressing PfCRTfull, the single amino acid replacement mutant
T416A or PfCRT1-57 were lysed and the membranes were
separated from the supernatant. The total membrane fractions
were subsequently extracted using sodium carbonate, urea and
Triton X-100. Extracted material was separated by centrifugation
in supernatant (SN) and pellet (P) fractions. Extracts from
2 × 107 parasites were examined per lane by western analysis
using antibodies against GFP (α-GFP) recognizing the GFP-
fusion proteins PfCRTfull, T416A and PfCRT1-57. As a control,
the extraction profile of the endogenous PfCRT was analyzed
in parallel, using a polyclonal guinea pig antiserum raised
against PfCRT. Protein size standards are indicated in kDa. A
representative example of three independent sets of experiments
is shown.

Figure 8: Effect of brefeldin A on the trafficking of PfCRT.

Parasites expressing PfCRTfull were treated with 5 μg/mL
brefeldin A (BFA) for 3 h before confocal images were taken.
The images were compared with an untreated control that was
examined in parallel. First column, DIC; second column, GFP; third
column, GFP and nuclear staining with Hoechst; fourth column
overlay of green and DIC channel. Scale bar = 4 μm.

(50 μg/mL) to block de novo protein synthesis (40). Fixed
cells were then analyzed at different time-points following
the addition of the anti-aggregation ligand (Figure 9C,E).
In the case of PfCRTCAD, fluorescence extended from its
initial focus at the ER towards the digestive vacuolar mem-
brane within less than 5 min after the addition of the ligand
(Figure 9C). At the 60 min time-point, all fluorescence was
localized at the digestive vacuolar membrane (Figure 9C).

We repeated the experiment using live cell imaging of
single cells. A time series revealed that, within 2.5 min
after the addition of the ligand, PfCRTCAD-derived fluores-
cence spread towards the digestive vacuolar membrane
(Figure S3). At no time-point did we observe fluores-
cence of PfCRTCAD at the parasite plasma membrane.
In comparison, in T416ACAD expressing parasites, fluo-
rescence spread from the ER to the parasite plasma
membrane upon the addition of the anti-aggregation ligand
(Figure 9E).

Discussion

Our data suggest that trafficking of PfCRT to the diges-
tive vacuolar membrane is a multi-step process that
requires several signals including a functional threo-
nine 416. The digestive vacuole of P. falciparum shares
functional similarities with lysosomal and endosomal com-
partments of other eukaryotic cells. This includes an acidic
milieu, residential proteases, and a role in protein degra-
dation (5,6). One may surmise that the similarities extend
to the mechanisms by which these organelles recruit res-
idential proteins. However, none of the structural sorting
signals described for lysosomal and endosomal mem-
brane proteins in other systems (17,18) are functionally
present in PfCRT. A sequence in the N-terminal domain at
position 20–23 that resembles a tyrosine-based lysosomal
sorting motif played no major functional role, as shown
by amino acid replacement mutagenesis and deletional
analysis (Figure 1).

The aspartic and cysteine proteases targeted to the lumen
of the digestive vacuole for the degradation of the host
erythrocyte haemoglobin also lack conserved lysosomal
and endosomal sorting motifs (11,15). Instead, their
sorting to the digestive vacuole seems to be mediated by
a bipartite signal that flanks the transmembrane domain
of the preprotein, as shown for the falcipain cysteine
proteases (15). This bipartite motif seems to direct the
protein, as a membrane-associated prepeptide, from the
ER/Golgi complex to the parasite plasma membrane and
then following the endocytotic pathway to the digestive
vacuole (11,15), where a convertase releases the mature
and soluble enzyme (12,13).

Trafficking of PfCRT seems to be just as complex,
involving at least three intermediate steps and both
topogenic and sorting signals. The finding that brefeldin A
arrested transport of PfCRT suggests that PfCRT passes
through the ER/Golgi complex (Figure 8) (38). Typical of
a polytopic protein with no cleavable N-terminal signal
sequence (42,43), the first transmembrane domain of
PfCRT seems to function as an internal signal sequence
and as the first signal anchor sequence, mediating
translocation of the nascent protein into the ER (compare
PfCRT1-57 with PfCRT1-89; Figure 2). By analogy, the next
transmembrane domain of PfCRT might serve as the first
stop transfer anchor sequence.
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Figure 9: Analysis of the trafficking pathway of PfCRT
full

and PfCRT
T416A

using a conditional protein transport system.

A) Schematic representation of the PfCRTCAD chimeric protein containing the CAD (39) inserted between full-length PfCRT and GFP.
B and D) Subcellular localization of PfCRTCAD and T416ACAD in P. falciparum-infected erythrocytes grown in the presence (+) and absence
(−) of the anti-aggregation ligand AP21998. C and E) Time–courses in minutes of PFCRTCAD and T416ACAD trafficking upon the addition
of the anti-aggregation ligand. Representative confocal images of fixed cells are shown. First column, DIC; second column, GFP; third
column, overlay of green and DIC channel. Scale bar = 4 μm.

As shown in other systems, there are several other
factors that affect membrane insertion of polytopic pro-
teins. These include interactions between the hydrophobic
stretches, the distance between them and the distribu-
tion of positive charges – with positively charged amino
acids preferentially facing the cytoplasmic side of the

membrane (positive-inside rule) (44,45). Distortion of the
topogenic process may explain why a chimeric protein
that lacked the eight internal transmembrane domains of
PfCRT remained in the ER (Figure 2; PfCRT�in). Topogenic
reasons may also be responsible for the reduced traffick-
ing efficiency of a chimeric protein lacking the first 55
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amino acids of PfCRT (Figure 1; �1-55). The N-terminal
domain is highly positively charged and it may, therefore,
function as a topogenic signal for the correct insertion of
PfCRT into the membrane.

We have no experimentally verified explanation why
the N-terminal domain of PfCRT, when fused to GFP,
behaved like a membrane or membrane-associated pro-
tein. Although lacking hydrophobic stretches, PfCRT1-57

precipitated with the total membrane fraction and it
required urea or Triton X-100 to extract PfCRT1-57 from the
membrane (Figure 7) (sodium carbonate extracted only a
fraction of PfCRT1-57). Consistent with a proposed associ-
ation with membranes, live cell fluorescence microscopy
revealed that PfCRT1-57 is localized at the periphery of the
parasite and around the digestive vacuole (Figure 2). It is
possible that PfCRT1-57, because of its highly positive
charge, binds to negatively charged membrane com-
ponents. Alternatively, PfCRT1-57 may be anchored to
the membrane through a covalently attached fatty acid.
Whether this property reflects a physiological function or
it simply results from aberrant expression and localization
remains to be seen.

The region between residues 375 to 400, which includes
the last transmembrane domain of PfCRT, seems to
be important for the departure of the protein from the
ER/Golgi complex (compare PfCRT1-400 with PfCRT1-374

that lacks residues 375–424; Figure 2). How residues
375–400 mediate this phenotype was not investigated
in this study. In other systems, specific ER exit signals
have been described that frequently consist of an acidic
patch, such as DxE (46,47), or a di-hydrophobic motif (48),
which recruit COPII proteins to depart from the ER in
anterograde-directed vesicles (49). However, there are no
obvious acidic patches or di-hydrophobic motifs in PfCRT
in the domain defined by residues 375–400. Alternatively,
these residues may indirectly affect trafficking by influenc-
ing the secondary and tertiary structure or the membrane
topology of PfCRT. It should further be noted that GFP-
tagged transmembrane proteins tend to be retained in
the ER.

Essential for efficient sorting of PfCRT to the digestive
vacuolar membrane was a threonine at position 416, as
revealed by deletional analysis (Figure 2), alanine scans
(Figure 3) and single amino acid replacements (Figure 4).
Chimeric proteins in which the threonine was deleted or
replaced by alanine revealed an aberrant transport phe-
notype in that the corresponding proteins were predomi-
nantly sorted to the parasite plasma membrane – instead
of the digestive vacuolar membrane (Figure 4), although
some minor fluorescence was also observed in the
digestive vacuolar compartment (Table 1). Fluorescence
associated with the digestive vacuole is commonly seen
in transgenic P. falciparum lines expressing fluorescent
chimeric proteins and is explained by the function of this
organelle in protein degradation (50–52).

Both PfCRTfull and the single amino acid replacement
mutant T416A exhibited the extraction and solubility profile
of an integral membrane protein. Like the endogenous
PfCRT, which was analyzed in parallel, they resisted
extraction by sodium carbonate and urea and were
only partly extractable in buffer containing Triton X-100
(Figure 7). Thus, the different trafficking phenotypes dis-
played by PfCRTfull and T416A cannot readily be explained
by topogenic effects and, instead, suggest a unique func-
tional role of threonine 416 in the sorting process of PfCRT
to the digestive vacuolar membrane.

Threonine is an amino acid that can be posttranslationally
modified, which, in turn, can regulate signal recognition
and trafficking of membrane proteins, as shown in other
systems (17). In silico data suggested that threonine 416
of PfCRT is a putative substrate of a serine/threonine
kinase (data not shown). Direct experimental evidence
for a possible modification of this residue came from
mass spectroscopy. NanoLC-MS/MS of purified PfCRTfull

unequivocally detected phosphorylation of threonine 416
(Figure 5C). On the basis of our findings, it is tempting
to speculate that phosphorlyation of threonine 416 may
function as a deciding signal in the sorting of PfCRT to the
digestive vacuolar membrane.

This conclusion is supported by the following additional
evidence: Serine, an amino acid that is structurally related
to threonine and which, like threonine, possesses a free
hydroxyl group that can be phosphorylated, modestly
rescued the transport phenotype (Figure 4C and Table 1).
An even better recovery of the trafficking phenotype was
brought about by aspartic acid, an amino acid that can
mimic a phosphorylated residue (Figure 4C and Table 1).
Thus, the presence of a negative charge at position 416
seems to be important. Phosphorylation of threonine
416 may be transient and only be present while the
protein traffics. The amount of phosphorylated versus non-
phosphorylated threonine 416 could not be determined in
this study owing to the fact that our nanoLC-MS/MS
analysis of PfCRT was qualitative and not quantitative.

In addition to threonine 416, we detected phosphorylation
of serine 411 (Figure 5A,B) and serine 33 (data not
shown). These modifications did not affect trafficking of
PfCRT, as shown by alanine replacement mutagenesis
(Figure 3; A408-412) and deletional analysis (Figure 1B; �1-
55), respectively. The role of these and, possibly, other
modifications of PfCRT are unclear, and are being subject
to further investigation in our laboratory. It is further worth
pointing out that the threonine 416 and the serine 411
are conserved in all Plasmodium spp. but not in the
orthologues of other apicomplexa.

As shown in other systems, sorting signals of lysoso-
mal proteins can be located at the cytoplasmic and/or
luminal side of the membrane (17). They recruit traf-
ficking factors that then direct the protein to its site
of residence (17,18,53). To map the topology of PfCRT
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within the digestive vacuolar membrane we used a live
cell fluorescence approach in which we imaged the flu-
orescence signal of a C-terminal PfCRT/pHluorin fusion
protein (Figure 6). pHluorin is a ratiometric pH sensitive
GFP derivative, allowing intracellular pH values to be mea-
sured in transgenic cells expressing this protein (33). Proof
of principle has recently been established in P. falciparum
using pHluorin to determine the resting cytoplasmic and
digestive vacuolar pH in this parasite (14). As to PfCRT,
depending on the topology of the PfCRT/pHluorin fusion
protein, pHluorin should reside either in the cytoplasm
of the parasite or in the digestive vacuolar lumen and
thus, should record a neutral or an acidic pH, respectively.
Given that pHluorin measured a neutral pH, this finding
suggested that the C-terminal domain of PfCRT, which
includes threonine 416, is oriented towards the cyto-
plasm, consistent with in silico models of the membrane
topology of PfCRT (19,20) (Figure 6). Thus, threonine 416
would be accessible to cytosolic kinases.

Although threonine 416 is a necessary signal it does
not seem to be sufficient. A minimal construct termed
PfCRT�in consisting of residues 1–89 fused to residues
368–424 remained in the parasite’s ER (Figure 2). It could
well be that additional sorting signals are necessary or that
the detailed topology of PfCRT is needed to ensure that
this necessary signal at residue 416 can become effective.

Does PfCRT, like falcipains and plasmepsins (11,15) or
lysosomal membrane proteins in other systems (17),
travel via the plasma membrane and subsequently the
endocytotic pathway to the digestive vacuole? One may
jump to this conclusion based on the observation that
chimeric proteins that lack a functional threonine at
position 416 are predominantly targeted to the parasite
plasma membrane (Figures 3 and 4). However, the results
obtained using a conditional trafficking system (39) may
suggest an alternative explanation.

In the absence of the anti-aggregation ligand, transport
of PfCRTCAD was arrested in the ER (Figure 9B), as
one would expect based on previous protein transport
studies using the CAD in P. falciparum and in other organ-
isms (39–41). Upon the addition of the ligand, PfCRTCAD

fluorescence quickly spread from its initial focus towards
the digestive vacuolar membrane (Figure 9C,D). At no
time-point did we observe fluorescence at the parasite
plasma membrane – not in fixed or live cells. A direct
trafficking route of PfCRT from the ER/Golgi complex to
the digestive vacuolar membrane would also be consis-
tent with immunofluorescence and immuno-EM studies
that exclusively localized PfCRT to the digestive vacuolar
membrane (10,54). However, given the temporal reso-
lution of our analysis of approximately 30 seconds, we
cannot exclude the possibility of transiently associated
protein rapidly trafficking via the parasite plasma mem-
brane – which might have escaped detection.

If PfCRT takes a direct trafficking route, then PfCRT
derivatives directed to the plasma membrane were
mistargeted. This conclusion is further supported by
T416ACAD. Upon the addition of the anti-aggregation ligand,
T416ACAD trafficked to the parasite plasma membrane,
most likely via the secretory pathway (the single dots of
fluorescence present within the cytoplasm may represent
T416ACAD carrying transport vesicles).

In summary, our data add to the notion that P. falciparum
possesses a sophisticated protein trafficking system. By
complementing an evolutionary conserved mechanism
with components of its own design, the parasite seems
to meet the demand for protein delivery to an extended
set of subcellular compartments. In this context, previous
studies have identified a pentameric host cell targeting
motif for the export of proteins to destinations within the
host erythrocyte (55–58) and a bipartite motif for sorting
proteins to the parasite’s apicoplast, an organelle rem-
nant of a secondary endosymbiosis (51). Our finding that
trafficking of PfCRT to the digestive vacuolar membrane
requires a functional, and possibly phosphorylated, threo-
nine extends our knowledge of sorting processes in this
important protozoan parasite.

Materials and Methods

Parasite culture and transfection
The P. falciparum clone 3D7 was cultured as previously described (59),
using RPMI medium supplemented with 5% human serum, 0.25% Albu-
max II (Gibco, Germany), 200 μM hypoxanthine and 20 μg/mL gentamycin.
Cultures were synchronized by D-sorbitol lysis (60). Parasites were trans-
fected, using 100 μg plasmid DNA, and transfectants were selected,
using 5 nM WR99210, as previously described (50,61). Transfectants were
detected in blood smears 14–21 days post-transfection.

Vector construction
The pfcrt coding region was amplified from cDNA derived from the
P. falciparum strain 3D7, using the primers CRTfw and CRTrev and cloned
into the XhoI and AvrII restricted pARL1a+ transfection vector (62) in a
manner that allowed pfcrt expression to be controlled by its own pro-
moter. The pHluorin and GFP coding sequences were amplified using
the primers pHlfw and pHlrev and cloned into AvrII and XmaI restricted
pARL1a+ vector containing the pfcrt coding sequence to create PfCRTfull

and PfCRT/pHluorin, respectively. The C-terminal deletion constructs of
pfcrt were generated using the forward primer CRTfw and the following
reverse primers: CRT-1, CRT-2, CRT-3, CRT-4. The N-terminal deletion
construct, �1-55, was generated using the primer pair CRT-5fw and
CRTrev . PfCRTCAD was generated as follows: The CAD was released
from the pC4S1-FM 4-FCS-hGH-vector (ARIAD Pharmaceuticals Inc.) using
the restriction endonucleases XbaI and SpeI. The corresponding fragment
was subsequently cloned into AvrII linearized PfCRTfull and PfCRTT416A

between the pfcrt and the GFP coding region.

Site-directed mutagenesis
Alanine scans and site-directed mutagenesis were performed using
megaprimers (63) or the overlap extension method (64). For the muta-
genesis of tyrosine and leucine at positions 20 and 23 within PfCRT,
two megaprimers were amplified from PfCRTfull, using the primer pairs
CRTfw /CRT-6rev and CRT-7fw /CRTrev . This resulted in two complemen-
tary overlapping megafragments that were used as a template in the
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subsequent overlap extension PCR with the primers CRTfw and CRTrev .
The resulting PCR fragment was digested using the restriction endonucle-
ases XhoI and AvrII and cloned into the pARL1a+ vector. The C-terminal
alanine scan within PfCRT was conducted by generating megaprimers in a
first PCR reaction using CRTrev as the reverse primer and one of the follow-
ing forward primers: A399-402fw , A403-40fw , A408-412fw , A409-412fw ,
G413Afw , E414Afw , L415Afw , T 416Afw , N417Afw , T 416Dfw , T 416Efw

and T 416Sfw . In the second PCR, PfCRTfull template DNA, forward primer
CRTfw and one of the megaprimers were used to amplify the pfcrt coding
region containing the pertaining mutation. A418–422 was generated using
the primers CRTfw and A418-422rev . All PfCRT fragments were digested
with XhoI and AvrII and cloned into the pARL1a+ vector.

Primers
The sequences of the primers are compiled in Table S1.

Live cell imaging
Live P. falciparum-infected erythrocytes were incubated in physiological
Ringer’s solution (122.5 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1.2 mM CaCl2, 0.8 mM
MgCl2, 11.0 mM D-Glucose, 1.0 mM NaH2PO4, 25.0 mM HEPES) and
viewed using an LSM510 confocal laser scanning microscope (Carl Zeiss).
For GFP fluorescence detection, live cells were excited at a wavelength
of 488 nm using an argon laser (Argon, laser power 40%, transmission
2%, C-Apochromat 63x / 1.2 water immersion) and emission was captured
through a 505–550 band pass filter. Nuclear staining was carried out using
Hoechst33342 (5 μM) and images were captured using a 385–470 band
pass filter upon excitation at a wavelength of 364 nm. Throughout the
study, we examined parasites at the trophozoite stage. Representative
examples of at least 20 independent observations are shown.

Image processing
Images were deconvoluted using Huygens Essential (Scientific Volume
Imaging). Fluorescence signals associated with the digestive vacuolar
compartment and the entire cell were quantified from single, unprocessed
confocal images, using IMAGEJ 1.42q, and subsequently divided by each
other to yield the relative digestive vacuolar fluorescence in percent.

pHluorin measurements
Live P. falciparum-infected erythrocytes expressing PfCRT/pHluorin at the
digestive vacuolar membrane were incubated in physiological Ringer’s
solution and the pHluorin fluorescence intensities at the excitation
wavelengths of 405 nm (3% transmission) and 488 nm (3% transmission)
were determined, using a Zeiss LSM510 Meta confocal microscope.
Background fluorescence was subtracted and the ratio of the fluorescence
intensities R405/488 calculated. pH calibration was performed in situ, using
the high potassium method (65) and buffers with a pH of 5.0 and 7.0,
respectively, containing nigericin (10 μM) (Sigma).

Brefeldin A treatment
A P. falciparum culture was synchronized twice using the sorbitol
method (60). Young trophozoites were treated with 5 μg/mL brefeldin
A (Sigma) for 3 h, as previously described (11).

Membrane preparation and protein analysis
The solubility and extraction profile of P. falciparum membrane proteins
were assessed as described (66,67). Briefly, infected erythrocytes at the
trophozoite stage were lysed by hypotonic shock and a soluble and a mem-
brane fraction was prepared. The membrane fraction was divided into three
aliquots. One aliquot was treated with 6 M urea in 7.5 mM Tris–Cl pH 8.0
for 30 min at room temperature; another aliquot was treated with 1.0%
Triton X-100 and 0.2 M SB201 in 10 mM Tris–Cl pH 8.0 for 30 min at
room temperature; and the third aliquot was treated with 100 mM sodium

carbonate pH 11.5 for 30 min on ice. Samples corresponding to 2 × 107 par-
asites were separated in soluble and insoluble components, size fraction-
ated on SDS–PAGE gels and transferred to PVDF membranes. Membranes
were analyzed using a monoclonal mouse α-GFP antibody (1:1000; Roche)
or a polyclonal guinea pig PfCRT antisera (68). The appropriate horseradish
conjugated antibodies were used at a concentration of 1:10 000
(Dianova).

Conditional protein transport system
The dynamics of PfCRT trafficking was examined using fixed and
live synchronized P. falciparum-infected erythrocytes (trophozoite stage)
expressing PfCRTCAD and T416ACAD. For the analysis of fixed cells, a
saturating concentration of the anti-aggregation ligand AP21998 (1 μM)
and cycloheximide (50 μg/mL) (Sigma) were added to the medium and the
cells were returned to culture. At different time-points upon the addition
of the ligand, samples were withdrawn, washed in phosphate-buffered
solution (PBS) supplemented with the ligand and cycloheximide, and then
fixed in 4% paraformaldehyde and 0.0075% glutaraldehyde (in PBS) for
30 min at room temperature, as described previously (69). Fixed cells
were washed in PBS and stored at 4◦C. Fixed cells were settled on
a coverslip mounted on a Zeiss LSM510 confocal microscope. For live
cell imaging, cells resuspended in physiological Ringer’s solution were
settled in a perfusion chamber heated to a constant temperature of 37◦C.
Representative live cells were selected and time series of individual cells
were recorded after the addition of the anti-aggregation ligand.

Immunoprecipitation and purification of PfCRT
Following synchronization with 1% sorbitol (60), infected erythrocytes at
the trophozoite stage were purified from 600 mL parasite culture (5%
haematocrit and 8% parasitaemia) using the Super Macs magnet (Mil-
tenyi Biotech) and the D column. Infected erythrocytes were subsequently
treated with 0.1% saponin in PBS. Immunoprecipitation was performed
as described (40). Briefly, proteins were extracted using the RIPA buffer
(1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 10 mM
Na-Phosphate buffer pH 7, 1 mM EDTA). The lysate was then diluted with
9 volumes of NETT buffer (10 mM Na-Phosphate buffer pH 7, 150 mM
NaCl, 0.1% NP-40, and 1 mM EDTA). Prior to immunoprecipitation, lysates
were cleared using goat IgGs. For immunoprecipitation, the ProFound™ Co-
Immunoprecipitation Kit (Pierce) was used according to the manufacturer’s
instructions, using goat anti-GFP antiserum (Rockland). Immunoprecipi-
tated material was washed in buffers with increasing NaCl concentrations
ranging from 250 to 350 mM and one additional wash with 10 mM Na-
phosphate buffer pH 7.0 before being size fractionated by SDS–PAGE
(10% acrylamide, 6 M Urea). The gel was stained in Imperial Protein stain
(Pearce) and slices of 2 mm width were excised around the size of the
PfCRT fusion protein. All buffers used were supplemented with a cocktail
of protease and phosphatase inhibitors (50 μg mL−1 aprotinin, 20 μg mL−1

leupeptin, 1 mM PMSF, 50 mM NaF, 0.2 mM NaVO3). For western analy-
sis, the following antisera were used: mouse anti-GFP (Roche Diagnostics)
(1/400), guinea pig anti-PfCRT (68); horseradish peroxidase antibodies
(Jackson ImmunoResearch) (1/10 000; detection using the BM Chemilumi-
nescence Blotting Substrate, Roche Diagnostics). The mass spectroscopic
analysis shown in Figure 5A,B/C were performed on PfCRT-GFP fusion
proteins purified from the P. falciparum strains 3D7 and Dd2, respectively.

In gel digestion and sample preparation for mass

spectrometry
The gel slices were predigested using a MassPREP automated system
(Waters). The gel slices were washed twice in 25 mM ammonium hydro-
gen carbonate and acetonitrile. The cysteine residues were subsequently
reduced in 10 mM dithiothreitol at 57◦C and then alkylated in 55 mM
iodoacetamide. After dehydration with acetonitrile, the proteins were
cleaved in gel using 12.5 ng/μl of modified porcine trypsin (Promega)
or 2.5 ng/μl of AspN (Roche Diagnostics) in 25 mM NH4HCO3 at 37◦C
overnight. The tryptic and the AspN peptides were then extracted twice,
using 0.4 % CF3COOH in CH3CN/H2O (60/40) for the first extraction and
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100% CH3CN for the second extraction. The volumes were then reduced
to 5 μl by speed vacuuming to eliminate acetonitrile and to concentrate
the peptides.

NanoLC-MS/MS
Samples were analyzed using an Agilent 1200 series HPLC-Chip/MS
system (Agilent Technologies) coupled to an HCT Plus ion trap mass
spectrometer (Bruker Daltonics). The chip contained a Zorbax 300SB-C18
(150 mm × 75 μm, with a 5-μm particle size) column and a Zorbax
300SB-C18 (40 nL, 5 μm) enrichment column (Agilent Technologies). The
following solvents were used: 2% acetonitrile, 0.1% formic acid in water
(solvent A); and 2% water, 0.1% formic acid in acetonitrile (solvent B). Two-
microlitres of sample was loaded onto the enrichment column at a flow rate
of 3.75 μl/min using H2O/CH3CN (98:2) and 0.1% HCOOH as a solvent.
Elution was performed at a flow rate of 300 nL/min with a 8–40% linear
gradient (solvent B) over 45 min followed by a 70% stage (solvent B) over
3 min before the reconditioning of the column at 92% of solvent A. The HCT
Plus ion trap was operated in the positive ion mode. The peptides were
fragmented by collision-induced dissociation (CID). The voltage applied
to the capillary cap was optimized at – 1750 V. The MS scanning was
performed in the standard enhanced resolution mode at a scan rate of
8.100 m/z per second. The mass range was 250–2000 m/z. The ion
charge control was 100 000 and the maximum accumulation time was
200 ms. A total of three scans were averaged to obtain an MS spectrum.
For tandem MS experiments, the system was operated with automatic
switching between MS and MS/MS modes. The three most abundant
peptides with an isolation width of 4 m/z, preferring doubly charged ions
(absolute threshold of 10 000 and a relative of 5%) were selected on each
MS spectrum for further isolation and fragmentation. Ions were excluded
after 1 spectrum and released after 0.2 min. The MS/MS scanning was
performed in the ultrascan resolution mode at a scan rate of 26 000 m/z
per second. The mass range was 50–2800 m/z. The ion charge control
was 300 000. A total of five scans were averaged to obtain an MS/MS
spectrum. The complete system was fully controlled by ChemStation
(Agilent Technology) and EsquireControl softwares (Bruker Daltonics).

Protein identification
Mass data collected during analysis were processed, converted into
.mgf files using DataAnalysis 4 Build 192 software (Bruker Daltonics).
mgf files were submitted to Mascot search engine (Matrix Sciences)
installed in its 2.2.0 version on a local server. Searches were performed
against an in house generated composite target-decoy database containing
NCBI protein sequences of P. falciparum (25 868 entries downloaded
on 20 July 2009), the sequences of PfCRT-GFP and the contaminants
trypsin and human keratins. Searches were performed with a tolerance
on mass measurements of 0.5 Da for both precursor and fragment
ions. Carbamidomethylation of cystein residues, oxidation of methionine
residues, acetylation of protein N-terminal residues and phosphorylation
of serine, threonine and tyrosine residues were searched as variable
modifications. Up to one and four miss cleavages were allowed for tryptic
and AspN digests, respectively. The spectra of the phosphorylated peptides
of PfCRT were manually reinspected and annotated.
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Figure S1: Primary sequence of PfCRT including hypothetical sorting

motifs. Putative tyrosine-based sorting motifs and acidic clusters are
highlighted in red and blue, respectively. Residues within the acidic cluster
that can be modified by phosphorylation are highlighted in green. Putative
transmembrane domains of PfCRT are indicted in red. CYT, predicted
cytosolic orientation; FV, predicted food vacuolar orientation.

Figure S2: Western analysis of immunoprecipitated PfCRTfull. PfCRTfull

was purified from transgenic parasites by immunoprecipitation using an
antisera against GFP. Immunoprecipitated protein was detected using an
anti-PfCRT and an anti-GFP antiserum. The untransfected P. falciparum
strain was examined as a control. A size standard is indicated in kDa.
Lysate, total protein extract; IP, immunoprecipitate.

Figure S3: Dynamics of PfCRTCAD trafficking in a live cell set-up. The
anti-aggregation ligand was added and the dynamics of PfCRTCAD

trafficking was monitored in single live cells over time. A representative
example is shown. First column, differential interference contrast (DIC);
second column, GFP; third column, overlay of green and DIC channel.
Scale bar = 4μm.
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Chapitre 3 Analyse protéomique du tissu 
adipeux du rat en réponse à une privation de 

nourriture plus ou moins prolongée 

 

1. Résumé 

Les mécanismes moléculaires permettant à l’organisme de s’adapter à la privation de 

nourriture sont peu connus. Pour mieux les comprendre, le jeûne prolongé chez le rat est un modèle 

de choix. Il est caractérisé par une mobilisation séquentielle des substrats énergétiques, hydrates de 

carbone (phase 1), puis lipides (phase 2) et enfin protéines (phase 3). Le tissu adipeux est un organe 

endocrinien important lors des situations de métabolismes altérés, en plus d’être le réservoir majeur 

d’énergie. Cependant, les réponses moléculaires intervenant dans les cellules adipeuses restent peu 

étudiées. Par une approche basée sur la séparation/détection/quantification des protéines par 

électrophorèse bidimensionnelle (2D-DIGE) combinée à des analyses en nanoLC-MS/MS, nous avons 

donc étudié les variations du protéome du tissu adipeux entre des animaux nourris et des animaux 

en phase 2 et en phase 3 du jeûne. 

Les variations de l’abondance relative de près de 25 protéines ont été mises en évidence. Ces 

variations représentent les bases moléculaires des grandes orientations du métabolisme au cours des 

phases du jeûne prolongé. Ainsi, les régulations identifiées sont celles qui participent à la réduction 

du métabolisme glucidique, aux variations du métabolisme des lipides et à celles du métabolisme des 

protéines entre la phase 2 et la phase 3. Les défenses antioxydantes et la capacité de repliement 

correct des protéines nouvellement synthétisées sont aussi altérées, ce qui pourrait compromettre 

l’intégrité des cellules adipeuses en phase 2, mais surtout en phase 3.  

L’approche 2D-DIGE s’est donc révélée concluante puisque les nombreuses variations 

retrouvées apportent des informations précises sur les réponses métaboliques à long terme dans le 

tissu adipeux.  

2. Contexte de l’étude 

La malnutrition et la faim sont considérées comme des menaces majeures pour la santé 

publique par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). D’après la Food and Agriculture 

Organisation, le nombre de personnes sous-alimentées dans le monde avoisinait le milliard en 2010 

[129]. En cas de dénutrition, la perte des protéines corporelles est un risque létal. Ce risque est le 

même dans le cas de certaines maladies sévères telles que le SIDA ou le cancer, dont les phases 
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terminales sont souvent associées à l’émaciation drastique du patient. Une meilleure compréhension 

des mécanismes moléculaires associés à la déplétion énergétique à long terme pourrait permettre de 

mieux traiter les patients émaciés, mais il existe très peu de données dans la littérature concernant 

ce sujet. 

A long terme, la masse et la composition corporelle sont peu variables. Selon la théorie du 

point de consigne, toute déviation de la masse corporelle induit des changements dans le 

comportement alimentaire qui visent à restaurer la masse initiale [130]. La théorie lipostatique 

propose que les réserves adipeuses sont jaugées et régulées par une boucle de rétrocontrôle négatif 

impliquant un relais humoral ou métabolique qui contrôlerait la prise alimentaire et le niveau des 

réserves endogènes [131]. Cependant, les mécanismes de régulation de la balance et des réserves 

énergétiques sont encore largement méconnus. 

3. Le modèle du jeûne prolongé 

Le jeûne prolongé chez l’animal de laboratoire constitue un modèle de choix pour étudier la 

réponse de l’organisme à la privation de nourriture. En effet, les évènements métaboliques 

survenant en cas de jeûne prolongé sont très similaires entre les animaux de laboratoires, les oiseaux 

sauvages et les patients en stade critique d’anorexie [132-134]. Des phases métaboliques successives 

ont été décrites dans le jeûne prolongé [135,136]. Après une brève phase 1 (P1) d’adaptation 

marquée par l’épuisement des réserves de glycogène, la phase 2 (P2) est caractérisée par une forte 

mobilisation des réserves de lipides alors que les protéines sont épargnées. L’épargne des protéines 

est une adaptation majeure au jeûne prolongé retrouvée quelle que soit l’espèce considérée. En 

effet, une perte des protéines corporelles à hauteur de 50 % se révèle mortelle [137]. Or la phase 3 

(P3), qui  est déclenchée lorsque qu’un seuil bas de l’adiposité est atteint, correspond justement à 

l’augmentation considérable du catabolisme des protéines tandis que la mobilisation et l’utilisation 

des réserves de  lipides diminuent. Bien que critique, il a été montré que même lorsque la phase 3 

est atteinte, les animaux réalimentés rétablissent leur réserves ce qui montre que ce processus est 

réversible [138]. Etant donné les changements comportementaux qui ont lieu durant la phase 3, 

l’existence d’une voie de signalisation, qui n’est pas encore déterminée, induisant ces 

comportements avant l’épuisement total des réserves de graisse a été rapportée [139]. 

4. Position du problème 

D’après la littérature, la mobilisation des réserves énergétiques lipidiques stockées dans le 

tissu adipeux blanc pendant le jeûne implique une régulation phase-dépendante des taux de ARNm 

codant les lipases essentielles et d’autres facteurs liés à la lipolyse [140]. Le tissu adipeux, tant en sa 

qualité de réservoir majeur de substrats énergétiques que par ses fonctions endocrines est au centre 

des adaptations à la privation de nourriture. Certaines adipokines, comme la leptine, jouent un rôle 

actif dans l’établissement des transitions métaboliques au cours du jeûne et de la réalimentation. Les 

niveaux circulants de leptine contrôlent en effet l’expression des neuropeptides hypothalamiques au 

cours du jeûne [141]. Par ailleurs, d’autres molécules adipocytaires sont susceptibles de jouer un rôle 

de lipostat, mais ceci, de même que leur implication dans la réponse à une déplétion énergétique, 

reste à démontrer [142]. Enfin, les régulations moléculaires induites par le jeûne à long terme dans le 

tissu adipeux restent encore à ce jour peu étudiées. Une étude globale des variations du protéome 
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du tissu adipeux en réponse à un jeûne prolongé pourrait donc apporter des réponses quant à son 

implication possible et aux régulations mises en place en situation de balance énergétique négative. 

Chez les mammifères, le tissu adipeux est réparti entre plusieurs localisations anatomiques ayant des 

propriétés différentes. Au cours du jeûne, la mobilisation des substrats lipidiques stockés dans les 

tissus adipeux intra-abdominaux est plus grande que celle des substrats mis en réserve dans les 

dépôts sous-cutanés. Les bases moléculaires de ces différences restent méconnues. Là encore, une 

étude globale des variations du protéome réalisée dans un tissu adipeux intra-abdominal et dans un 

dépôt sous-cutané, pourrait permettre de mieux comprendre les différences physiologiques qui 

existent entre ces diverses localisations anatomiques.  

5. Objectif 

L’objectif de cette étude était d’identifier les protéines qui sont différentiellement exprimées 

entre l’état nourri et les phases 2 et 3 du jeûne prolongé. Nous avons donc étudié, au cours du jeûne 

prolongé chez le rat de laboratoire, les variations du protéome d’un dépôt viscéral (EPI, dépôt 

épididymaire) et d’un dépôt sous-cutané (SC).  

6. Stratégie analytique  

Après le traitement des animaux, le prélèvement des dépôts adipeux et l’extraction des 

protéines, cette étude (Figure 1) reposait sur l’utilisation de l’électrophorèse bidimensionnelle 2D 

DiGE couplée à des analyses en spectrométrie de masse (nanoLC-MS/MS). 

L’étude protéomique différentielle de l’EPI et du SC a été envisagée selon le plan 

d’expérience suivant : 

• Expérience 1 : Comparaison du protéome de l’EPI entre des animaux nourris, en P2 et en P3 ; 

• Expérience 2 : Comparaison du protéome du SC entre des animaux nourris, en P2 et en P3 ; 

• Expérience 3 : Comparaison du protéome de l’EPI et du SC chez des animaux nourris. 

Le traitement des animaux a été réalisé en collaboration avec les équipes du département 

d’Ecologie, Physiologie et Ethologie (DEPE) de l’IPHC. L’extraction et la séparation des protéines ont 

été réalisées par M. Thierry Wasselin dans le cadre de sa thèse, de même que l’analyse d’image. Pour 

ma part, j’ai pris en charge les analyses LC-MS/MS des protéines contenues dans tous les spots de gel 

excisés. 



Applications de l’Analyse Protéomique en Biologie 

| 170 

 

Figure 1 : Stratégie d’analyse différentielle par approche Gel 2D DiGE et nanoLC-MS/MS appliquée au tissu 

adipeux du rat soumis au jeûne prolongé. 

7. Matériels et méthode 

7.1. Traitement des animaux et prélèvements d’échantillons  

Des rats mâles âgés de 8 semaines ont été maintenus dans des cages individuelles dans une 

salle à température contrôlée (25 ± 2 °C) et photopériode régulière (12 heures de lumière et 12 

heures d’obscurité). Au cours de leur acclimatation, le régime alimentaire des rats était composé en 

% de masse de 50 % de carbohydrate, 5 % de matière grasse et 24 % de protéine. Les rats ont eu un 

accès ad libitum à l’eau de boisson tout au cours de l’expérience. 
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Après acclimatation, les rats (255 – 275 g) ont été aléatoirement répartis entre trois groupes 

(n = 4 / groupe). Quatre rats ont été immédiatement sacrifiés pour servir de contrôle en tant 

qu’animaux nourris. Les autres rats ont été soumis  à un jeûne expérimental jusqu’à l’atteinte de la 

phase 2 (n=4) et de la phase 3 (n=4) du jeûne prolongé. Une pesée quotidienne des rats a permis 

d’identifier les phases métaboliques du jeûne. Le statut métabolique de tous les rats a été vérifié a 

posteriori par le dosage des métabolites et hormones plasmatiques. 

Après dislocation cervicale et prélèvement du sang tronculaire, le tissu adipeux epididymaire 

(EPI) et le tissu adipeux sous cutané (SC) ont été disséqués, pesés, immédiatement congelés à l’aide 

d’azote liquide et conservés à – 80 °C jusqu’aux analyses. Le plasma a été préparé par centrifugation 

(3000 rpm, 4°C, 10 min.), puis congelé à -80 °C jusqu’aux analyses.  

7.2. Extraction des protéines 

Les échantillons de tissu adipeux congelés ont été broyés à l’aide d’un broyeur à froid et à sec 

de type Mikro-Dismembrator (Sartorius ; une minute à 3000 tours/minutes). Environ dix 

milligrammes de chaque échantillon réduit en poudre ont été repris dans 400 μL d’une solution à 

base d’urée (8 M), thiourée (2 M), CHAPS 4 %, dithiothréitol (DTT) 1 %, Triton 10 %, TLCK (inhibiteur 

de trypsine) 0,05 % et inhibiteurs de protéases (cocktail commercial dilué 1 :50). Les échantillons ont 

été homogénéisés par agitation (vortex) et sonication (10 secondes, 135 Watts).  

Les protéines ont été précipitées par ajout de 9 volumes d’acétone froid. Après une nuit à -

20°C, les échantillons ont été centrifugés (14 minutes, +4 °C, 14000xg). Les surnageants ont été 

éliminés et les culots de protéines séchés par évaporation sous vide (Speedvac, Thermo Scientific). 

Chaque culot a été repris dans une solution à base d’urée (7M), thiourée (2M), Tris pH 8.5 (30 mM) 

et CHAPS 4 %. Le pH de chaque échantillon a été ajusté à pH 8,5 (tris 1,5 M pH 8,8). Après 

homogénéisation par agitation (vortex) et sonication (10 secondes, 135 watts), tout en maintenant 

les tubes dans la glace, les échantillons ont été centrifugés afin d’éliminer les éventuels débris 

cellulaires. 

La concentration des protéines dans les échantillons a été mesurée selon la méthode de 

Bradford. 

7.3. Marquage des protéines 

Les cyanines Cy2, Cy3 et Cy5 (Cydyes, Amersham Biosciences, GE Healthcare) ont été 

reconstituées dans du dimethylformamide anhydre. Le marquage s’est fait par ajout de 400 

picomoles de Cydyes à 50 µg de protéines (reprises dans 20 µL de solution à base d’urée (7 M), 

thiourée (2 M), CHAPS 4 %, et 30 mM Tris). Après centrifugation, les échantillons ont été incubés à 

l’obscurité pendant 30 minutes dans la glace. 1 µL de solution de lysine (10 mM) a alors été ajouté à 

chaque échantillon, puis les échantillons ont été incubés une seconde fois à l’obscurité pendant 10 

minutes dans la glace. 

Pour constituer un standard interne, des quantités équivalentes de protéines de chaque 

échantillon ont été mélangées. Le mélange a ensuite été repris dans 120 µL de solution à base d’urée 

(7 M), thiourée (2 M), CHAPS 4 %, et 30 mM Tris. Le marquage a ensuite été réalisé avec 2,4 ng de 

Cydyes selon le procédé énoncé précédemment. 
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7.4.  Electrophorèse 2D 

Deux échantillons marqués (soit 2x50 µg de protéines) ainsi que 50 µg de protéines du 

standard interne marqué également ont été mélangés avant la première étape 

d’isoélectrofocalisation (IEF). Le mélange de 150 µg de protéines a été repris dans un volume de 400 

µL d’une solution d’urée (7 M), thiourée (2 M), 2 % CHAPS, 2 % DTT, 2 % Ampholytes et quelques 

gouttes de bleu de bromophénol. Le tout a été déposé sur une bande de gel à gradient de pH 

immobilisé (ReadyStrip IPG, Biorad) de 18cm pH 3-10 non linéaire. Chaque strip a été recouvert de 

2mL d’huile végétale. La réhydratation passive a durée 2h30. La réhydratation active a ensuite été 

réalisée par l’application d’un courant de 50V pendant une nuit. Après réhydratation, un gradient de 

tension a été appliqué (0-200 V/1h linéaire ; 200-1000 V/4h linéaire ; 1000-5000 V/16h linéaire, 5000 

V/7h). L’IEF a duré 28  heures et atteint un total de 85000 V/h (Protean ief cell, Biorad). 

La réduction des ponts disulfures des protéines présentes dans les strips a été réalisée par 

équilibration du strip (30 minutes) dans une solution à 1% DTT, 6 M Urée, 50 mM Tris pH 8,8, 30 % 

glycerol, 2 % SDS (excédent molaire en dithiothréitol : >> 300). L’alkylation des cystéines réduites a 

été réalisée par équilibration du strip (30 minutes) dans une solution à 2,5 % iodoacétamide, 6M 

Urée, 50mM Tris pH 8,8, 30 % glycerol, 2 % SDS (excédent molaire en iodoacétamide : >>300). Le 

strip a ensuite été rincé à l’eau, puis dans une solution tampon (Tris 0.3%, Glycine 1.5%, SDS, 0,1 %, 

H2O). Les strips ont ensuite été déposés sur un gel en polyacrylamide réticulé à 10% de dimension 20 

x 20 cm (0,15 M Tris pH 8,8, SDS 0,1 %, Temed 0,8 % et Persulfate NH4 0,1 %). Les conditions 

électrophorétiques pour cette deuxième dimension ont été fixées à 1 h à 5 mA par gel puis 8 h à 8 

mA par gel (Protean II xi Cell, Biorad). 

Un gel supplémentaire a été réalisé avec 1mg de protéines chargées (mélange en quantité 

équivalente des protéines non marquées de chaque échantillon). Ce gel, qui contenait une plus 

grande quantité de matériel, était destiné à l’analyse par spectrométrie de masse. Les deux 

dimensions ont été réalisées comme décrit précédemment. Le gel a ensuite été baigné dans une 

solution de fixation (50 :50 Ethanol/ Acide phosphorique) puis mis à colorer pendant quatre jours 

dans une solution de bleu de Coomassie. 

7.5. Analyse des images de gels 2D 

Les gels 2D-DIGE ont été rincés à l’eau milliQ, puis scannés (Ettan DIGE Imager, GE 

Healthcare). Trois images ont donc été générées pour chaque gel. Les images ont été traitées par le 

logiciel PDQuest (BioRad, V8 0.1). Ce logiciel permet la détection automatique des spots protéiques 

sur les images de gels, cependant cette étape doit être contrôlée manuellement. La correspondance 

des spots entre tous les gels doit être ensuite établie. Cette opération est réalisée manuellement. Le 

logiciel permet ensuite d’exporter les intensités de chacun des spots protéiques. L’intensité des spots 

protéiques issus de chaque échantillon a été normalisée par l’intensité des mêmes spots protéiques 

obtenues pour le standard interne.  

Toutes les données normalisées ont été analysées à l’aide du logiciel « R » (v2.8.1 ; 

http://www.R-project.org). La distribution normale des variables mesurées a été vérifiée par le test 

de Shapiro-Wilk et l’égalité des variances par le test de Bartlett. Les variations entre les groupes ont 

été testées par ANOVA suivie du test post-hoc de Tukey. Le niveau de significativité a été établi à P > 

0,01 pour les tests de Shapiro-Wilk et de Bartlett et à P < 0,05 pour les tests ANOVA et Tukey. 
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7.6. Analyse LC-MS/MS et identification des protéines 

 Les spots de gel sont tout d’abord décolorés, les ponts disulfures sont réduits (10 mM DTT, 

45 mins, 60 °C)  et les cystéines sont alkylées avec de l’iodoacétamide (30 mM). Les protéines sont 

ensuite digérées dans le gel avec la trypsine. Les peptides ont ensuite été extraits et analysés sur un 

système nanoLC Chip Cube (Agilent) couplé à un spectromètre de masse de type trappe d’ions (HCT 

Ultra, Bruker). La Chip contient une colonne 4,5 cm x 75 µm (C18 300 Å,  5 µM) et une précolonne 

(colonne de chargement) de 4 nL contenant la même phase. Les peptides sont chargés sur la colonne 

à 3,75 µL/min avec le solvant A (2 % acétonitrile dans 0,1 % acide formique). L’élution est effectuée  à 

0,3 µL/min avec un gradient linéaire (8-40 %) du solvant B (98 % acétonitrile, 0,1 % acide formique, 2 

% eau) dans le solvant A en 10 minutes, suivi d’un plateau à 70 % B pendant 2 minutes, puis 6 

minutes de rééquilibration à 92 % A. La durée totale de l’analyse est de 18 minutes. La trappe a été 

programmée pour alterner automatiquement les analyses MS et MS/MS. Les trois ions les plus 

abondants sur chaque spectre, en préférant les doublements chargés,  sont sélectionnés et 

fragmentés en mode CID. Les ions sélectionnés sont ensuite exclus pendant 0,2 minutes.  

L’identification des protéines à partir des données MS/MS a été obtenue à l’aide de deux 

moteurs de recherche différents, Mascot et OMSSA. La recherche a été effectuée dans une banque 

composite « Target-Decoy » (restriction taxonomique : Rattus norvegicus) contenant aussi les 

séquences des protéines contaminantes communes (trypsine et kératines). Une tolérance de 0,25 Da 

a été autorisée sur la masse du précurseur et des ions fragments. Un site de clivage manqué par la 

trypsine a été autorisé par peptide, ainsi que les modifications variables carbamidométylation des 

cystéines, acétylation des amines N-terminales des protéines et l’oxydation des méthionines. 

Pour valider nos identifications nous avons appliqué la stratégie Target-Decoy en se fixant un 

taux de FDR maximal de 1 % à l’aide du logiciel Scaffold (Proteome Software). 

8. Résultats et discussion 

8.1. Validation du statut métabolique des animaux 

La pesée des animaux a permis de montrer que les rats en P2 avaient une masse corporelle 

∼ 25 % inférieure à celle des rats nourris et que les rats en P3 avaient une masse corporelle ∼ 8 % 

inférieure à celle des rats en P2. Ces diminutions de masse corporelle sont essentiellement dues à la 

diminution de la masse grasse, les lipides de réserves étant largement mobilisés pour satisfaire les 

besoins énergétiques de l’organisme.  

 animaux nourris animaux en P2 animaux en P3 

Masse corporelle (g) 253.6 ± 5.8a 190.3 ± 1.2b 172.8 ± 0.4c 
Perte de masse (%) - 24.8 ± 2.7a 32.0 ± 1.0b 
ββββ-hydroxybutyrate (mM) 0.32 ± 0.06a 0.94 ± 0.04b 0.18 ± 0.08c 
Urée (mM) 3.4 ± 0.2a 4.4 ± 0.4a 8.0 ± 0.5b 

Cortiscosterone (ng/mL) 3.1 ± 0.6a 273.5 ± 40.8b 2102.6 ± 224.8c 

Tableau 1: Profils des rats nourris et des rats en P2 et P3 du jeûne prolongé. Les valeurs significativement 

différentes (p<0.05) ne partagent pas la même lettre. 

La validation du statut métabolique des animaux a été obtenue par le dosage des niveaux 

circulants de β-hydroxybutyrate qui est un produit de dégradation des lipides, et de l’acide urique qui 
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est un produit de dégradation des protéines chez les oiseaux (Tableau 1). La diminution de la 

concentration du β-hydroxybutyrate entre les groupes P2 et P3 reflète donc la moindre utilisation 

des lipides en P3 par rapport à la P2 du jeûne. Les niveaux significativement plus élevés d’acide 

urique montre une augmentation de la mobilisation et de l’utilisation des protéines corporelles en P3 

par rapport à la P2 du jeûne. 

8.2. Protéines du tissu adipeux différentiellement exprimées en réponse au 

jeûne prolongé 

Seuls les résultats de l’expérience à partir des échantillons du tissu adipeux épidydymaire 

(EPI) seront discutés ici, puisque les analyses pour le tissu sous cutané (SC) sont encore en cours.  

Les analyses des images de gel 2D de l’expérience EPI ont permis de détecter près de 400 

spots par gel. Parmi ceux-ci, l’analyse d’image a révélé 27 spots différentiels (Figure 2).  

 
Figure 2 : Image représentative des spots excisés à partir des gels d'électrophorèse réalisés à partir 

d’échantillons de tissu adipeux de rat. Les nombres font référence aux numéros des spots que l’on retrouve 

dans le tableau 2 et indiquent les spots dont l’intensité était différentielle entre les groupes de rats. 
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Pour le tissu EPI, 288 spots ont été analysés par nanoLC-MS/MS. L’identification a été 

effectuée à l’aide de deux moteurs de recherche, Mascot et OMSSA. Cette utilisation combinée des 

deux moteurs de recherche permet de bénéficier de leurs résultats complémentaires et de renforcer 

la confiance dans les identifications. Elle s’inscrit dans les directives en cours d’élaboration pour la 

publication de données d’analyses protéomiques. Dans cette étude, nous avons établi les seuils de 

score de manière indépendante pour chacun des deux moteurs de recherche. Ces seuils de score ont 

été établis à l’aide de la stratégie « Target-Decoy » afin d’obtenir un taux de FDR pour les protéines 

inférieur à 1 %. 

Scores seuils Mascot sur les identifications des peptides : 
• Au moins deux peptides uniques identifiés dans le spot de gel participent à l’identification de 

la protéine : score >25 et > score identité – 15 ; 

• Un seul peptide unique dans le spot de gel participe à l’identification : score > 25 et > score 

identité + 9. 

Scores seuils OMSSA sur les identifications des peptides : 
• Au moins deux peptides uniques identifiés dans le spot de gel participent à l’identification de 

la protéine : -log(E-value) > 0,05 ; 

• Un seul peptide unique dans le spot de gel participe à l’identification : -log(E-value) > 3,15. 

Nos résultats ont permis l’identification de 510 protéines uniques avec un taux de FDR 

inférieur à 0,5 % pour les protéines et inférieur à 0,06 % pour les peptides. 63 % (322) des protéines 

uniques identifiées et 76 % (2558) des peptides l’ont été de façon commune par les deux algorithmes 

de recherche utilisés, ce qui renforce la confiance dans ces identifications. 18 % (91) des protéines et 

14 % (477) des peptides ont été spécifiquement identifiées par l’algorithme de recherche Mascot, et 

19% (97) des protéines et 10 % (330) de peptides par OMSSA (Figure 3), ce qui illustre la 

complémentarité de ces deux algorithmes.  

 

Figure 3 : Nombre total des protéines (A) et des peptides (B) identifiés par chacun des moteurs de recherche 

Mascot et OMSSA. 

Pour les spots différentiels, l’analyse nanoLC-MS/MS a permis l’identification de 23 protéines 

uniques contenues dans les 27 spots différentiels (Tableau 2). Toutes ces protéines ont été 

identifiées par les deux moteurs de recherche. La cohérence entre les propriétés physico-chimiques 

théoriques (masse moléculaire et point isoélectrique) des protéines identifiées et leur position sur le 

gel d’électrophorèse 2D a été vérifiée. 
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Tableau 2 : Liste des protéines identifiées dans les spots protéiques différentiels et variations de leur 

abondance relative selon les groupes. Les valeurs en jaune sont les valeurs significatives (p value<0,05). 

# spot Nom de la protéine N°  NCBI PM pI Procédé Régulation Amplitude Régulation Amplitude Régulation Amplitude

92

Pyruvate dehydrogenase E1 

component subunit beta, 

mitochondrial

gi|122065728 38964,4 5,29 Glycolyse � 5,11 � 4,26 � 1,20

106 L-lactate dehydrogenase B chain gi|1170739 36594,5 5,7 Glycolyse � 1,87 � 2,46 � 1,32

107
Glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase [NAD+], cytoplasmic
gi|118572652 37434,4 6,17 Néoglucogenèse � 2,02 � 4,53 � 2,25

108
Glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase [NAD+], cytoplasmic
gi|118572652 37434,4 6,17 Néoglucogenèse � 3,46 � 4,74 � 1,37

133
glyceraldehyde 3-phosphate-

dehydrogenase
gi|122065190 35810,1 8,17 Glycolyse � 2,48 � 10,53 � 4,25

134 L-lactate dehydrogenase A chain gi|126051 36432,8 8,47 Glycolyse � 2,03 � 3,88 � 1,91

134
glyceraldehyde 3-phosphate-

dehydrogenase
gi|122065190 35810,1 8,17 Glycolyse � 2,03 � 3,88 � 1,91

136 L-lactate dehydrogenase A chain gi|126051 36432,8 8,47 Glycolyse � 3,26 � 2,40 � 1,36

136 Fructose-bisphosphate aldolase A gi|113609 39334,5 8,4 Glycolyse � 3,26 � 2,40 � 1,36

137 Fructose-bisphosphate aldolase A gi|113609 39334,5 8,4 Glycolyse � 3,06 � 5,42 � 1,77

255 Transketolase gi|12018252 67626,7 7,22
Voie des pentoses 

phosphate
� 3,90 � 5,52 � 1,42

257 M2 pyruvate kinase-like gi|206205 57763,6 X7,57 Glycolyse � 2,09 � 4,74 � 2,27

7705 Transketolase gi|12018252 67626,7 7,22
Voie des pentoses 

phosphate
� 2,93 � 4,96 � 1,69

45
3,2-trans-enoyl-CoA isomerase, 

mitochondrial precursor
gi|118210 32237,8 9,55

oxidation des 

acides gras
� 1,56 � 1,81 � 1,16

68 Apolipoprotein A-I gi|146345369 30070,4 5,51
composant des 

HDL
� 1,70 � 1,13 � 1,51

244 perilipin, isoform CRA_b gi|1172433 55595,7 6,55 lipolyse � 1,97 � 2,46 � 1,25

253 perilipin, isoform CRA_b gi|1172433 55595,7 6,55 lipolyse � 2,36 � 2,66 � 1,13

257 perilipin, isoform CRA_b gi|1172433 55595,7 6,55 lipolyse � 2,09 � 4,74 � 2,27

260 perilipin, isoform CRA_b gi|1172433 55595,7 6,55 lipolyse � 1,96 � 2,55 � 1,30

265 Fatty acid synthase gi|204099 272633,1 5,96 lipogenèse � 1,92 � 3,03 � 1,58

107
Lys-63-specific deubiquitinase 

BRCC36
gi|229621690 32996,5 5,83

Proteolyse / 

reparation de 

l'ADN

� 2,02 � 4,53 � 2,25

140 Elongation factor 1-alpha 1 gi|1220484 50096,2 9,1
traduction des 

protéines
� 1,89 � 2,72 � 1,44

141 Elongation factor Tu, mitochondrial gi|149067905 49504,8 6,2
traduction des 

protéines
� 1,31 � 1,74 � 1,33

45
Carbonic anhydrase 3 gi|5921194 29413,8 6.97

réponse au stress 

oxydatif
� 1,56 � 1,81 � 1,16

45

glutathione S-transferase Yc1 

subunit
gi|1170084 25302,4 8.83

réponse au stress 

oxydatif
� 1,56 � 1,81 � 1,16

46
Carbonic anhydrase 3 gi|5921194 29413,8 6.97

réponse au stress 

oxydatif
� 2,17 � 2,93 � 1,35

47
Carbonic anhydrase 3 gi|5921194 29413,8 6.97

réponse au stress 

oxydatif
� 2,38 � 4,05 � 1,70

73
Peroxiredoxin 2 gi|149037813 21780,1 5.34

réponse au stress 

oxydatif
� 3,03 � 3,51 � 1,16

122
Carbonic anhydrase 3 gi|5921194 29413,8 6.97

réponse au stress 

oxydatif
� 2,86 � 3,38 � 1,18

123
Carbonic anhydrase 3 gi|5921194 29413,8 6.97

réponse au stress 

oxydatif
� 2,41 � 4,29 � 1,78

231
Carbonic anhydrase 3 gi|5921194 29413,8 6.97

réponse au stress 

oxydatif
� 1,90 � 2,81 � 1,48

244
Catalase gi|115707 59739,6 7.15

réponse au stress 

oxydatif
� 1,97 � 2,46 � 1,25

253
Catalase gi|115707 59739,6 7.15

réponse au stress 

oxydatif
� 2,36 � 2,66 � 1,13

257
Catalase gi|115707 59739,6 7.15

réponse au stress 

oxydatif
� 2,09 � 4,74 � 2,27

260
Catalase gi|115707 59739,6 7.15

réponse au stress 

oxydatif
� 1,96 � 2,55 � 1,30

58

Endoplasmic reticulum resident 

protein 29
gi|2507015 28558,3 6.08

repliement des 

protéines
� 2,01 � 3,13 � 1,56

194
Heat shock cognate 71 kDa protein gi|51702273 70911,8 5.37

repliement des 

protéines
� 1,64 � 2,41 � 1,47

265

protein disulfide isomerase 

associated 3
gi|1352384 56607,5 5.88

repliement des 

protéines
� 1,92 � 3,03 � 1,58

Métabolisme des protéines

Response au stress oxidatif

Repliement des protéines

Analyses des protéines différentielles P2 vs. fed P3 vs. Fed P3 vs. P2

Métabolisme des carbohydrate

Métabolisme des lipides
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Les protéines identifiées ont été regroupées suivant les processus biologiques dans lesquels 

elles sont impliquées. Ceci a été réalisé par l’extraction des annotations fonctionnelles contenues 

dans la base de données Gene Ontology (geneontology.org). Cette extraction a été automatisée au 

laboratoire par des développements bioinformatiques implémentés et disponibles sur une interface 

web (msda.unistra.fr). 

Nous avons ainsi pu déterminer que les protéines différentielles sont connues pour être 

impliquées dans le métabolisme des sucres, celui des lipides et celui des protéines, mais aussi dans la 

réponse au stress oxydatif et enfin dans le repliement des protéines (Tableau 2).  

Les niveaux des enzymes impliquées dans le métabolisme des sucres étaient essentiellement 

diminués par le jeûne par rapport à l’état nourri. En particulier, la répression des enzymes de la 

glycolyse et de la néoglucogenèse tendait à être accentuée en phase 3 par rapport à la phase 2, en 

termes de nombre de protéines réprimées et/ou d’amplitude des variations. Cependant, les 

différences observées entre phase 3 et phase 2 n’étaient pas significatives. Ces diminutions sont en 

accord avec le modèle du jeûne prolongé, puisque le substrat énergétique majeur n’est plus le 

glucose dès la phase 2 [134]. En effet, à ce stade ce sont les substrats lipidiques qui prennent le relai, 

ce qui requiert une forte lipolyse, qui sera ensuite diminuée en phase 3 au profit de la mobilisation 

des protéines corporelles. Ainsi, la répression des enzymes de la lipolyse en phase 3 et pas en phase 

2 est tout à fait cohérente avec les adaptations métaboliques au jeûne prolongé. Le fait qu’on 

n’observe pas d’augmentation en phase 2, alors qu’on aurait pu s’y attendre, reflète le fait que les 

animaux de notre groupe P2 étaient plutôt en fin de phase 2. Ces résultats sont en accord avec des 

travaux précédents [143]. Les niveaux de l’apolipoprotéine AI étaient augmentés en phase 2, mais 

normalisés en phase 3 en comparaison de l’état nourri. Le même profil de régulation a déjà été 

retrouvé pour ce qui est des niveaux d’ARNm hépatiques (site principal de production) de 

l’apolipoprotéine AI. Cette protéine est un des composants essentiels des HDL (High Density 

Lipoprotein), qui sont impliquées dans l’efflux de cholestérol vers le foie. Outre des altérations du 

métabolisme du cholestérol au cours du jeûne, cela pourrait suggérer que le cholestérol contenu 

dans les membranes du tissu adipeux est mobilisé en phase 2. Enfin, la diminution des niveaux des 

protéines impliquées dans les processus de traduction des protéines reflètent la diminution globale 

des synthèses protéiques en P3. 

Les altérations métaboliques qui interviennent au cours du jeûne peuvent favoriser la 

production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) [144]. Les principaux effets délétères des ROS 

peuvent intervenir sur les lipides, les protéines et l’ADN. Les défenses antioxydantes sont notamment 

le fait de nombreuses enzymes antioxydants. Les niveaux de certaines des enzymes antioxydantes 

que nous avons identifiées dans le tissu adipeux des rats étaient diminués dès la phase 2 du jeûne. 

On remarque cependant pour plusieurs de ces enzymes qu’elles ont été identifiées dans des spots 

protéiques distincts sur les gels. Ces spots distincts contiennent probablement des isoformes de ces 

enzymes, qui ne sont pas toutes altérées dès la phase 2. En revanche, la répression de l’expression de 

toutes ces isoformes semblent se généraliser en phase 3, de même que les niveaux des autres 

enzymes antioxydantes étaient aussi réprimés à ce stade. La seule exception concerne la 

peroxiredoxine 2 dont les niveaux sont augmentés significativement en P3. On remarquera 

également que la Lys-63-specific deubiquitinase BRCC36 qui est impliquée dans la réparation de 

l’ADN voit ses niveaux diminués en phase 2 comme en phase 3. Il restera à vérifier si le tissu adipeux 

des animaux privés de nourriture est effectivement en état de stress oxydatif, en mesurant par 
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exemple les produits de la péroxidation lipidique, de l’oxydation des protéines ou de la dégradation 

de l’ADN. 

Enfin l’expression de certaines protéines impliquées dans le repliement correct des protéines 

était diminuée de manière significative en phase 3, mais pas en phase 2. A ce stade, l’accumulation 

possible de protéines non fonctionnelles (mauvais repliement) pourrait se révéler toxique pour les 

cellules.  

Tous ces résultats suggèrent une accentuation des variations en phase 3 par rapport à la 

phase 2. Les résultats les plus pertinents seront prochainement confirmés par une autre méthode 

(Western-blot).  

9. Conclusion 

 Notre étude du tissu adipeux nous a permis d’observer des différences dans l’expression de 

certaines protéines au cours des trois phases du jeûne dans le tissu adipeux, jetant les bases des 

régulations qui interviennent dans ces conditions au niveau moléculaire. Globalement, certaines des 

étapes des voies métaboliques qui sont régulées par le jeûne prolongée ont été identifiées. Par 

ailleurs, cette étude révèle qu’en phase 3 les cellules adipeuses pourraient être incapables de 

répondre à un stress oxydatif marqué.  

Du point de vue analytique, l’approche gel 2D DiGE a permis d’analyser et de comparer 

plusieurs protéomes avec une très bonne sensibilité (150 µg de protéines déposées par gel) et ceci 

avec une bonne reproductibilité due à la normalisation par le standard interne. Si la technique 2D-

DIGE est très sensible, l’analyse par nanoLC-MS/MS des spots de Gel DiGE ne permet pas d’obtenir 

des identifications renforcées par un nombre important de peptides. Nous avons donc réalisé un gel 

2D classique coloré au bleu de Coomassie et sur lequel nous avons déposé une quantité plus 

importante de protéines (1 mg) afin d’obtenir des identifications avec un nombre plus important de 

peptides. La correspondance entre les spots sur ce gel coloré au bleu et les gels DiGE est effectuée 

manuellement. Des analyses par nanoLC-MS/MS ont été effectuées sur certains spots issus des gels 

DiGE et du gel bleu afin de vérifier cette correspondance. 

L’approche d’identification utilisant deux algorithmes de recherche différents a, encore une 

fois, montré la complémentarité des deux algorithmes et permis de renforcer la confiance dans les 

résultats d’identification.  

En perspective, des analyses par Western blot seront effectuées afin de valider par une 

méthode orthogonale nos résultats d’analyse différentielle. De plus, l’analyse des échantillons de 

tissus sous-cutanés est en cours de réalisation. Elle permettra de mieux comprendre les différences 

physiologiques qui existent entre les diverses localisations anatomiques du tissu adipeux. 
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Chapitre 4 Application de la stratégie qN-TOP à 

l’étude du protéome du foie du rat soumis au 
jeûne prolongé 

 

1. Résumé 

Après avoir validé notre stratégie qN-TOP sur des protéines modèles, nous avons appliqué 

cette stratégie à un échantillon complexe afin de l’évaluer dans le cadre d’une étude différentielle 

des processus protéolytiques. Nous avons choisi comme modèle le protéome hépatique du rat 

soumis au jeûne prolongé. Notre étude a permis d’identifier les problèmes de notre stratégie et les 

améliorations à lui apporter. Nous avons ainsi pu proposer des solutions de quantification basées sur 

des analyses en deux temps pour dissocier l’étape de quantification de l’étape d’identification dans le 

but d’augmenter sa robustesse. 

2. Contexte de l’étude 

 Nous avons vu, dans le chapitre 2 de la partie II, le développement de la stratégie qN-TOP. 

Cette stratégie, qui est basée sur le marquage chimique spécifique des extrémités N-terminales des 

protéines, permet une étude différentielle des processus protéolytiques grâce à l’utilisation de 

réactifs chimiques marqués aux isotopes stables. Afin d’évaluer l’efficacité de cette stratégie nous 

l’avons appliquée à une étude du protéome hépatique chez le rat soumis au jeûne prolongé. Nous 

avons vu dans le chapitre précédent l’intérêt de ce modèle et les trois phases P1, P2 et P3 du jeûne 

correspondant à la mobilisation séquentielle des substrats énergétiques. Nous nous sommes 

intéressés au protéome hépatique puisque le foie, un organe très riche en protéines, est un carrefour 

métabolique essentiel. Le protéome hépatique est donc le  plus susceptible de subir des processus 

protéolytiques en réponse au jeûne expérimental. Ces processus protéolytiques génèrent de 

nouvelles extrémités N-terminales pour les protéines subissant ces processus. Le protéome 

hépatique est donc un bon exemple de protéome particulièrement complexe pour une étude de 

quantification relative en dégradomique. La stratégie qN-TOP facilite d’une part l’identification et la 

caractérisation des extrémités N-terminales et permet d’autre part la quantification des peptides N-

terminaux ouvrant la voie à la réalisation d’études comparatives des processus protéolytiques entre 

différentes conditions biologiques telles que les différentes phases métaboliques du jeûne (voir 

chapitre 2 de la partie II). 



Applications de l’Analyse Protéomique en Biologie 

| 180 

 Dans ce chapitre, nous discuterons les difficultés rencontrées dans la réalisation de cette 

étude et surtout dans le traitement des données générées, ainsi que les solutions et les résultats 

obtenus. 

3. Stratégie analytique 

Après le traitement des animaux, le prélèvement des foies et l’extraction des protéines, cette 

étude reposait sur le marquage différentiel des extrémités N-terminales des protéines selon la 

stratégie qN-TOP (Figure 1). 

 

Figure 1 : Stratégie d’analyse différentielles des clivages protéolytiques subit par les protéines du foie du rat 

dénutri par marquage au TMPP léger/lourd 

3.1. Préparation des échantillons 

Neuf rats mâles âgés de 8 semaines sont maintenus dans des cages individuelles dans une 

salle climatisée (25 °C) avec des photopériodes constantes de 12 heures de lumière et 12 heures 

d’obscurité. Les rats sont nourris à l’aide d’une diète de laboratoire composé en pourcentage de 

masse de 50 % de carbohydrate, 5 % de matière grasse et 24 % de protéine. Les rats ont eu un accès 

ad libitum à l’eau de boisson tout au cours de l’expérience 

Les rats (255 – 275 g) sont soit sacrifiés directement (n = 3) pour servir de control en tant 

qu’animaux nourris, soit sacrifiés après un jeûne expérimental jusqu’à l’atteinte de la phase 2 (n = 3) 

et la phase 3 (n = 3). La détermination des phases métaboliques est effectuée à l’aide de la pesée 

journalière des rats. Après dislocation cervicale et décapitation, le foie est disséqué, pesé et congelé 

à l’aide d’azote liquide avant d’être conservés à –80 °C. 300 mg de tissu hépatique pour chaque 

prélèvement (3 nourris, 3 en phase 2 et 3 en phase 3) sont ensuite broyés dans l’azote liquide et les 

protéines sont extraites dans 3,5 mL de solution tampon de marquage au TMPP-Ac-OSu après ajout 

d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases. Les concentrations en protéines dans chaque extrait sont 

estimées à l’aide de la méthode de Bradford.  

Etude différentielle des processomes
par marquage N-terminal TMPP léger/lourd

(Etude réalisée sur des triplicats biologiques)

Extrait protéique 
hépatique rats nourris

(×3)

Extrait protéique 
hépatique rats en phase 

2 du jeûne prolongé
(×3)

Extrait protéique 
hépatique rats en phase 

3 du jeûne prolongé
(×3)

Marquage N-terminal 
TMPP lourd

Marquage N-terminal 
TMPP léger

Marquage N-terminal 
TMPP lourd

- Mélange 1:1
- Gel 1D
- Découpe des bandes
- Digestion
- Analyses nano-LC-MS/MS

- Mélange 1:1
- Gel 1D
- Découpe des bandes
- Digestion
- Analyses nano-LC-MS/MS

Identifications peptidiques par interrogation Mascot
(peptides internes et peptides N-terminaux marqués)

Quantification relative 
des peptides N-terminaux
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3.2. Marquage différentielle et analyse par nanoLC-MS/MS 

Pour chaque préparation (3 rats nourris, 3 rats en P2 et 3 en P3), 80 µg de protéines sont 

marqués selon le protocole qN-TOP (Partie II, Chapitre 2) au TMPP-Ac-OSu lourd ou léger après 

réduction et alkylation des cystéines. Les prélèvements issus des rats nourris et des rats en phase 3 

sont marqués au TMPP-Ac-OSu léger. Les prélèvements issus des rats en phase 2 sont marqués au 

TMPP-Ac-OSu lourd. Les échantillons sont ensuite mélangés en quantités égales de la façon suivante : 

Nourri marqué léger avec P2 marqué lourd et P2 marqué lourd avec P3 marqué léger. Les 

échantillons sont ensuite déposés sur un gel 1D et après migration, chaque piste de gel est découpée 

de façon systématique en 35 bandes de 2 mm chacune à l’aide d’un emporte-pièce. 

Après réduction alkylation et digestion à la trypsine des protéines présentes dans les bandes 

de gel, les peptides générés par la digestion trypsique sont analysés par nanoLC-MS/MS sur un 

système nanoLC Chip-Cube (Agilent) couplé à un spectromètre de masse de type trappe d’ions 

(Amazon, Bruker).  

3.3. Identification des protéines et caractérisation des peptides N-terminaux 

Pour l’identification des peptides internes, la recherche avec le moteur de recherche Mascot 

est effectuée à l’aide d’une banque composite « Target-Decoy » contenant les séquences des 

protéines de la taxonomie Rattus norvegicus téléchargées du site du NCBI. La recherche est effectuée 

avec une tolérance de 0,25 Da sur la masse des ions précurseurs et sur celle des ions fragments. Un 

site de clivage manqué par la trypsine est autorisé par peptide et la carbamidométhylation des 

résidus cystéines est recherchée en tant que modification obligatoire, tandis que l’oxydation de la 

méthionine est recherchée en tant que modification variable. Les seuils de score pour les 

identifications des peptides sont établis de façon à avoir un FDR inférieur à 2 %.  

Pour l’identification des peptides N-terminaux, nous avons tout d’abord généré une sous-

banque contenant les séquences des protéines identifiées dans la première recherche qui a servie à 

l’identification des peptides internes. Les recherches sont réalisées avec une enzyme semi-spécifique, 

c'est-à-dire les peptides de digestion in silico peuvent avoir une seule extrémité qui correspond à un 

site de clivage de la trypsine. L’oxydation des méthionines, l’acétylation N-terminale des protéines et 

le marquage au TMPP léger ou lourd sur l’amine N-terminale des peptides et les résidus lysine et 

tyrosine sont recherchés en tant que modifications variables. Les spectres générant une 

identification d’un peptide marqué au TMPP sont réinspectés individuellement. 

Le traitement des données d’identification et l’établissement des seuils de score sont réalisés 

à l’aide du logiciel Scaffold (Protéome Software). Ce logiciel permet d’intégrer les résultats de 

plusieurs moteurs de recherche et d’établir les seuils de score en fonction du moteur de recherche 

utilisé. Pour Mascot, il permet d’établir un seuil de score de corrélation (« ion score ») en fonction de 

l’état de charge de l’ion précurseur, un seuil de différence entre l’ « ion score » et le score 

probabiliste (« identity score »), ainsi qu’un seuil de probabilité local calculé d’après les approches 

empiriques de Bayes. Ces seuils sont établis de façon à établir un FDR évalué à moins de 1 % pour les 

protéines. 
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4. Résultats et discussion 

Dans cette  étude différentielle des processus protéolytiques du protéome hépatique du rat 

soumis au jeûne prolongé, nous avons pu appliquer la stratégie qN-TOP à des échantillons 

biologiques complexes. Cette étude nous permet d’évaluer les capacités de cette stratégie, et de 

l’affiner en détectant les problèmes qui peuvent être rencontrés dans ce type d’étude et en leur 

trouvant des solutions. Nous avons vu dans le chapitre 2 de la partie II le problème de gamme 

dynamique que nous avons rencontré pour la quantification qN-TOP des protéines modèles à l’aide 

de l’instrument Q-TOF de Waters (Synapt HDMS). Nos expériences ont montré que le Synapt HDMS 

présente une gamme dynamique linéaire de 6, c'est-à-dire que lorsqu’un ion est plus que 6 fois plus 

intense que son homologue, la réponse n’est plus linéaire. Au moment de la réalisation de cette 

étude, nous disposions en plus du Q-TOF Synapt HDMS de Waters, d’un instrument de type trappe 

d’ions (Amazon, Bruker). La quantité d’ions dans la trappe peut être contrôlée et par suite la trappe 

ne sature pas et présente une gamme dynamique très étendue [145]. C’est pour cette raison que 

nous avons effectué nos analyses sur la trappe d’ions. 

4.1. Identification des protéines et des processus protéolytiques 

La recherche à l’aide du moteur de recherche Mascot dans la banque de donné NCBI 

restreinte à la taxonomie Rattus Norvegicus et constituée en moitié de séquences « Decoy » a permis 

d’identifier 1750 protéines uniques avec un FDR évalué à 1,5 % à l’aide de la stratégie « Target-

Decoy ». Nous avons appliqué deux seuils différents, un seuil pour les protéines identifiées avec un 

seul peptide unique et un autre seuil, moins élevé, pour les protéines identifiées avec deux peptides 

uniques et plus.  

La recherche dans la sous banque contenant les séquences des 1750 protéines identifiées 

dans la première recherche a permis d’identifier sans ambiguïté 381 extrémités N-terminales uniques 

marquées au TMPP sous sa forme lourde ou légère. Parmi ces 381 extrémités N-terminales, 226 

correspondent à des protéines n’ayant pas subit des processus protéolytiques. Les 155 extrémités N-

terminales restantes, correspondent à des extrémités issues d’un clivage protéolytique.  

Sur les 381 extrémités N-terminales identifiées, 19 % ont été identifiées à la fois sous la 

forme marquée avec le TMPP léger et sous la forme marquée avec le TMPP lourd. 46 % sont 

identifiées uniquement sous la forme marquée avec le TMPP léger et 35 % sont identifiées 

uniquement sous la forme marquée avec le TMPP lourd. Cette distribution indique qu’il ne semble 

pas y avoir de biais sur les identifications en fonction du type de marquage, puisque les nombres 

d’identification sous forme marquées au TMPP léger et lourd sont comparables (243 et 213 

respectivement).  

4.2. Quantification des peptides N-terminaux 

Après cette étape d’identification, il faut quantifier les peptides N-terminaux marqués au 

TMPP léger/lourd. Ceci est effectué par l’extraction des courants d’ions des peptides marqués et le 

calcul des ratios des aires de leurs pics chromatographiques. Cette étape nécessite l’utilisation d’un 

logiciel capable d’identifier les couples de peptides léger/lourd et de calculer leurs ratios 

d’abondance. Nous avons utilisé pour ceci le logiciel Proteinscape (Bruker). Ce logiciel permet, entre 

autres, de quantifier les protéines analysées par une approche SILE (Stable Isotope Labelling 
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Experiment). Cependant nous avons pu observer plusieurs problèmes de traitement de signal, ainsi 

que des problèmes liés à notre choix du spectromètre de masse et à notre stratégie d’analyse 

nanoLC-MS/MS. Nous n’avons pas pu donc quantifier de façon satisfaisante les changements 

protéolytiques entre les différents échantillons (foie de rat nourri et en phase 2 et 3 du jeûne). 

Le premier problème que nous avons constaté est que nous avions pour un peptide donné, 

plusieurs ratios calculés. Ceci est dû au fait que le spectromètre de masse effectue des cycles 

constitués d’un balayage MS suivi de six balayages MS/MS. Or l’extraction des courants d’ions 

s’effectue uniquement avec les données MS ; ceci conduit à l’obtention de pics chromatographiques 

qui ne sont pas lisses (Figure 2-A). La solution à ce problème est le lissage des chromatogrammes à 

l’aide d’un algorithme de lissage Gaussien proposé par le logiciel Proteinscape. Nous n’avons pas pu 

cependant évaluer si ce lissage induisait des biais dans la quantification. Le résultat d’un lissage est 

visible sur la figure 2-B.  

 

Figure 2 : Chromatogramme d’extrait du courant d’ions d’un couple léger/lourd d’un peptide sans lissage (A) 

et avec lissage à l’aide d’un algorithme de lissage Gaussien (B). 

Il a donc été nécessaire de réeffectuer la quantification en utilisant l’algorithme de lissage 

des chromatogrammes malgré le risque que ce lissage induise un biais dans le calcul des aires des 

pics. 

Nous avons aussi constaté que les tolérances autorisées sur la masse et le temps de  

rétention des ions, lors de l’extraction des courants d’ions, ont un effet important sur les résultats de 

la quantification. La tolérance sur la masse dépend de la précision de la mesure de masse du 

spectromètre de masse utilisé. Or dans notre étude nous avons utilisé un spectromètre de type 

trappe d’ions. Si ce spectromètre de masse présente une bonne vitesse de balayage et une gamme 

dynamique étendue, il possède néanmoins une faible résolution (6000 au maximum) et par suite une 

faible précision de mesure (± 0,25 Da). Il est donc nécessaire d’autoriser une tolérance de 0,25 Da 

pour l’extraction des courant d’ions ce qui conduit à avoir des interférences sur les pics 

chromatographiques issus de ces extractions et faussant ainsi la quantification (figure 3). Ceci montre 

l’importance d’effectuer les analyses sur un spectromètre de masse de haute résolution tel qu’un 

LTQ-Orbitrap ou un Q-TOF récent. Ces instruments présentent des précisions de mesure de masse 

inférieures à 5 ppm permettant ainsi de diminuer considérablement la tolérance sur la masse des 

ions et donc de limiter ce problème d’interférence d’une façon significative. 
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Figure 3 : A) Chromatogrammes d’extraction de courant d’ions d’un peptide marqué au TMPP léger (bleu, 

626,3 m/z) et lourd (rouge, 636,3 m/z) montrant une importante interférence dans le courant de l’ion lourd 

(épaulement). B) Spectre MS correspondant au point indiqué par la flèche en (A). On observe que le massif 

isotopique de l’ion 628,3 interfère avec celui de l’ion 629.32.  

 La tolérance sur le temps de rétention dépend de la résolution chromatographique. Il est 

évident que plus la résolution chromatographique est élevée, moins il y aura de risque de coélution 

d’espèces isobares ou de masse proche qui interfèrent avec les ions d’intérêt. Cependant, il est 

nécessaire d’avoir assez de points, donc de spectres MS, pour décrire le pic chromatographique (au 

moins 9 [145]). Or généralement, dans une expérience de type SILE, l’identification et la 

quantification se font dans la même analyse LC-MS/MS (voir paragraphe 4.1 du chapitre 3 de la 

partie I). Le spectromètre de masse enchaine des cycles composés d’un balayage MS et de plusieurs 

balayages MS/MS (Figure 4).  

 

Figure 4 : enchainement des cycles de balayage MS et MS/MS au cours d’un pic chromatographique d’une 

largeur de 9 secondes à la base. Seulement trois spectres MS sont réalisés durant le temps de ce pic.  

Les spectres MS/MS permettent l’identification des peptides tandis que la quantification est 

effectuée en extrayant le courant d’ions de l’ion précurseur, et donc les spectres MS. Dépendant de 
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la vitesse de balayage du spectromètre de masse, ces cycles ont une durée comprise entre 2 et 4 

secondes. Le raccourcissement de la durée de ces cycles pénalise directement l’identification puisque 

la réduction du nombre de MS/MS réduit le nombre des identifications des peptides et la réduction 

de la durée de balayage des spectres MS/MS réduit la qualité des spectres. Après l’acquisition par 

notre laboratoire d’un spectromètre de masse de haute résolution de type Q-TOF (MaXis, Bruker) et 

qui présente une gamme dynamique étendue (3 logs), nous avons réappliqué la stratégie qN-TOP sur 

des protéines modèles que nous avons analysé sur ce spectromètre de masse (chapitre 2, partie 2). 

Ce spectromètre de masse est couplé à un système UHPLC (nanoAcquity, Waters) qui permet de 

travailler avec des colonnes de séparation contenant des phases stationnaires avec des particules de 

1,7 µ. Ce système chromatographique permet une très bonne résolution chromatographique (largeur 

à mi-hauteur inférieur à 6 secondes). Or, dans une analyse LC-MS/MS avec des cycles MS et MS/MS 

d’environ 2 secondes (1 MS et 5 MS/MS), on ne peut obtenir plus que 4 spectres MS pour décrire un 

pic chromatographique avec une largeur à mi-hauteur de 6 secondes et une largeur à la base de neuf 

secondes. Le résultat est que le pic chromatographique est mal défini (figure 5). 

 

Figure 5 : Chromatogrammes d’extraction des courants d’ions du peptide N-terminal de la chaine α de 

l’hémoglobine marqué au TMPP léger (bleu) et lourd (rouge) après analyse LC-MS/MS sur un système 

UHPLC-Q-TOF (Waters nanoAcquity couplé au Bruker MaXis).  

 Afin de résoudre ce problème et d’avoir un pic bien défini, la meilleure solution semble être 

de procéder en deux temps comme dans les stratégies de quantification basé sur la MS dirigée 

(« directed MS ») (voir paragraphe 4.2 du chapitre 3 de la partie 2). Dans un premier temps, on 

effectue une analyse LC-MS/MS dans le but d’identifier un nombre maximal de peptides. A partir de 

cette analyse, on établit une base de données contenant les masses et les temps de rétentions des 

couples léger-lourd identifiés. Dans un second temps, on effectue une analyse LC-MS en injectant le 

même échantillon. Dans une analyse LC-MS, nous aurons assez de points pour bien décrire les pics 

chromatographiques (la durée d’un balayage MS est de 0,1 à 0,5 secondes). La quantification est 

ensuite effectuée à partir de l’analyse LC-MS en se servant des données d’identification contenues 

dans la base de données générée à partir de l’analyse LC-MS/MS. Cette dissociation des deux étapes, 

identification et quantification, permet d’augmenter la robustesse de la quantification [146]. 
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5. Conclusion 

 Cette étude nous a permis d’identifier plusieurs améliorations à apporter notre stratégie de 

quantification qN-TOP. Il est claire que l’utilisation d’un spectromètre de masse de haute résolution 

et présentant une bonne précision de mesure de masse est indispensable pour éviter les problèmes 

d’interférences que nous avons observés avec la trappe d’ions. Ces interférences nous ont empêchés 

d’avoir une quantification correcte des processus protéolytiques. Nous avons pu cependant détecter 

une trentaine de processus protéolytiques présents d’une façon différentielle sans pouvoir les 

quantifier avec précision. 

Le deuxième point très important est la bonne définition des pics chromatographiques. Pour 

ceci nous proposons une stratégie d’acquisition des données en deux temps. Une première analyse 

d’identification par LC-MS/MS suivie par une analyse LC-MS du même digest. Les données de 

quantification seront alors  générées à partir de l’analyse LC-MS.  
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Chapitre 5 Etude fonctionnelle de ReP1-NCXSQ, 
une protéine qui régule l’échangeur Na+/Ca2+ du 

nerf du calamar 

 

Collaboration avec l’équipe de Dr. Alberto Podjarny de l’Institut de 

Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire de Strasbourg (IGBMC) 

 

1. Résumé 

Nous avons développé et appliqué une stratégie originale combinant spectrométrie de masse 

en condition non-dénaturante et LC-MS de haute résolution afin d’étudier les interactions entre la 

protéine ReP1-NCXSQ et les acides gras. Nous avons pu ainsi déterminer l’acide gras permettant de 

réguler l’activité de cette protéine.  

2. Contexte de l’étude 

La protéine ReP1-NCXSQ (désignée par ReP1-WT dans la suite du chapitre) régule l’activité de 

l’échangeur Na+/Ca2+ du nerf de Calamar NCXSQ1. Cette régulation nécessite la présence d’ATP. Dans 

le but de déterminer le mécanisme d’action de cette protéine et d’identifier son ligand bioactif, nous 

avons effectué en collaboration avec l’équipe du Dr. A. Podjarny (IGBMC) des études d’analyses de 

séquences, de structure cristallographique et de spectrométrie de masse de cette protéine et de son 

mutant inactif Y128F. Les analyses préliminaires de cette protéine par spectrométrie de masse 

supramoléculaire ont montré qu’elle interagit avec un ligand inconnu d’une masse moléculaire qui 

correspond à celle d’un acide gras. La fixation des acides gras de façon fortuite par les protéines a été 

reportée dans la littérature [147-149]. Dans le but de confirmer cette hypothèse et d’identifier cet 

acide gras, nous avons développé et appliqué avec succès une stratégie originale combinant 

spectrométrie de masse supramoléculaire et LC-MS de haute résolution (LC-HRMS). Cette étude a 

fait l’objet d’une publication dans le journal Acta Crystallographica, section D. Dans ce chapitre, après 

une brève introduction à la spectrométrie de masse supramoléculaire, je décris brièvement la 

stratégie d’analyse que nous avons développée et les principaux résultats qu’elle a permis d’obtenir. 
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Pour de plus amples informations et pour les résultats de l’étude cristallographique effectuée par nos 

collaborateurs de l’IGBMC, se référer à la publication en annexe de ce chapitre. 

3. Brève introduction à l’étude de complexe non-covalent par 
spectrométrie de masse supramoléculaire 

La spectrométrie de masse supramoléculaire permet d’étudier, dans des conditions non-

dénaturantes, les interactions non-covalentes entre différentes biomolécules. Ces interactions 

peuvent être de différentes natures : liaisons hydrogènes, interactions de type Van der Waals, 

interactions ioniques et interactions par effet hydrophobe. La nature labile de ce type d’interactions 

nécessite l’utilisation d’une source d’ionisation douce capable d’ioniser et de transférer en phase 

gazeuse ces complexes tout en préservant leur intégrité [150]. La source MALDI, qui est une source 

d’ionisation source, n’est cependant pas adaptée à l’étude de ces complexes. En effet, la nature acide 

de la matrice utilisée pour former les dépôts cristallins d’échantillon induit la dissociation des 

complexes non-covalents, contrairement à la source ESI dont la capacité à maintenir leur intégrité a 

été démontrée dès 1991 [151]. L’analyseur TOF est l’analyseur de choix en MS supramoléculaire à 

cause de sa gamme de m/z étendue compatible avec des édifices de hauts poids moléculaires. La 

spectrométrie de masse supramoléculaire fait donc appel quasi exclusivement à la source ESI 

couplée à un analyseur de type TOF ou Q-TOF [150].  

3.1. La préparation de l’échantillon 

La préparation d’échantillon est une étape clé pour l’analyse de complexes non-covalents par 

MS. La préservation de l’intégrité structurale des complexes en solution est une condition sine qua 

non à leur analyse et détection en phase gazeuse. Les tampons couramment utilisés pour la 

purification des protéines et des complexes protéiques contiennent des sels non-volatils 

incompatibles avec l’ionisation ESI. Une étape d’échange de tampon est donc indispensable. Le 

tampon d’échange doit être compatible avec l’ionisation ESI et capable de préserver l’état natif des 

protéines et des complexes non-covalents. De ce fait, le choix du tampon d’échange est limité à 

l’acétate d’ammonium et l’hydrogénocarbonate d’ammonium qui sont des sels volatils capables de 

stabiliser les protéines en solutions aqueuses. Les choix du pH et de la force ionique du tampon ainsi 

que de la technique d’échange (dialyse, gel filtration, ultrafiltration) sont échantillons dépendants et 

sont optimisés au cas par cas. 

3.2. Les paramètres instrumentaux 

L’analyse de complexes non-covalents intacts par spectrométries de masse nécessite une 

optimisation fine des paramètres instrumentaux et donc une connaissance profonde du 

fonctionnement des spectromètres de masse. Il est en effet nécessaire de contrôler finement 

l’énergie interne communiquée aux ions lors de l’analyse. Si celle-ci est trop importante, elle entraine 

la dissociation des complexes, tandis que si elle est trop faible, les ions seront mal désolvatés 

impliquant une baisse de la résolution et des spectres peu informatifs. Il s’agit donc de trouver un 

compromis qui permet à la fois de conserver l’intégrité des complexes tout en assurant une 

désolvatation suffisante. Les paramètres clés permettant ceci sont les tensions d’accélération et la 

pression dans l’interface. Les tensions d’accélération confèrent une énergie cinétique aux ions afin de 

les transférer, à travers l’interface (à l’aide des guides d’ions), vers l’analyseur de masse. Cette 
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énergie cinétique est convertie en énergie interne lors des collisions des ions avec les molécules de 

gaz. L’augmentation des tensions d’accélération conduit donc les ions à subir des collisions plus 

énergétiques favorisant ainsi leur désolvatation, mais aussi la dissociation des liaisons non-covalentes 

(Figure 1-a). La pression dans l’interface permet quant à elle de moduler le libre parcours moyen des 

ions. L’augmentation de cette pression entraine une diminution de la distance d’accélération et donc 

de l’énergie cinétique (vitesse) acquise entre les collisions. Par conséquent, les ions subissent des 

collisions plus fréquentes mais moins énergétiques permettant de maintenir l’intégrité des 

complexes (Figure 1-b) [150]. 

 

Figure 1 : Influence de la tension Vc et de la pression dans l’interface Pi sur la désolvatation et la préservation 

de l’intégrité des complexes non-covalents d’après C. Atmanène. Analyse d’un tétramère d’une protéine de 

28868 Da [150].  

Les stratégies d’analyse en spectrométrie de masse supramoléculaire sont amplement 

détaillées dans la thèse de C. Atmanène [150].  

4. Stratégie analytique mise en œuvre 

4.1. Caractérisation des complexes par spectrométrie de masse 
supramoléculaire 

Après optimisation de l’échange de tampon, les analyses de MS supramoléculaire ont été 

effectuées sur un spectromètre de masse de type TOF (LCT, Waters) équipé d’un automate passeur 

d’échantillon avec source nanoESI sur puce microfluidique (Triversa Nanomate, Advion Biosystems).  

Les mesures de masse des protéines en conditions dénaturantes sont tout d’abord réalisées 

afin de vérifier les masses et l’intégrité des protéines. Les masses mesurées de ReP1-WT (15597,6 

±0,1 Da) et de son mutant ReP1-Y128F (15582,0±0,1 Da) étaient en accord avec les masses calculées 

à partir de leurs séquences en acides aminées. Des mesures de masse ont ensuite été effectuées en 

conditions non-dénaturantes. Les protéines ont été analysées dans un tampon acétate d’ammonium. 

La pression dans la source du spectromètre de masse et la tension d’accélération ont été optimisées 

à 750 Pa et 10 V respectivement. La masse du ligand est déterminée par le calcul de la différence 

entre la masse du complexe mesurée en conditions non-dénaturantes et la masse de la protéine 
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mesurée en conditions dénaturantes. Ces analyses ont montré que ReP1 WT et Rep1 Y128F 

interagissent avec plusieurs ligands qui correspondent à des masses d’acides gras (acide palmitique, 

palmitoléique et oléique).  

Des expériences d’ajouts dosés de ces trois acides gras ont été effectuées afin d’étudier la 

capacité de chacun à interagir avec les protéines. 

4.2. Caractérisation des acides gras par LC-HRMS 

Nous avons développé cette stratégie pour la caractérisation des acides gras qui interagissent 

avec ReP1 WT et Y128F. Elle consiste à séparer les protéines et les acides gras par RP-HPLC et à 

analyser les acides gras en spectrométrie de masse de haute résolution (15000) en mode d’ionisation 

négatif. Les complexes sont donc injectés sur une colonne de phase inverse C18 avec des particules 

de 3,5 µm et une porosité de 80 Å. La faible porosité des particules exclue les protéines de la phase 

stationnaire, tandis que les acides gras sont retenus et puis élués avec le gradient de la phase mobile. 

Ceux-ci sont analysés à l’aide du spectromètre de masse de type Q-TOF (MicrOTOFQ, Bruker) qui 

permet de déterminer leur masse exacte à ± 10 ppm. La mesure de masse exacte permet de 

déterminer la formule empirique des composés analysés. Une analyse d’un blanc qui consiste en la 

matrice dans laquelle les protéines sont dissoutes est réalisée avant chaque injection. Le 

chromatogramme du blanc est soustrait de celui de l’analyse des complexes protéine-acide gras. La 

détermination du ligand naturel de ReP1 WT est réalisée en comparant l’analyse de ReP1 WT 

incubée avec les vésicules lipidiques de calamar en présence et en absence d’ATP. 

4.3. Résultats et discussion  

L’analyse par spectrométrie de masse supramoléculaire en conditions non-dénaturantes de 

la protéines ReP1 WT a permis de montrer que cette protéine interagit avec des ligands inconnus. En 

effet, 21 % et 23 % de l’intensité des ions détectés pour ReP1 WT correspondaient à une différence 

de masse de +255 ±1 et +283 ±1 Da respectivement par rapport à la masse de l’holoprotéine 

(protéine sans ligand) (Figure 2-A). Pour la protéine inactive ReP1 Y128F, on observe aussi des pics 

correspondant à des ions avec les mêmes différences de masse, cependant, les intensités de ces ions 

(12 et 7 % pour le 255 et le 283 respectivement) étaient nettement plus faibles que dans le cas de 

ReP1 WT (Figure 2-E). Cette faible intensité de l’apoprotéine dans le cas de ReP1 Y128F indique que 

les ligands ont moins d’affinité pour cette protéine et donc que le résidu tyrosine 128 intervient dans 

la fixation de ces ligands. 

Les différences de masse mesurées correspondent probablement à la fixation d’acide gras 

par les protéines. Nous avons donc effectué des ajouts dosés acides gras différents aux solutions 

contenant ReP1 WT et ReP1 Y128F: acide palmitoléique (253,2 Da), acide palmitique (255,2 Da) et 

acide oléique (283,2 Da). L’analyse en conditions non-dénaturantes de ces mélanges a permis 

d’observer que l’intensité des pics correspondant à l’incrément de la masse de l’acide gras ajouté 

augmentait de façon proportionnelle avec la quantité ajoutée sans jamais pouvoir atteindre la 

saturation de la protéine (Figure 2-B, C et D). Le mutant ReP1 Y128F montrait aussi, dans ces 

expériences, une moindre affinité pour les acides gras que la protéine sauvage. 
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Figure 2 : Analyse par MS non-dénaturante de ReP1-NCXSQ et de son mutant ReP1-NCXSQ Y128F. Zoom sur 

les pics correspondant à l’état de charge 8+. Les protéines sont injectées à 5 µM. A) ReP1-NCXSQ WT. B, C et 

D) ReP1-NCXSQ WT incubé avec trois équivalent molaire d’acide palmitique, palmitoléique et oléique 

respectivement. E) ReP1-NCXSQ Y128F. 

 Pour caractériser ces acides gras et déterminer le ligand naturel permettant d’activer cette 

protéine, nous avons effectué des expériences de LC-HRMS. La protéine ReP1 WT NCQX ainsi que la 

protéine mutante ont été analysés dans trois conditions différentes : 

• Protéine non incubée avec les vésicules lipidiques de calamar ; 

• Protéine incubée avec les vésicules lipidiques de calamar en absence de MgATP ; 

• Protéine incubée avec les vésicules lipidiques de calamar en présence de MgATP. 

La mesure de masse à haute résolution (15000 à m/z 622) permet de déterminer la masse 

exacte des composés analysés à ± 10 ppm. Ceci permet de déterminer leur formule empirique et de 

comparer leur massif isotopique avec le massif isotopique de la molécule empirique proposée. Nous 

avons donc réussi à l’aide de cette stratégie à identifier les acides gras présents en solution (Tableau 

1 et Figure 3 et 4).  

L’analyse LC-HRMS de ReP1 WT non incubée avec les vésicules lipidiques montre que l’acide 

palmitique est absent de la solution (Figure 3-A). Après incubation de cette protéine avec les 
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vésicules lipidiques, on observe des chromatogrammes entièrement superposables avec celui obtenu 

pour la protéine non incubée (Figure 3-B et C). Cependant, pour la protéine incubée en absence de 

MgATP, on observe l’apparition d’un pic supplémentaire (Figure 3-B). Le seul composé présent dans 

ce pic est identifié par HRMS et correspond à l’acide palmitique (m/z 255,2324). La reproductibilité 

de ces résultats a été vérifiée en réalisant trois répétitions indépendantes de ces expériences. Ces 

résultats ont été interprétés de la manière suivante : ReP1 WT purifiée n’interagit pas avec un acide 

palmitique, cependant après incubation de ReP1 WT avec les vésicules lipidiques du calamar en 

absence de MgATP, de l’acide palmitique présent dans les vésicules est piégé dans une poche 

spécifique (démontré par cristallographie, voir la publication à la fin du chapitre). En présence de 

MgATP,  l’acide palmitique n’est plus détecté par LC-HRMS, il est donc probablement transféré à 

l’échangeur NCXSQ1. 

No. du 

pic 
Acide gras 

Formule 

moléculaire 

Masse 

monoisotopique 

théorique (Da)* 

Masse 

monoisotopique 

mesurée (Da)* 

Précision 

(ppm) 

1 Acide Docosahexaenoic (DHA) C22H32O2 327,2324 327,2319 2,5 
2 Acide palmitoléique C16H30O2 253,2168 253,2165 3,1 
3 Acide Linoléique C18H32O2 279,2324 279,2320 2,9 
4 Acide dihomo-γ-linolénique (DGLA) ou acide 

éicosatetraenoique (ETA) + espèce inconnue 
C20H34O2 

? 
305,2480 
 - 

305,2473 
267,2320 

4,6 
- 

5 Acide palmitique C16H32O2 255,2324 255,2322 3,0 
6 Acide oléique C18H34O2 281,2481 281,2478 2,3 

Tableau 1 : Liste des acides gras identifiés à l’aide des mesures HRMS. La colonne numéro de pic fait 

référence aux pics observés sur les chromatogrammes des figures 3 et 4. * les masses sont celles des acides 

gras déprotonés (ions [M-H]
-
). 

 

Figure 3 : Analyse LC-HRMS et identification des acides gras. Chromatogrammes des acides gras interagissant 

avec ReP1 WT (A) et ReP1 WT incubée avec les vésicules lipidiques de calamar en absence (B) et en présence 

(C) de MgATP (voir tableau 1 pour la liste des acides gras). 

Les mêmes analyses ont été réalisées avec le mutant ReP1 Y128F dans les mêmes conditions. 

Les résultats nous permettent de constater que ce mutant n’est plus capable de fixer l’acide gras. Les 

chromatogrammes obtenus dans les trois conditions d’incubation sont entièrement superposables 

(Figure 4). Ceci montre que le résidu tyrosine 128 est directement impliqué dans l’interaction avec 

l’acide palmitique et dans son transport. 
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Figure 4 : Analyse LC-HRMS et identification des acides gras. Chromatogrammes des acides gras interagissant 

avec ReP1 Y128F incubée avec les vésicules lipidiques de calamar en absence de MgATP (A) et en présence de 

MgATP (B) (voir tableau 1 pour la liste des acides gras). 

5. Conclusion 

 Notre stratégie de spectrométrie de masse supramoléculaire combinée à la caractérisation 

des acides gras par MS à haute résolution (HRMS) a permis d’identifier l’acide palmitique comme 

étant le ligand biologique de la protéine ReP1-NCXSQ et de mettre en évidence le rôle indispensable 

du résidu tyrosine 128 dans l’interaction et le transport de ce ligand. Ces résultats combinés à ceux 

des études cristallographiques ont permis de mieux comprendre la structure de cette protéine et de 

proposer un nouveau mécanisme de régulation de l’échangeur Na+/Ca2+ basé sur le transport d’acide 

palmitique. L’expérience clé pour l’identification de ce ligand biologique était l’analyse LC-HRMS des 

protéines incubées avec les vésicules de calamar en présence et en absence de MgATP. Elle a permis 

de montrer que l’acide palmitique présent dans les vésicules est piégé dans la poche active de la 

protéine (vérifié par cristallographie) et libéré en présence de MgATP. Ses résultats ont fait l’objet 

d’une publication dans le journal Acta Crystalographica Section D. 
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BioOrganique (LSMBO), Université de Strasbourg, IPHC, 25 Rue Becquerel, 67087

Strasbourg, France, cCNRS, UMR7178, 67037 Strasbourg, France, dLaboratorio de

Biofı́sica, Instituto de Investigación Médica ‘Mercedes y Martı́n Ferreyra’ (INIMEC–
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A correction is published to Table 2 in the article by Cousido-

Siah et al. [(2012), Acta Cryst. D68, 1098–1107].

On page 1103 of the article by Cousido-Siah et al. (2012) the decimal

points are missing in the molecular masses given in Table 2. The

correct masses are included in the corrected Table 2 given below. The

conclusions of the article remain unchanged.
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Table 2
Summary of identified fatty acids from HRMS measurements (Fig. 3).

Theoretical molecular masses are indicated as [M � H]� ions. n.i., not identified.

Peak No. Fatty acid
Molecular
formula

Theoretical
monoisotopic
mass (Da)

Measured
monoisotopic
mass (Da)

1 Docosahexaenoic acid (DHA) C22H32O2 327.232 327.232 (4)
2 Palmitoleic acid C16H30O2 253.216 253.215 (4)
3 Linoleic acid C18H32O2 279.232 279.232 (2)
4 Dihomo-�-linoleic acid (DGLA) C20H34O2 305.248 305.247 (1)

or eicosatetraenoic acid (ETA) + n.i. n.i. n.i. 267.232 (3)
5 Palmitic acid C16H32O2 255.232 255.232
6 Oleic acid C18H34O2 281.248 281.247 (4)
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Mitschler,a Sarah Sanglier-
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The protein ReP1-NCXSQ was isolated from the cytosol of

squid nerves and has been shown to be required for MgATP

stimulation of the squid nerve Na+/Ca2+ exchanger NCXSQ1.

In order to determine its mode of action and the corre-

sponding biologically active ligand, sequence analysis, crystal

structures and mass-spectrometric studies of this protein and

its Tyr128Phe mutant are reported. Sequence analysis suggests

that it belongs to the CRABP family in the FABP superfamily.

The X-ray structure at 1.28 Å resolution shows the FABP

�-barrel fold, with a fatty acid inside the barrel that makes a

relatively short hydrogen bond to Tyr128 and shows a double

bond between C9 and C10 but that is disordered beyond

C12. Mass-spectrometric studies identified this fatty acid as

palmitoleic acid, confirming the double bond between C9 and

C10 and establishing a length of 16 C atoms in the aliphatic

chain. This acid was caught inside during the culture in

Escherichia coli and therefore is not necessarily linked to the

biological activity. The Tyr128Phe mutant was unable to

activate the Na+/Ca2+ exchanger and the corresponding crystal

structure showed that without the hydrogen bond to Tyr128

the palmitoleic acid inside the barrel becomes disordered.

Native mass-spectrometric analysis confirmed a lower occu-

pancy of the fatty acid in the Tyr128Phe mutant. The

correlation between (i) the lack of activity of the Tyr128Phe

mutant, (ii) the lower occupancy/disorder of the bound

palmitoleic acid and (iii) the mass-spectrometric studies of

ReP1-NCXSQ suggests that the transport of a fatty acid is

involved in regulation of the NCXSQ1 exchanger, providing a

novel insight into the mechanism of its regulation. In order

to identify the biologically active ligand, additional high-

resolution mass-spectrometric studies of the ligands bound to

ReP1-NCXSQ were performed after incubation with squid

nerve vesicles both with and without MgATP. These studies

clearly identified palmitic acid as the fatty acid involved in

regulation of the Na+/Ca2+ exchanger from squid nerve.
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PDB References:

ReP1-NCXSQ, 3ppt;

Tyr128Phe mutant, 3pp6.

1. Introduction

Na+/Ca2+ exchangers are highly regulated by processes taking

place at the large intracellular loop. The two exchangers that

have been most studied functionally and structurally are those

http://scripts.iucr.org/cgi-bin/cr.cgi?rm=pdfbb&cnor=en5495&bbid=BB40


from mammalian heart (NCX11) and squid nerve (NCXSQ1)

(Blaustein & Lederer, 1999; DiPolo & Beaugé, 2006). Both

were studied in their native state in situ (giant patch clamp,

internally dialyzed squid giant axons or inside-out plasma

membrane vesicles) or in alien cells expressing the cloned

exchangers (Berberián et al., 2012). The basis of these regu-

lations are related to the existence of nontransporting Ca2+-

regulatory sites located on the intracellular ‘regulatory’ loop;

these sites must be occupied in order for any transport mode

to take place. Ionic (H+
i and H+

i + Na+
i ) inhibition acts by

impairing the binding of Ca2+ to those sites located in two

domains named CBD1 and CBD2 (Hilge et al., 2006; Nicoll

et al., 2006); as expected, their effects are counteracted by

increasing the concentration of intracellular calcium [Ca2+]i. In

addition, there is an MgATP up-regulation which, by an as yet

unknown intimate mechanism, protects the Ca2+-regulatory

site from intracellular H+
i and H+

i + Na+
i inhibition (Doering &

Lederer, 1994; Hilgemann et al., 1992; DiPolo & Beaugé,

2002). Although the ionic regulations of the exchangers are

similar in the two aforementioned preparations, they differ

drastically in the case of MgATP. In mammalian heart NCX1

up-regulation takes place via the production and binding to

the exchanger of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

[PtdIns(4,5)P2]. On the other hand, in NCXSQ1 PtdIns(4,5)P2

is ineffective (DiPolo & Beaugé, 2002), while MgATP up-

regulation requires the presence of a soluble cytosolic protein

(Beaugé et al., 1996) present in both nerve axoplasm and optic

ganglia. This protein of 132 amino acids, named ReP1-

NCXSQ (regulatory protein of the squid nerve sodium

calcium exchanger), was cloned, overexpressed and purified.

Functional experiments showed that to be active ReP1-

NCXSQ must be phosphorylated by a membrane-bound

staurosporin-insensitive kinase and that MgATP might be

necessary for this phosphorylation (Berberián et al., 2007). It

should be noted that, in contrast to these previous functional

studies, the protein that we studied here was found not to be

phosphorylated. This protein was observed in several squid

species, including Loligo pealei, Doryteuthis plei and Sepio-

theutis sepioidea. Originally identified as a lipocalin

(Berberián et al., 2009), this protein is actually placed at the

frontier between the CRABP and FABP families (see x3).

FABPs and CRABPs are members of the same superfamily. A

few CRABPs have been identified from invertebrates, one of

which binds both palmitic acid and retinoic acid with high

affinity (Gu et al., 2002; Folli et al., 2005). Members of both

groups share a superimposable three-dimensional structure

and relevant sequence similarity. Almost all members of the

FABP family bind fatty acids, while CRABPs usually bind

retinoic acid. Depending on the structural elements and the

database considered for classification, they can be included in

the following families: cytosolic fatty-acid signature-containing

proteins (PS00214, PROSITE; http://www.expasy.org/

prosite), fatty acid-binding protein-like (SCOP; http://

scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/) and homologous superfamily

code 2.40.128.20 (CATH; http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/

cath). Recently, Ono and Odani have proposed joining the

FABPs, CRABPs and retinal CRBPs in a new superfamily

named FABPs (Ono & Odani, 2010). Therefore, this protein

belongs to the FABP superfamily and is placed at the frontier

between CRABPs and FABPs.

In this work, X-ray structural and mass-spectrometric

studies of ReP1-NCXSQ suggest that it acts as a carrier of

fatty acids and that palmitic acid is involved in the regulation

of the Na+/Ca2+ exchanger from squid nerve. Despite the

important advances made regarding the structure and phos-

pholipid interactions of ReP1-NCXSQ1, the molecular

mechanism underlying regulation remains unknown.

2. Experimental procedures

2.1. Mutagenesis (Tyr128Phe)

The point mutation of ReP1-NCXSQ was obtained using

Phusion polymerase (Finnzymes, Finland) and pET28a-ReP1-

NCXSQ as a template. Following PCR, DpnI (Fermentas Inc.,

USA) incubation for 2 h at 310 K was used to digest parental

DNA and select for mutation-containing amplified DNA. The

introduction of the desired mutation into the recombinant

plasmid was determined using automatic sequencing by the

IGBMC core facility. The oligonucleotides used were from

Invitrogen (Argentina). The primers used were as follows:

forward primer, 50-gtg tgc acc cgt att ttt aaa cgc gtg gat ctc-30;

reverse primer, 50-gag atc cac gcg ttt aaa aat acg ggt gca cac-30.

2.2. ReP1-NCXSQ purification, preparation of nerve
membrane vesicles, incubation and transport studies

The expression and purification of His-tagged native and

mutant ReP1-NCXSQ were performed as described

previously (Berberián et al., 2009). Membrane vesicles were

obtained from the optic nerves of two squid species

(S. sepioidea and L. pealei), subjected to homogenization and

differential centrifugation as described elsewhere (Beaugé et

al., 1996; DiPolo et al., 1997) and loaded with 300 mM NaCl,

0.1 mM Tris–EDTA, 30 mM Tris–MOPS (pH 7.3 at 293 K).

About 40% of them were in the inside-out orientation, making

it possible to study intracellular exchanger–ligand interactions

by their presence in the extravesicular solutions.

For incubation with the vesicles, 25 ml of vesicles was

incubated with 175 ml ReP1-NCXSQ at 10 mg ml�1 for 20 s

at room temperature with 25 ml 250 mM NMG–Cl, 50 mM

HEPES–Tris pH 7.3, 1.14 mM CaCl2, 1.5 mM Tris–EGTA,

10 mM MgCl2, 2 mM vanadate with or without 25 ml 5 mM

MgATP. The reaction was stopped with 4 mM Tris–EDTA

and 1 mM vanadate (both final concentrations) at 273 K.

research papers

Acta Cryst. (2012). D68, 1098–1107 Cousido-Siah et al. � ReP1-NCXSQ 1099

1 Abbreviations used: ReP1-NCXSQ, cytosolic regulatory protein of the squid
nerve Na+/Ca2+ exchanger; CRABP, cellular retinoic acid-binding protein;
FABP, fatty acid-binding protein, NCX1, mammalian heart Na+/Ca2+

exchanger; NCXSQ1, squid nerve Na+/Ca2+ exchanger; MgATP, magnesium
adenosine 50-triphosphate; LBP, lipid-binding protein; CRBP, cellular retinol-
binding protein; H+

i, intracellular H+; Na+
i, intracellular Na+; Ca2+

i, intracellular
Ca2+; PtdIns(4,5)P2, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; NMG, N-methyl-
d-glucamine; CHES, N-cyclohexyl-2-aminoethanesulfonic acid; MOPS, 3-(N-
morpholino)propanesulfonic acid; HRMS, high-resolution mass spectrometry;
ESI-MS, electrospray ionization mass spectrometry; LC-MS, liquid chromato-
graphy coupled to mass spectrometry.



The membrane vesicles were separated by centrifugation at

12 000 rev min�1 for 30 min.

The assays for ion transport consisted of measuring the Na+-

gradient-dependent 45Ca2+ uptake (forward mode in inside-

out vesicles; Berberián et al., 2009). The external solutions

consisted of low (20 mM) or high (300 mM) NaCl, 1 mM free

Mg2+, 0.2 mM vanadate, 0.15 mM EGTA, 20 mM Tris–MOPS

(pH 7.3 at 293–295 K) and 1 mM Ca2+; when present, MgATP

was at 1 mM concentration. Iso-osmolar amounts of NMG–Cl

compensated for the reduction in Na+ concentration. The Na+-

gradient-dependent Ca2+ uptake was taken as the difference

between that observed at low and high Na+ concentration; the

incubation time was 10 s and the temperature was 293–295 K.

The transport studies were performed for the wild type (WT)

and the mutant.

2.3. Crystallization and structure determination of WT and
Tyr128Phe mutant ReP1-NCXSQ

Crystals of WT ReP1-NCXSQ were grown by hanging-drop

vapour diffusion at 277 K. The protein was concentrated to

10 mg ml�1 in 10 mM Tris–HCl pH 7.4, 150 mM NaCl. For

crystal growth, a 2 ml drop of protein solution was mixed with

an equal volume of precipitating solution (200 mM KCl, 35%

PEG 2000 MME) and equilibrated against 0.5 ml of the same

solution. Typically, rod-like crystals appeared in 2–3 d and

continued to grow to maximum dimensions of 300 � 100 �

50 mm. They were cryoprotected by transfer into precipitating

solution plus 5% ethylene glycol and were flash-cooled in

liquid ethane prior to data collection.

An initial data set was collected to 1.8 Å resolution with the

laboratory source. The data were processed with HKL-2000

(Otwinowski & Minor, 1997) and the structure was solved by

molecular replacement (Navaza, 1994) using PDB entry 1yiv

(Hunter et al., 2005). The correct sequence was fitted with

ARP/wARP (Perrakis et al., 1997) and the structure was

refined with REFMAC5 (Murshudov et al., 2011). A second

data set was collected to a resolution of 1.28 Å on the X06DA

beamline at the Swiss Light Source (SLS). The structure was

further refined at 1.28 Å resolution with REFMAC5 and

PHENIX (Adams et al., 2002) to an R factor of 13.4% and an

Rfree of 17.1%. The model and the diffraction data have been

deposited in the Protein Data Bank with code 3ppt. Note that

the differences in the occupancies of protein and ligand atoms

in the PDB deposition are the result of independent refine-

ment. For data-collection and refinement statistics, see Table 1.

For the Tyr128Phe mutant of ReP1-NCXSQ, the protein

was also concentrated to 10 mg ml�1 in 10 mM Tris–HCl pH

7.4, 150 mM NaCl, but the crystals were obtained using a

different crystallization condition. Rod-like crystals appeared

in 100 mM CHES pH 9.5, 30% PEG 3000. A data set was

collected to 1.9 Å resolution on the X06DA beamline at SLS.

The structure was solved by molecular replacement to an R

factor of 20.8% and an Rfree of 26.6%. The model and the

diffraction data have been deposited in the Protein Data Bank

with code 3pp6. For data-collection and refinement statistics,

see Table 1.

2.4. Native mass spectrometry

Prior to mass-spectrometric (MS) experiments, the proteins

were buffer-exchanged against 10 mM ammonium acetate pH

6.8 using microcentrifuge gel-filtration columns (Zeba 0.5 ml;

Thermo Scientific, Rockford, Illinois, USA). Protein concen-

trations were determined spectrophotometrically. Native MS

analyses were performed using an electrospray time-of-flight

(ESI-TOF) mass spectrometer (LCT; Waters, Manchester,

England) equipped with an automated chip-based nanoESI

source (Triversa Nanomate; Advion Biosciences, Ithaca, New

York, USA) operating in the positive-ion mode. External

calibration was performed using the multiply charged ions

produced by 2 mM horse heart myoglobin diluted in 1:1(v:v)

water:acetonitrile acidified with 1%(v/v) formic acid. The

molecular mass, integrity and homogeneity of the proteins

were first checked under denaturing conditions by diluting the

proteins to 2 mM in 1:1(v:v) water:acetonitrile acidified with

1%(v/v) formic acid. The measured molecular masses of

WT ReP1-NCXSQ (15 597.6 � 0.1 Da) and ReP1-NCXSQ

Tyr128Phe (15 582.0 � 0.1 Da) were found to be in agreement

with the masses calculated on the basis of the amino-acid

sequences with deletion of the N-terminal methionine. Native
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Table 1
X-ray data-collection and refinement statistics for WT and Tyr128Phe
mutant ReP1-NCXSQ crystals.

Values in parentheses are for the highest resolution shell.

Protein WT Tyr128Phe mutant

Data collection
X-ray beamline and source X06DA [PXIII], SLS X06DA [PXIII], SLS
Wavelength (Å) 0.9000 0.91960
Space group P212121 P32

Asymmetric unit content Monomer Trimer
Unit-cell parameters (Å) a = 40.32, b = 49.58,

c = 60.47
a = 80.26, c = 59.34

Resolution range (Å) 50.0–1.28 (1.33–1.28) 50.0–1.90 (1.97–1.90)
No. of observations 175673 103423
No. of unique reflections 31531 33356
Multiplicity 5.6 (5.2) 3.1 (3.1)
Completeness (%) 98.7 (97.6) 98.8 (98.3)
Rmerge

1 (%) 4.3 (37.6) 3.5 (37.5)
Mean I/�(I) 32.8 (4.1) 32.3 (3.2)

Refinement
Refinement resolution

range (Å)
30.25–1.28 34.76–1.90

R factor (%) 13.4 20.8
Rfree (%) 17.1 26.6
No. of reflections used

in refinement
31468 31990

Model used for
molecular replacement

1yiv 1yiv

R.m.s.d. bonds (Å) 0.008 0.007
R.m.s.d. angles (�) 1.291 1.099
No. of protein atoms 1267 3801
No. of solvent molecules 252 363
Ramachandran plot

Favoured (%) 98.53 97.02
Accepted (%) 1.47 2.68
Outliers (%) 0 0.3

1 Rmerge =
P

hkl

P
i jIiðhklÞ � hIðhklÞij=

P
hkl

P
i IiðhklÞ.



MS experiments require careful instrumental

tuning to find the best compromise between

ion desolvation/transmission through the mass

spectrometer and the preservation of weak

noncovalent interactions in the gas phase. In

this study, instrumental optimization especially

concerned the accelerating voltage applied on

the sample cone (Vc) and the pressure in the

first pumping stage of the mass spectrometer

(Pi). While Pi was fixed at 750 Pa, Vc was fixed

at 10 V for protein–fatty acid complex detec-

tion. Native MS analysis were performed by

diluting buffer-exchanged proteins to 5 mM in

H2O. Data analysis was performed with

MassLynx 4.0 (Waters, Manchester, England).

The peak intensities at the three charge states

+7, +8 and +9 of the different species (apo-

protein and holoprotein) were used to calcu-

late the ratios of each detected species.

2.5. High-resolution LC-MS analysis

LC-MS analyses were performed on an

Agilent 1100 HPLC system (Agilent Technol-

ogies, Palo Alto, California, USA) coupled to

an electrospray quadrupole/time of flight-type

mass spectrometer (MicrOTOF Q; Bruker

Daltonics, Bremen, Germany). 1 mg protein

was injected onto a Zorbax SB-C18 Rapid

Resolution Cartridge 2.1 � 30 mm, 3.5 mm

particle-size, 80 Å bore-diameter column

(Agilent Technologies). The solvent system

consisted of 5 mM aqueous ammonium acetate

(solvent A) and a mixture of 75% acetonitrile,

20% 2-propanol and 5% 50 mM aqueous

ammonium acetate (solvent B). While the

proteins were excluded from the column owing

to the narrow bore diameter (80 Å), the fatty

acids bound to the proteins were trapped on

the column at 15% solvent B and elution was

performed at a flow rate of 0.25 ml min�1 with

a 15–90% solvent B gradient over 4 min followed by 90%

solvent B for 4 min and 100% solvent B for a further 4 min

before reconditioning of the column at 15% solvent B. The

MicrOTOF Q was operated in the negative-ion mode. The

performance and resolution were verified using Tunemix

(Agilent Technologies, USA). The resolution at m/z 602 was

15 000. Mass calibration of the TOF was achieved prior to

analysis between m/z 50 and 1200 using lithium formate

(10 mM) in order to obtain a mass precision of�10 p.p.m. The

capillary voltage was set to 4500 V. The complete system was

fully controlled by Compass/HyStar software (Bruker

Daltonics, Germany). Prior to protein injection, a blank

consisting of 1 ml of the matrix in which the protein was

dissolved (1 mM ammonium acetate) was injected. The blank

was then substracted from the protein analysis using the

software Metabolite Detect (Bruker Daltonics, Germany).

Data analysis was performed using DataAnalysis 4 (Bruker

Daltonics, Germany). In order to identify the fatty acids eluted

from the column, we used SmartFormula (a function of

DataAnalysis 4), which can calculate an empirical formula

from an exact mass measurement. We calculated the formulae

of all peaks eluted from the column allowing �10 p.p.m. error

on the mass of the generated formulae.

2.6. Sequence alignment

An initial BLASTx search (default conditions) at the

National Center for Biotechnology Information (NCBI)

showed that ReP1-NCXSQ has the greatest number of hits

with cytosolic retinoic acid-binding proteins (CRABPs) and

fatty acid-binding proteins (FABPs). In order to discern which

proteins belong to which subgroups, we aligned ReP1-NCXSQ
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Figure 1
Phylogenetic tree derived from neighbour-joining analysis of invertebrate sequences and
selected representatives of vertebrate CRABPs and FABPs. FABPs from invertebrates:
SbFABP from Schistosoma bovis (Sb); SjFABPc from S. japonicum (Sj); Sm14 from S.
mansoni (Sm); FgFABP from Fasciola gigantica (Fg); Fh15 from F. hepatica (Fh); LBP5-7
from Caenorhabditis elegans (Ce); ap2-like from C. elegans; TpFABP from Tyrophagus
putrescentiae (Tp); LBP1-4 from C. elegans (Ce); BmFABP1 from Brugia malayi (Bm); As-
p18 from Ascaris suum (As). FABPs from vertebrates: heart-type FABPs (H-FABPs) from
Danio rerio (Dr), Homo sapiens (Hs) and Xenopus laevis (Xl); intestinal-type FABPs (I-
FABPS) from H. sapiens (Hs), Gallus gallus (Gg), D. rerio (Dr); liver-type FABPs (L-
FABPs) from H. sapiens (Hs) and G. gallus (Gg); Lb-FABP, liver basic type FABP from D.
rerio (Dr). Vertebrate and invertebrate CRABPs are listed in Supplementary Figs. S1, S2
and S3. ReP1-NXSQ is marked with an asterisk. The scale indicates the size of the branch
lengths, which is proportional to the divergence time (in arbitrary units in this case, as the
molecular clock is not set).



with vertebrate and invertebrate

CRABPs and FABPs using the ClustalX

v.2.0.10 software (Larkin et al., 2007).

ClustalX was used because of the lack of

structural data for invertebrate homo-

logues. Selected sequences from

GenBank were used to develop a

neighbour-joining tree using MEGA

(Kumar et al., 1993). The significance of

branching points was assessed by boot-

strapping with 500 pseudoreplicates.

3. Results

3.1. ReP1-NCXSQ belongs to the
CRABP family and the FABP super-
family

Alignment of ReP1-NCXSQ with

CRABPs from invertebrates (Supple-

mentary Fig. S12) revealed a similarity

of 70% and an identity of 37%, while

that with vertebrate CRABPs gave a

similarity of 66% and an identity of 30%

(Supplementary Fig. S22), suggesting

that it belongs to the CRABP family of

the FABP superfamily (Ono & Odani,

2010). In particular, it presents the

fingerprint of the FABP superfamily

and most of its conserved amino acids

(Furuhashi & Hotamisligil, 2008;

Esteves & Ehrlich, 2006). Supplemen-

tary Fig. S32 shows the conserved amino

acids of H-FABPs and CRABPs that

are shared with the deduced ReP1-

NCXSQ sequence. The sequence align-

ment from BLAST shows that the closest sequence is that of

the retinoic acid/retinol-binding protein from shrimp

(gb|AAL68638.1|AF458289_1). It also shows a strong simi-

larity, both in sequence and structure, to myelin P2 proteins

from vertebrates.

When ReP1-NCXSQ was aligned with invertebrate FABPs

similarity and identity were considerably lower (23% simi-

larity and 7.5% identity; Supplementary Fig. S42). To further

explore the position of the squid protein in the protein

superfamily, a phylogenetic reconstruction was performed.

The ReP1-NCXSQ sequence clusters with Metapenaeus ensis

CRABP and forms a sister group to a cluster of insect

CRABPs. Both clades are also clustered with invertebrate

FABPs (Fig. 1). Moreover, if we restrict the comparison to

proteins from arthropods and even insects, this trend is

supported (Supplementary Figs. S5 and S62). A detailed

discussion of the assignment as FABP or CRABP is given in

the Supplementary Material.2

3.2. Mass-spectrometric characterization of ReP1-NCXSQ
and its Tyr128Phe mutant

Prior to crystallization studies, ReP1-NCXSQ and its

Tyr128Phe mutant were characterized in depth by a combi-

nation of MS-based techniques. Native MS analyses were first

conducted in order to detect any unknown ligand arising

from the Escherichia coli production medium and bound to

recombinant ReP1-NCXSQ. Liquid chromatography coupled

to high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS) was then

used to identify bound compounds.

Fig. 2 presents mass spectra obtained under native condi-

tions for both recombinant ReP1-NCXSQ and its Tyr128Phe

mutant. In the wild-type recombinant protein (WT ReP1-

NCXSQ), 44% of the ions detected correspond to species with

an unknown ligand bound to the protein. Among these, 21%

had a mass increase of 255 � 1 Da, while the other 23% had a

mass increase of 283 � 1 Da (Fig. 2a).

As fatty acids are molecules that are known to fortuitously

interact with proteins such as nuclear receptors (Bourguet et

al., 2000; de Urquiza et al., 2000; Elviri et al., 2001; Potier et al.,

2003) and because ReP1-NCXSQ belongs to the FABP
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Figure 2
Native mass-spectrometric analysis of ReP1-NCXSQ and its Tyr128Phe mutant. ESI-MS mass
spectra obtained under nondenaturing conditions (1 mM ammonium acetate buffer pH 6.8) for (a)
WT ReP1-NCXSQ, (b) WT ReP1-NCXSQ incubated with three molar equivalents of palmitic acid,
(c) WT ReP1-NCXSQ incubated with three molar equivalents of palmitoleic acid, (d) WT ReP1-
NCXSQ incubated with three molar equivalents of oleic acid and (e) ReP1-NCXSQ Tyr128Phe
mutant. The accelerating cone voltage was set to 10 V and the interface pressure to 750 Pa in order
to preserve weak protein–ligand interactions. Proteins were injected at 5 mM.

2 Supplementary material has been deposited in the IUCr electronic archive
(Reference: EN5495). Services for accessing this material are described at the
back of the journal.



superfamily, palmitic/palmitoleic acids could be proposed as

possible interacting compounds corresponding to the 15 853�

1 Da complex, while linoleic/oleic acid may correspond to the

15 881 � 1 Da compound (Fig. 2a). The binding capabilities of

palmitoleic, palmitic and oleic acids to both ReP1-NCXSQ

and the Tyr128Phe mutant were investigated by the direct

addition of three molar equivalents of each individual fatty

acid to wild-type ReP1-NCXSQ protein (Figs. 2b–2e). As

expected, depending on the fatty acid spiked, subsequent

increases of the m/z ratio corresponding to either palmitoleic,

palmitic or oleic acid bound to WT ReP1-NCXSQ were

observed (Figs. 2b–2d). Interestingly, for the Tyr128Phe

mutant the native MS results show a lower occupancy for fatty

acids. Only 12% of the detected species could correspond to

an ReP1-NCXSQ–palmitic/palmitoleic acid complex and 7%

to an ReP1-NCXSQ–linoleic/oleic acid complex (Fig. 2e).

High-resolution LC-MS experiments (LC-HRMS) were

then performed to deduce molecular formulae from exact

mass measurements. LC chromatograms obtained with the

WT ReP1-NCXSQ protein (Fig. 3a and

Table 2) show that there is no peak

corresponding to either palmitic or

linoleic acid. Conversely, a peak corre-

sponding to palmitoleic acid was clearly

identified. Together, these MS results

prompted us to conclude that oleic and

palmitoleic acids correspond to the

15 881 �1 and 15 853 �1 Da complexes

detected, respectively.

3.3. Mass-spectrometric characteriza-
tion of the fatty acid involved in the
regulation of NCXSQ

In order to assess the physiological

relevance of the identified fatty acids,

LC-HRMS experiments were also

conducted using the protein incubated

with squid nerve vesicles. As previously

described (Fig. 3a), no palmitic acid was

detected within the WT ReP1-NCXSQ

sample.

After incubation of ReP1-NCXSQ with squid nerve vesi-

cles, very similar LC chromatograms were obtained both in

the absence and the presence of MgATP (Figs. 3b and 3c).

However, in the absence of MgATP an additional peak (peak

5 in Fig. 3b) was detected that was absent in the presence of

MgATP. HRMS analyses clearly identified palmitic acid as the

only component present in peak 5 (Fig. 3 and Table 2). This

result can be interpreted in the following way: (i) in WT ReP1-

NCXSQ there is no palmitic acid (no peak 5 in Fig. 3a); (ii)

after vesicle incubation without MgATP palmitic acid binds to

the protein (peak 5 in Fig. 3b); (iii) after vesicle incubation

with MgATP palmitic acid is no longer detected and may thus

have been transferred to the exchanger (no peak 5 and narrow

peak 6 in Fig. 3c).

In order to investigate the role of Tyr128 in fatty-acid

binding after vesicle incubation, similar LC-HRMS experi-

ments were perfomed on the Tyr128Phe mutant (Supple-

mentary Fig. S8). Under the same conditions, mutated ReP1-

NCXSQ is no longer able to bind palmitic acid. This result
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Figure 3
Identification of fatty acids bound to ReP1-NCXSQ by high-resolution LC-MS analysis (LC-
HRMS). LC chromatograms of fatty-acid binding to (a) wild-type ReP1-NCXSQ, (b) ReP1-
NCXSQ pre-incubated with nerve vesicles without MgATP and (c) ReP1-NCXSQ pre-incubated
with nerve vesicles in the presence of MgATP. (i) Represent total ion chromatograms and (ii–iv)
correspond to extracted ion chromatograms of palmitoleic (ii), palmitic (iii) and oleic (iv) acids,
respectively.

Table 2
Summary of identified fatty acids from HRMS measurements (Fig. 3).

Theoretical molecular masses are indicated as [M � H]� ions. n.i., not identified.

Peak No. Fatty acid
Molecular
formula

Theoretical
monoisotopic
mass (Da)

Measured
monoisotopic
mass (Da)

1 Docosahexaenoic acid (DHA) C22H32O2 327232 327232 (4)
2 Palmitoleic acid C16H30O2 253216 253215 (4)
3 Linoleic acid C18H32O2 279232 279232 (2)
4 Dihomo-�-linoleic acid (DGLA) C20H34O2 305248 305247 (1)

or eicosatetraenoic acid (ETA) + n.i. n.i. n.i. 267232 (3)
5 Palmitic acid C16H32O2 255232 255232
6 Oleic acid C18H34O2 281248 281247 (4)
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strongly suggests that Tyr128 is directly involved in palmitic

acid transport.

In summary, even when the actual details of the interaction

of ReP1-NCXSQ with the exchanger remain elusive

(Berberián et al., 2009), the LC-HRMS strongly suggests that

ReP1-NCXSQ transports palmitic acid and that Tyr128 is

essential for this function.

3.4. Crystal structures of wild-type ReP1-NCXSQ and its
Tyr128Phe mutant

The crystal structures of wild-type ReP1-NCXSQ and the

Tyr128Phe mutant and their abilities to bind the fatty acid

inside the barrel were analyzed. The structures fold in a

�-sandwich with ten �-strands, as is typical for lipid-binding

proteins (Fig. 4a). For the wild type, the difference maps

clearly show the presence of a lipid arising from the E. coli

production medium which is ordered up to C12 (Fig. 4b). In

this chain, the high-resolution structure (1.28 Å) of WT ReP1-

NCXSQ allows the identification of a double bond between

C9 and C10 (1.33 Å) of the aliphatic chain. The major

conformation of the carboxylate head makes two strong

contacts with Arg126 (2.66 Å) and Tyr128 (2.60 Å) (Fig. 4c).

The O—O distance of 2.60 Å is close to the limit of a low-

barrier hydrogen bond (2.55 Å; Schiøtt et al., 1998). Such an

interaction has been observed previously with a distance of

2.50 Å (Marr et al., 2006).

Following the indications of native mass-spectrometric and

LC-HRMS experiments, electron-density signals observed for

Figure 4
Crystal structure of ReP1-NCXSQ. (a) Ribbon representation of the structure of WT ReP1-NCXSQ with the palmitoleic acid shown as a CPK model.
Note that the structure folds in a �-sandwich with ten �-strands that is typical of lipid-binding proteins. (b) Difference map of WT ReP1-NCXSQ
showing the presence of palmitoleic acid, contoured at 3.0�. Note the clear signal for the carboxylate head and the aliphatic chain up to C12 and the
disorder at the end of the aliphatic chain. (c) Hydrogen-bond contacts of the head of palmitoleic acid with Arg126 and Tyr128.

Table 3
Effect of WT and mutant ReP1-NCXSQ on the MgATP stimulation of
Na+-gradient-dependent Ca2+ uptake.

Protein type
MgATP stimulation of Na+-gradient-dependent
Ca2+ uptake (nmol mg�1 in 10 s)

WT, no MgATP 0.51 � 0.01
WT, with MgATP 1.25 � 0.03
Tyr128Phe, with MgATP 0.53 � 0.025



ReP1-NCXSQ were interpreted as the disordered tail (C13–

C16) of palmitoleic acid. This disorder had previously been

observed with oleic acid (Sacchettini et al., 1992). This fatty

acid tightly fits the interior of the protein. Similar observations

have been made with palmitic acid (Sacchettini et al., 1989;

Scapin et al., 1993; Jakobsson et al., 2003). The fact that the

fatty acid in the interior of the ReP1-NCXSQ barrel seems to

be stabilized by a relatively short hydrogen bond connecting

to Tyr128 offers the possibility of investigating whether this

bond is necessary for promotion of the stimulation of Na+/

Ca2+ exchanger by MgATP. The functional analysis results

described in Table 3 show that the MgATP up-regulation of

the exchanger is strongly diminished by Tyr128Phe-mutated

ReP1-NCXSQ protein compared with the WT.

The Tyr128Phe mutant crystal structure provides difference

maps showing a signal for the palmitoleic acid, with disorder

of the carboxylate head and of the aliphatic chain C7–C16

(Fig. 5a). C atoms C7–C12, which are clearly seen in the WT

map, are not seen in the Tyr128Phe mutant. The carboxylate

head is significantly more disordered than in the WT structure.

Fig. 5(b) shows a comparison between the WT and Tyr128Phe

mutant structures, showing that they are very similar except in

the loop containing Phe58; this amino-acid residue, which is a

main component of the so-called portal region, is displaced by

almost 5 Å. This can be better observed in Figs. 5(c) and 5(d),

where the movement of Phe58 opens a channel leading into

the cavity. This flexibility of the portal region has previously

been observed in other structures (Reese-Wagoner et al., 1999;
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Figure 5
Comparison between WT and Tyr128Phe mutant ReP1-NCXSQ. (a) Difference map showing the presence of palmitoleic acid in the Tyr128Phe mutant,
contoured at 3.0�. Note the disordered signal for the carboxylate head and that the clear signal for palmitoleic acid stops after C8, showing disorder from
C8 to the end of the aliphatic chain. (b) Comparison of the structures of WT (green) and Tyr128Phe mutant ReP1-NCXSQ (yellow) showing the C� trace
and Phe58. (c) Comparison of the surface around Phe58 for WT (green, left) and Tyr128Phe (yellow, right) ReP1-NCXSQ. The palmitoleic acid (WT
position) is shown in green ball-and-stick representation.



Xu et al., 1993). This channel is closed in the WT–palmitoleic

acid complex. In other words, in the WT structure the position

of Phe58 is stabilized by a hydrophobic contact between

Phe58 CE1 and C10 of palmitoleic acid (3.57 Å distance),

whereas in the Tyr128Phe mutant the palmitoleic acid tail is

disordered, leading to a double conformation of the Phe58

loop with equal occupancies.

It is also worth mentioning the closed position of Phe58

when bound to WT ReP1-NCXSQ. A similar position has only

previously been observed when activating ligands were bound

to FABP4 (Gillilan et al., 2007).

4. Discussion

This work presents crystallographic and mass-spectrometric

results on the ReP1-NCXSQ protein, which is essential for

MgATP up-regulation of the squid nerve Na+/Ca2+ exchanger.

A sequence alignment shows that it shares primary structure

with the CRABP family of the FABP superfamily. The

fingerprint of the FABPs (see Furuhashi & Hotamisligil, 2008,

and references therein) and most of the conserved amino acids

described for FABPs from invertebrates (Esteves & Ehrlich,

2006) are present in ReP1-NCXSQ.

The presence in this protein of the characteristic binding

residues involved in the interaction with ligand carboxylate

head groups, a feature pertaining to several FABPs and to

CRABPs, and the close phylogenetic relationships with both

the vertebrate heart-type FABPs and CRBPs/CRABPs makes

it difficult to assign it to either the FABPs or the CRABPs. On

the other hand, the three-dimensional structures of FABPs

and CRABPS are superimposable (Supplementary Fig. S7).

Taking together sequence and phylogenetic data and binding

results, we assume that Rep1-NCXSQ is at the frontier

between the subfamilies, with several elements that lead us to

place it among the CRABPs.

Recombinant ReP1-NCXSQ expressed in E. coli contains

palmitoleic acid in the barrel. The fatty acid is held by

hydrogen bonds to Arg126 and Tyr128 (shortest bond). The

point mutation Tyr128Phe suggested that Tyr128 is a critical

residue that is essential for fatty acid binding in the barrel and

activity studies of the WT and the Tyr128Phe mutant showed

that Tyr128 is necessary for MgATP activation of the Na+/Ca2+

exchanger. The crystal and mass-spectrometric analyses

indicate the presence of palmitoleic acid attached to Tyr128

and Arg126 by hydrogen bonds and indicate that the

Tyr128Phe mutant loses, to a large extent if not completely, the

capability to retain the ligand inside the barrel when purified

from the expression system. This is accompanied by disorder

of the palmitoleic acid and a structural change at the level of

the so-called portal region (the Phe58 loop), which is

displaced by almost 5 Å, opening a channel leading into the

cavity.

Identification of the biological ligand is not obvious. The

most likely candidates are (i) palmitic acid, which is abundant

in squid axons (Zlatanos et al., 2006), (ii) PtdIns(4,5)P2, which

regulates the cardiac exchanger, and (iii) retinoic acid (RA),

as suggested by the fact that ReP1-NCXSQ has a sequence

profile that places it next to the CRABP family. In this regard,

it is interesting that ReP1-NCXSQ binds polyphospho-

inositides and phosphatidic acid but does not seem to bind

other membrane components such as cholesterol, sphingo-

myelin, phosphoserine, phosphoethanolamide or PtdIns

(Berberián et al., 2009).

MeCRABP was the first crustacean member of the retinoid/

fatty acid-binding protein family to be cloned. A study indi-

cated that the protein binds to both RA and retinal with

similar affinity (Gu et al., 2002). Note, however, that evidence

for roles of retinoic signalling outside the chordates and the

evolutionary origin of retinoic signalling itself still remain

elusive.

Palmitic acid is indeed a good candidate for the regulatory

function; there are several examples in the literature in which

it acts as a regulatory biological ligand, sometimes on

membrane transporters. (i) In Saccharomyces cerevisiae the

YPTI gene encoding a RAS-like guanine nucleotide-binding

protein is essential for cell viability. Mutations of two conse-

cutive cysteines at the carboxyl-terminus, either by deletion or

substitution by serines, resulted in a nonfunctional protein and

also a loss of palmitoylation as estimated by [3H]-palmitic acid

binding (Molenaar et al., 1988). (ii) In rat L6 cells, saturated

fatty acids, including palmitate, induce peripheral insulin

resistance by impairing GLUT4 translocation in response to

insulin (Tsuchiya et al., 2010). (iii) In the skeletal muscle L6

cell line, the acute effects of palmitic acid as followed by

immunofluorescence changes included rapidly induced

GLUT4 translocation and stimulated glucose uptake (Pu et al.,

2011). (iv) In mammalian heart, inhibition of the sodium pump

by phospholemman (PLM) required palmitoylation of the

PLM; the absence of palmitoylation rendered PLM ineffective

as, unexpectedly, did reduced PLM phosphorylation. There-

fore, palmitoylation of all FXYD proteins, which have

conserved intracellular cysteines, may be a universal means

of regulating the sodium pump (Tulloch et al., 2011). (v) In

neurons, dopamine transporters (DATs) are palmitoylated.

Inhibition of palmitic acid incorporation in DAT synapto-

somes with 2-bromopalmitate caused a marked inhibition of

transport Vmax with no losses of DAT protein or changes in

DAT surface levels; this indicated a direct effect of the loss of

palmitoylation by reducing transport kinetics.

The key experiment for identifying the biological ligand is

LC-HRMS analysis of the protein incubated with nerve vesi-

cles with and without MgATP. The resulting LC chromato-

grams are almost exactly superposable (Figs. 3b and 3c), with a

striking difference in the peak corresponding to palmitic acid,

which disappears for the protein incubated with nerve vesicles

and MgATP. These results show that WT ReP1-NCXSQ does

not bind palmitic acid, but palmitic acid is trapped during the

incubation with nerve vesicles. In the presence of MgATP and

vesicles the palmitic acid is released, probably to the

exchanger. This suggests that palmitic acid may play a crucial

role in the activity of ReP1-NCXSQ, but the mechanism of the

regulation remains unknown, in particular how MgATP

stimulates both lipid release and activation of the Na+/Ca2+

exchanger.
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In conclusion, the present findings suggest a novel

mechanism based on the transport of palmitic acid

for fine-tuning of the regulation of NCXSQ1 by ReP1-

NCXSQ.
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Conclusion générale 

  

L’objectif de ce travail de thèse était principalement focalisé sur le développement et  

les applications des approches méthodologiques permettant une caractérisation plus fine 

des protéomes avec un intérêt particulier autour des processus protéolytiques.  

En ce qui concerne les développements méthodologiques, nous avons pu améliorer 

et appliquer avec succès notre stratégie originale de marquage et d’enrichissement en 

peptides N-terminaux appelée N-TOP (N-Terminal Oriented Proteomics), et ceci au travers 

de trois développements méthodologiques que nous avons mis au point. 

1. Tout d’abord, nous avons rendu possible la dérivation des amines N-terminales dans 

un gel SDS-PAGE (stratégie Ingel N-TOP) grâce à l’élimination des produits 

secondaires du réactif. Ceci a permis de s’affranchir ainsi des problèmes liés aux 

tampons non compatibles avec le marquage en solution et aux faibles quantités 

d’échantillons. 

2. Nous avons ensuite développé une méthode de quantification relative des peptides 

N-terminaux des protéines afin de déterminer le taux de protéolyse de façon 

différentielle. Ceci a été réalisé grâce à la synthèse d’un réactif de dérivation  marqué 

aux isotopes stables (13C). L’application de cette stratégie appelée qN-TOP 

(« quantitative N-TOP ») sur des protéines modèles a permis de montrer que le 

marquage différentiel s’effectue avec succès et que la gamme linéaire est 

comparable à celle décrite pour les stratégies de quantification relative par marquage 

aux isotopes stables (1 à 2 logs). 

3. Enfin, dans le but d’avoir une meilleure séparation chromatographique entre les 

peptides N-terminaux dérivés et les peptides de digestion, nous avons synthétisé un 

réactif plus hydrophobe. Ce nouveau réactif nous a permis de déplacer, dans nos 

conditions chromatographiques, les peptides N-terminaux d’environ 8 minutes, par 

rapport au réactif classique. Ceci doit permettre d’augmenter le nombre 

d’identification des peptides marqués puisque la sélection par le spectromètre de 

masse pour la MS/MS sera maximisée. 

Nous avons ainsi pu étendre avec succès le champ d’application de la stratégie N-TOP 

à plusieurs problématiques de biologie. En ce qui concerne les applications de l’analyse 
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protéomique nous avons apporté des éléments de réponse dans plusieurs projets menés en 

collaboration avec des biologistes. 

Ainsi, dans une étude du protéome mitochondriale humain, nous avons pu, grâce à 

la stratégie N-TOP, identifier plus de 1700 protéines mitochondriales et caractériser 

plusieurs centaines de peptides de transit. De plus nous avons pu comparer dans le cadre du 

même projet deux moteurs de recherche, Mascot et OMSSA, que nous avons utilisé en 

parallèle pour la recherche dans les banques de données protéiques. Nos résultats ont 

permis de valider, corriger et annoter les peptides de transit prédit dans les banques de 

données. Ces résultats ont été implémentés dans la banque de données à haute valeur 

ajoutée « neXtprot ». En perspective, des études différentielles à travers des mitochondries 

issues de différents tissus biologiques sont en cours de préparation.  

Sur le parasite responsable du paludisme Plasmodium falciparum trois études ont 

été réalisées. La première décrit l’application de notre stratégie « Ingel N-TOP » aux 

protéines exportées par le parasite vers sa cellule hôte. Elle a permis d’identifier les résidus 

nécessaires à la reconnaissance moléculaire à chaque étape du mécanisme d’export et de 

mettre en évidence la nécessité d’une maturation à l’aide d’un clivage protéolytique et 

d’une acétylation de l’amine N-terminale de la protéine maturée. Dans la deuxième étude,  

nous avons caractérisé le protéome du parasite dans son stade érythrocytaire grâce à la 

stratégie N-TOP. Nous avons identifié près d’un millier de protéines et plus de 500 

extrémités N-terminales. Cette étude sera étendue aux autres compartiments de 

l’érythrocyte infecté. De plus, l’étude bioinformatique des identifications en cours, 

permettra de dégager un certain nombre de cibles thérapeutiques potentielles qui pourront  

ensuite être suivies par SRM. Enfin, dans une troisième étude, nous avons identifié une 

phosphothréonine indispensable pour la translocation de la protéine transporteur 

membranaire PfCRT impliquée dans la résistance du parasite aux antibiotiques. 

Une étude protéomique différentielle du tissu adipeux du rat soumis au jeûne 

prolongé a été réalisée en combinant une approche basée sur les gels 2D DiGE et 

l’identification par spectrométrie de masse. Nous avons ainsi pu identifier les protéines 

présentes dans 28 spots différentielles dans l’étude du tissu épididymaire. Grâce à l’interface 

web « msda.unistra.fr », développé au laboratoire, qui permet d’automatiser la recherche 

dans la base de données « Gene Ontology », nous avons classé les protéines différentielles 

en familles selon les processus biologiques dans lesquels elles sont impliquées. Ceci nous a 

permis de mettre en évidence les principaux mécanismes d’adaptation à la privation de 

nourriture.  

Une évaluation de la stratégie qN-TOP pour l’étude différentielle des clivages 

protéolytiques a été réalisée sur le foie de rat soumis au jeûne prolongé.  Le protéome 

hépatique est un bon exemple de protéome particulièrement complexe pour une étude de 

quantification relative en dégradomique. Nous n’avons pas pu quantifier de façon 

satisfaisante les changements protéolytiques entre les différents échantillons (foie de rat 
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nourri et en phase 2 et 3 du jeûne). Cependant cette étude nous a permis d’identifier les 

principales améliorations à apporter à la stratégie analytique. Il ressort de cette étude que la 

meilleure stratégie consisterait à réaliser une analyse en deux temps : une première analyse 

d’identification par LC-MS/MS, suivie par une analyse LC-MS du même digestât. Les données 

de quantification seront alors générées à partir de l’analyse LC-MS.  

Enfin, dans le cadre d’une étude de la structure d’une protéine du nerf du calamar 

impliquée dans l’échange sodium/calcium, nous avons développé une approche de 

spectrométrie de masse supramoléculaire combinée à une stratégie LC-MS de haute 

résolution. Ceci nous a permis de caractériser les interactions entre cette protéine et les 

acides gras contenus dans les vésicules lipidiques du calamar et d’identifier l’acide 

palmitique comme étant l’acide gras fonctionnel permettant d’activer cette protéine.  

Notre travail a illustré l’intérêt de la méthode de marquage N-terminal pour l’étude 

des clivages protéolytiques et a montré qu’elle peut être utilisée maintenant en routine, 

grâce aux améliorations apportées.  

Plusieurs perspectives d’amélioration peuvent encore être proposées. Elles portent 

sur l’augmentation de la sensibilité, grâce à d’autres réactifs de dérivation avec une 

hydrophobie modulée par exemple. Elles concernent également un meilleur traitement 

bioinformatique des données ; notre laboratoire travaille sur de nouveaux algorithmes pour 

la validation automatique des spectres de peptides marqués au TMPP. Enfin, une stratégie 

en deux temps (analyse LC-MS/MS puis LC-MS) permettra de réaliser des quantifications sur 

des échantillons très complexes. 

Ces perspectives illustrent que l’analyse protéomique est loin d’avoir atteint son 

potentiel maximal et que de nombreux autres développements permettront dans les années 

qui viennent des progrès en sensibilité, en dynamique et en débit similaires à ceux observés 

dans les analyses génomiques. 
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Partie II 

 

Dérivation des protéines en solution par le TMPP -Ac-OSu, le 13C9 –

TMPP-Ac-OSU et le TMPP-Pentanoyl-OSu (N-TOP) 

 Les protéines sont dissoutes dans un tampon tris 50 mM, urée 8 M, thiourée 2 M, 

SDS 1 % pH=8,20. Après dosage de Bradford (si la concentration est inconnue), réduction à 

l’aide de 5 mM de tributylphosphine et alkylation à l’aide de 30 mM d’iodoacétamide, 200 

équivalents molaires de réactif TMPP sont ajoutés. Après 1 heure de réaction avec agitation 

mécanique, 0,1 M d’hydroxylamine sont ajoutées, puis l’agitation du mélange est maintenue 

pendant 1 heure. Les protéines sont ensuite séparées sur un gel 1D. Le pourcentage de 

polyacrylamide des gels est choisi en fonction des protéines étudiées (16 % pour 

l’hémoglobine, 10 % pour les échantillons complexes). Pour la stratégie qN-TOP les 

échantillons dérivés au TMPP léger et lourd sont mélangés en quantité égale avant de les 

séparer sur le gel 1D. Les bandes sont ensuite découpées, lavées deux fois avec du 

bicarbonate d’ammonium 25 mM et deux fois avec de l’acétonitrile et puis les ponts 

disulfures  sont réduits à l’aide de DTT (10 mM) et les thiols des cystéines sont alkylés avec 

30 mM d’iodoacétamide. Les morceaux de gel sont ensuite déshydratés avec 50 µL 

d’acétonitrile. 

1. Chapitre 1 

1.1. Dérivation des protéines au TMPP-Ac-OSu dans le gel (Ingel N-TOP) 

Après séparation des protéines sur un gel 1D, les bandes d’intérêt sont excisées, 

lavées deux fois avec du bicarbonate d’ammonium 25 mM et deux fois avec de l’acétonitrile 

et puis les ponts disulfures sont réduits à l’aide de TCEP (5 mM) et les thiols des cystéines 

sont alkylés avec 30 mM d’iodoacétamide. Les morceaux de gel sont ensuite déshydratés 

avec 50 µL d’acétonitrile. La réaction de dérivation est effectuée en ajoutant à chaque bande 

de gel déshydratée 100 µg de TMPP-Ac-OSu contenu dans un volume maximal de 5 µL 

d’acétonitrile 20 %. Lorsque ce volume est absorbé par les morceaux de gel déshydratés, 50 

µL de tampon tris 50 mM, urée 8 M, thiourée 2 M, SDS 1 % pH=8,20 sont ajoutées. Après un 

temps de réaction d’une heure, 0,1 M d’hydroxylamine sont ajoutés pour arrêter la réaction. 

Les bandes de gel subissent ensuite quatre cycles de lavage/déshydratation automatisés sur 
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le robot Massprep (Waters). Chaque cycle comprend quatre lavages avec de 

l’hydrogenocarbonate d’ammonium 25 mM et de l’acétonitrile et une étape de 

déshydratation des morceaux de gel à l’aide de l’acétonitrile. 

1.2. Digestion enzymatique et analyse LC-MS/MS 

 Les protéines sont digérées dans le gel à l’aide de la trypsine (0,25 µg / bande de gel). 

Les peptides de digestion sont ensuite extraits à l’aide de 50 µL d’acétonitrile 60 % dans 40 % 

d’eau acidifiée avec 1 % HCOOH. Après évaporation de l’acétonitrile au speedvacuum, les 

peptides sont analysés par LC-MS/MS sur un système nanoLC ChipCube (Agilent 

Technologies) couplée à une trappe d’ions (Amazon, Bruker). La chip contenait une colonne 

analytique Zorbax 300SB-C18 (15 cm x 75 µm avec des particules de 5 µm) et une 

précolonne de 40 nL contenant la même phase. La phase mobile était composée d’un 

solvant A (2% acétonitrile dans 0,1% HCOOH) et d’un solvant B (98% acétonitrile, 2% eau, 

0,1% HCOOH). Les peptides sont injectés sur la colonne à l’aide du solvant A à 3,75 µL 

minutes et sont ensuite élués sur la colonne analytique à l’aide d’un gradient 8 – 60 % de B 

dans A en 45 mins (pour les digests de protéines modèles). 

 La trappe d’ions est utilisée en mode positif avec alternation d’un balayage MS et six 

balayages MS/MS. Les balayages MS sont effectués dans le mode « standard enhanced » à 

8.100 m/zs sur la gamme m/z 250-2000. Le temps d’accumulation maximal était de 200 ms. 

Pour la MS/MS, les six ions les plus intenses sont sélectionnés avec une préférence pour les 

deux et trois fois chargés. La fenêtre d’isolation était de 4 m/z. Les ions sélectionnés sont 

exclus pendant 1 cycle et 0,2 min. Le système était piloté à l’aide du logiciel Hystar. 

2. Chapitre 2 

2.1. Evaluation de la linéarité de réponse du MaXis à l’aide des protéines 

modèles marquées au TMPP lourd et léger 

Après dérivation des amines α de l’hémoglobine avec du TMPP léger et du TMPP 

lourd comme décrit ci-dessus, les protéines marquées léger et lourd sont déposées 

individuellement et en quantités égales sur un gel 1D (16% acrylamide/bisacrylamide). Les 

bandes de gel sont excisées et les protéines sont digérées dans le gel à l’aide de la trypsine 

(0,25 µg / bande de gel). Les peptides de digestion sont ensuite extraits à l’aide de 50 µL 

d’acétonitrile 60% dans 40% d’eau acidifiée avec 1% HCOOH. Les ratios léger/lourd sont 

ensuite préparés à partir de ces extraits et analysés sur le système nanoLC (NanoAcquity 

Waters) Q-TOF (Maxis, Bruker). 

Les mélanges de peptides sont injectés à 15 µL/min sur une précolonne 20 х 0.18 

mm, 5 µm Symmetry C18 (Waters) et sont ensuite élués à 0,45 µL/min sur une colonne 

BEH130 C18 column (Waters), 75 µm x 200 mm, 1.7 µm. La phase mobile était composée 

d’un solvant A (0,1% HCOOH dans l’eau) et d’un solvant B (0,1% HCOOH dans l’acétonitrile). 
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L’élution est réalisée à l’aide d’un gradient 6-45 % de solvant B dans A en 18 minutes suivi 

par un plateau d’une minute à 90 % B avant rééquilibration de la colonne à 99 % B. 

Le Maxis équipé d’un nanosprayer était utilisé en mode positif. Le TOF était étalonné 

de m/z 50 à 2200 à l’aide de Tuning Mix LC (Agilent Technologies). La correction de la dérive 

de cet étalonnage est effectuée par la diffusion en continu de 2 ions du Tuning Mix (m/z 

299,2945 et 922,0098). Pour la MS/MS, le système alternait un balayage MS de m/z 50 à 

2200  à 0,2 s et quatre balayages MS/MS sur la même gamme de m/z. La durée des 

balayages MS/MS est régulée automatiquement en fonction de l’intensité des ions 

sélectionnés lors des balayages MS. Les quatre ions les plus intenses sont sélectionnés et 

fragmentés en mode CID. Les ions sélectionnés sont ensuite exclus pendant 0,6 secondes. Le 

système était piloté à l’aide du logiciel Hystar (Bruker). L’interprétation des données et 

l’intégration des pics sont effectuées à l’aide du logiciel DataAnalysis (Bruker). 

3. Chapitre 3 

 La dérivation des protéines modèles (hémoglobine α et β) à l’aide des formes plus 

hydrophobes du TMPP est effectuée comme décrit dans le protocole ci-dessus. La digestion 

enzymatique et l’analyse LC-MS/MS sont effectuées comme décrit dans le protocole du 

chapitre 1 avec une différence : le gradient d’élution pour la chromatographie était de 8 à 60 

% en 120 minutes. 
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Partie III 

 

1. Chapitre 1 

Un article est en cours de publication pour ces travaux. Le paragraphe matériel et 

méthode de cet article est le suivant : 

N-termini labeling and sample preparation 

The mitochondria suspension is first centrifuged for 30 minutes at 10 000 x g, the 

supernatant is discarded. The mitochondria are then lysed by dissolution in the labeling 

buffer (50 mM Tris-HCl, 8 M urea, 2 M thiourea, 1% SDS, pH 8.20). A Bradford assay is 

performed to estimate the amount of proteins. The disulfide bonds are then reduced using 5 

mM tributylphosphine over 1 hour and alkylated using 50 mM iodoacetamide over 1 hour 

before adding 5 mM of tributylphosphine to eliminate the excess of iodoacetamide. The 

labeling reaction is then performed by adding 200 molar excess of (N-

Succinimidyloxycarbonylmethyl)tris(2,4,6-trimethoxyphenyl)phosphonium bromide (TMPP) 

(Sigma-Aldrich) and incubating for 1 hour. The reaction is then quenched using 100 mM of 

hydroxylamine over 1 hour. The mitochondrial proteins are then loaded on a 10% SDS 

polyacrylamide gel electrophoresis (100 µg of protein per gel line). The gel is then stained 

with colloidal blue and finally each gel line is sliced into 33 slices of 2 mm each using an 

adapted gel slicing tool and transferred into a 96 well plate. The gel slices were then 

prepared for enzymatic digestion using a MassPrep automated system (Waters, Manchester, 

UK).  The gel slices were washed twice in 25 mM ammonium hydrogen carbonate and 

acetonitrile before being dehydrated. Two independent enzymatic digestions were performed 

in-gel using modified porcine trypsin (Promega, France) and AspN (Roche, Germany) at 37°C 

overnight. The peptides are then extracted twice using 40:60 water: acetonitrile + 1 % formic 

acid solution for the first extraction and 100 % acetonitrile for the second one. The volumes 

of the extracts are then reduced by speed vacuuming. The AspN and tryptic peptides are then 

analyzed by LC-MS/MS using two different mass analyzers.  

NanoLC-MS/MS analysis with a Q-TOF type instrument 

Peptides were analyzed using an UHPLC system (NanoAcquity, Waters, Milford MA, 

USA) coupled to a high resolution nanoElectrospray-Quadrupole-Time of Flight type mass 



Partie expérimentale 

| 220 

spectrometer (Maxis, Bruker Daltonics, Bremen, Germany). The peptides were trapped on a 

20 х 0.18 mm, 5 µm Symmetry C18 precolumn (Waters), and then separated on a ACQUITY 

UPLC® BEH130 C18 column (Waters), 75 µm x 200 mm, 1.7 µm particle size. The solvent 

system consisted of 0.1 % formic acid in water (solvent A) and 0.1 % formic acid in 

acetonitrile (solvent B). Trapping was performed during 1 min at 15 µL/min with 99 % of 

solvent A and 1% of solvent B. Elution was performed at a flow rate of 450 nL/min, using 1-50 

% gradient (solvent B) over 38 min at 45°C followed by 90% (solvent B) over 1 min before the 

reconditioning of the column at 99 % of solvent A over 6 min. 

The Maxis equipped with a nanosprayer was operated in the positive ion mode. Mass 

calibration of the TOF was achieved prior to analysis from m/z 50 to 2200 using Tunemix 

(Agilent technologies, Waldbronn, Germany).  Online correction of this calibration was 

performed using two Tunemix ions (m/z 299.2945 and 922.0098) as recalibration masses. 

The capillary voltage was set to 4500 V and the end plate offset to -500 V. For tandem MS 

experiment, the system was operated with automatic switching between MS and MS/MS 

modes. The MS scan is performed over a m/z range of [50;2200] at 0.2 seconds/scan. The 

MS/MS time is regulated by the intensity of the selected peak on the MS spectrum; it ranges 

from 0.1 to 1.4 seconds/scan over the same m/z range. The five most abundant peptides, 

preferably doubly and triply charged ions, were selected on each MS spectrum for further 

isolation and Collision Induced Dissociation (CID) using optimized collision energy depending 

on the charge state and the m/z of the ion. The selected peptides are then excluded for 0.8 

minutes. The complete system was fully controlled by Compass Hystar (Bruker Daltonics). 

NanoLC-MS/MS analysis with an ion trap type instrument 

Peptides were analyzed using an Agilent 1200 series HPLC-Chip/MS system (Agilent 

Technologies, Palo Alto, CA, USA) coupled to an Amazon ion trap mass spectrometer (Bruker 

Daltonics, Bremen, Germany). The Chip contained a Zorbax 300SB-C18 (150 mm x 75 µm, 

with a 5 µm particle size) column and a Zorbax 300SB-C18 (40nL, 5µm) enrichment column 

(Agilent Technologies). The solvent system consisted of 2 % Methanol and 0.1 % formic acid 

in water (solvent A); 2 % water and 0.1 % formic acid in acetonitrile (solvent B). The peptides 

were loaded onto the enrichment column at a 3.75 µL/min flow rate using solvent A. Elution 

was performed at a flow rate of 0.3 µL/min with a 10-30 % solvent B linear gradient over 20 

min followed by 30-70 % solvent B linear gradient over 80 min followed by an 85 % stage 

(solvent B) over 6 min before reconditioning the column over 10 min.  

The Amazon ion trap was operated in the positive ion mode and calibrated prior to 

analysis using Tunemix (Agilent Technologies). Two independent experiments were 

performed; the first using Collision-Induced Dissociation (CID) and the second using Electron 

Transfer Dissociation (ETD). The MS scanning was performed in the standard enhanced 

resolution mode at a scan rate of 8100 m/z per second. The mass range was 250 – 1500 m/z. 

The ion charge control was 200 000 and the maximum accumulation time was 200 ms. A 

total of two scans were averaged to obtain an MS spectrum. For tandem MS experiment the 
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system was operated with automatic switching between MS and MS/MS modes. The six most 

abundant peptide ions, preferring doubly charged ones (absolute threshold of 5000 and a 

relative of 5 %), were selected on each MS spectrum for further isolation (4 m/z isolation 

width) and fragmentation. Ions were excluded after 1 spectrum and released after 0.5 min. 

the MS/MS scanning was performed in the ultrascan resolution mode at a scan rate of 

32 000 m/z per second. The ion charge control was set at 300 000. A total of 5 scans were 

averaged to obtain a MS/MS spectrum. The complete system was fully controlled by 

Compass Hystar (Bruker Daltonics). 

Database search and interpretation 

Mass Data collected during analysis were processed, converted into mgf files using 

DataAnalysis software (Bruker Daltonics). The mgf files were submitted to two different 

search engines, Mascot (Matrix Sciences, Boston, MA, USA) in its 2.3 version on a local 

server; and OMSSA (NCBI, USA) on the EGEE grid (http://msda.u-strasbg.fr). Searches were 

performed against a composite target-decoy database generated using internally developed 

tools (http://msda.u-strasbg.fr) and containing the Swissprot protein sequences of Homo 

sapiens and common contaminants (Trypsin) downloaded on the 28th of January 2010. Two 

different searches were performed using both search engines: a first search for global protein 

identification by specific enzyme cleavage and a second search by semispecific enzymatic 

cleavage for N-termini identification for transit peptide characterization. 

For the Q-TOF Maxis data, searches were performed with a 5 ppm Da error tolerance 

on mass measurements for precursor and 0.02 Da error tolerance for fragment ions. For the 

Amazon ion trap data searches were performed with a 0.2 Da error tolerance on mass 

measurements for both precursor and fragment ions.  

In specific enzyme searches, oxidation of methionine residues, acetylation of protein 

N-terminal residues and carbamidomethylation of cysteine residues of were searched as 

variable modifications. Up to one trypsin and 2 AspN miss cleavage sites were allowed. In 

semispecific enzymes searches, TMPP-Ac peptide N-terminal residues, lysine, tyrosine and 

cysteine residues were searched as variable modifications along with the above cited 

modifications. Up to 2 trypsin and 3 AspN miss cleavage sites were allowed. 

The searches’ results were then processed and interpreted using Scaffold 3 (Proteome 

Software, Portland, OR, USA). In the global identification searches, a target-decoy strategy is 

applied using search engine’s (OMSSA and Mascot) score thresholds in order to have a 

protein false discovery rate inferior to 1 %. For the N-termini characterization searches, all 

spectra yielding a TMPP labeled peptide identification are manually inspected and 

interpreted in order to validate the identification. 

http://msda.u-strasbg.fr/
http://msda.u-strasbg.fr/
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2. Chapitre 2 

2.1. Etude 1 

La dérivation au TMPP dans le gel et la digestion trypsique sont effectuées comme 

décrit dans le protocole du chapitre 2 de la partie II. L’analyse nanoLC-MS/MS est effectuée 

comme décrit dans le chapitre 1 de la partie III paragraphe 2. Les détails de l’interprétation 

des données et l’identification des protéines et des peptides sont décrites dans le 

paragraphe stratégie analytique de cette étude. 

2.2. Etude 2 

Les détails des expériences et des protocoles expérimentaux sont décrits dans le 

paragraphe stratégie analytique de l’étude. 

2.3. Etude 3 

Les détails des expériences et des protocoles expérimentaux sont décrits dans la 

publication des résultats. 

3. Chapitre 3 

Les détails des expériences et des protocoles expérimentaux sont décrits dans la 

publication des résultats.  

4. Chapitre 4 

Pour les analyses nanoLC-MS/MS, les conditions expérimentales sont les suivantes : 

 Les peptides générés par la digestion trypsique sont analysés sur un système nanoLC 

Chip-Cube (Agilent) couplé à un spectromètre de masse se type trappe d’ions 

(Amazon, Bruker). La pente du gradient utilisée est une pente douce de 10 à 60 % de 

méthanol dans l’eau en 120 minutes. Des gradients lents avec des pentes douces 

sont des gradients de choix pour la stratégie N-TOP en général, surtout lorsqu’il s’agit 

de l’analyse d’échantillon complexe. Ces gradients permettent une meilleure 

séparation des peptides marqués au TMPP et par la suite, favorisent d’avantage leur 

sélection par le spectromètre de masse pour la MS/MS.  

Le méthanol en tant que modificateur de phase a été utilisé au laboratoire suite à la 

pénurie mondiale d’acétonitrile en 2009. Des tests ont été effectués pour évaluer le 

méthanol et le comparer à l’acétonitrile pour l’analyse nanoLC-MS/MS. Ces travaux sont 

présentés dans la thèse d’Agnès Hovasse. Les résultats de ces tests montrent que l’utilisation 

du méthanol ne pénalise pas les performances analytiques du système après adaptations 
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des gradients chromatographiques. De plus, l’efficacité de l’ionisation électrospray s’est 

trouvée améliorée. 

Les paramètres de la trappe d’ions sont identiques à ceux décrits dans le chapitre 1 

de la partie III. 

5. Chapitre 5 

Les détails des expériences et des protocoles expérimentaux sont décrits dans la 

publication des résultats. 
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Travaux supplémentaires 

 

Dans le cadre de différentes collaborations au cours de ma thèse avec l’Institut de 

Biologie Moléculaire des Plantes de Strasbourg, les outils de l’analyse protéomique nous ont 

permis d’apporter des éléments de réponses à plusieurs problématiques de biologie 

végétale. Nous avons ainsi pu caractériser un site de phosphorylation de la protéine GIP 

d’Arabidopsis thaliana et de celle de son homologue humaine. Nous avons également 

identifié certaines protéines impliquées dans la biosynthèse des glycanes liés à l’isoprényl. 

Dans cette partie « Travaux supplémentaires », sont jointes une publication dans The 

Plant Cell parue en 2011, le contexte de l’étude de la protéine GIP, ainsi que la partie 

matériel et méthodes d’un article en cours de rédaction et les spectres qui ont permis la 

caractérisation des sites de phosphorylation de cette protéine GIP.  

Au congrès SMAP 2009 à Dijon, nous avons présenté dans un poster des travaux 

effectués en collaboration avec le laboratoire de Chimie Analytique et Sciences Séparatives 

de l’IPHC de Strasbourg. Ce poster est aussi joint dans cette partie. Ces travaux portent sur la 

caractérisation de métalloprotéines par une approche HR-CN-PAGE (« High Resolution Clear 

Native PolyAcrylamide Gel Electrophoresis ») et par spectrométrie de masse 

supramoléculaire. Le poster présenté à été récompensé par le prix du meilleur poster du 

congrès SMAP 2009. 
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The most abundant posttranslational modification in nature is the attachment of preassembled high-mannose-type glycans,

which determines the fate and localization of the modified protein and modulates the biological functions of glycosyl-

phosphatidylinositol-anchored and N-glycosylated proteins. In eukaryotes, all mannose residues attached to glycoproteins

from the luminal side of the endoplasmic reticulum (ER) derive from the polyprenyl monosaccharide carrier, dolichol

P-mannose (Dol-P-Man), which is flipped across the ER membrane to the lumen. We show that in plants, Dol-P-Man is

synthesized when Dol-P-Man synthase1 (DPMS1), the catalytic core, interacts with two binding proteins, DPMS2 and

DPMS3, that may serve as membrane anchors for DPMS1 or provide catalytic assistance. This configuration is reminiscent

of that observed in mammals but is distinct from the single DPMS protein catalyzing Dol-P-Man biosynthesis in bakers’

yeast and protozoan parasites. Overexpression of DPMS1 in Arabidopsis thaliana results in disorganized stem morphology

and vascular bundle arrangements, wrinkled seed coat, and constitutive ER stress response. Loss-of-function mutations

and RNA interference–mediated reduction of DPMS1 expression in Arabidopsis also caused a wrinkled seed coat phenotype

and most remarkably enhanced hypersensitivity to ammonium that was manifested by extensive chlorosis and a strong

reduction of root growth. Collectively, these data reveal a previously unsuspected role of the prenyl-linked carrier pathway

for plant development and physiology that may help integrate several aspects of candidate susceptibility genes to ammo-

nium stress.

INTRODUCTION

The biological functions of more than 50% of proteins are

determined by the covalent attachment of carbohydrates re-

ferred to as glycans, which constitute the most diverse and

abundant posttranslational modifications found in nature

(Apweiler et al., 1999). Data from human studies reveal that most

virus and pathogenic microbes bind to cells via glycoproteins

(Hart and Copeland, 2010). Furthermore, several clinical markers

and therapeutic targets of cancer cells are glycoproteins (Zhao

et al., 2006; Hart and Copeland, 2010). Four different types

of protein glycosylation have been characterized. These include

N-glycosylation, C- andO-mannosylation, and the glycosyl phos-

phatidylinositol (GPI) anchor attachment (Figure 1). Although

N-glycosylations occur in different taxa, including Eukarya,

Bacteria, and Archaea (Weerapana and Imperiali, 2006; Jones

et al., 2009), plants apparently do not perform protein

C-mannosylation and protein O-mannosylation (Furmanek and

Hofsteenge, 2000; Lommel and Strahl, 2009).

In eukaryotic organisms, N-glycosylation is achieved by co- or

posttranslational attachment of the preassembled core glycan,

Glc3Man9GlcNAc2-Asn (Glc, Man, and GlcNAc refer to Glc, Man,

and N-acetylglucosamine) to the g-amido group of a specific Asn

in the glycosylation consensus sequence Asn-X-Ser/Thr. The

reaction is catalyzed by an oligosaccharyltransferasemultisubunit

complex in the endoplasmic reticulum (ER)membranes (Yanet al.,

2005). This modification favors the folding of N-glycoproteins due

to increased solubility (Molinari, 2007; Hanson et al., 2009) and

represents a key signal used by the ER-associated protein deg-

radation machinery to determine the fate of misfolded proteins

(Helenius andAebi, 2001). Indeed, just after the transfer, theglycan

is subject to trimming processes by glucosidases I and II to allow

1 These authors contributed equally to this work.
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interactions between the resulting high-Man glycan and ER chap-

erones for quality control (Figure 1). Following removal of the

terminal Man by ER a1,2-mannosidases, the N-glycoprotein is

exported by the vesicular transport system to the Golgi complex

and post-Golgi compartments where the glycan core is further

modified (Helenius and Aebi, 2001; Lehrman, 2001; Lehle et al.,

2006; Banerjee et al., 2007; Molinari, 2007). Mutant analyses have

shown that several steps of the N-glycan synthesis pathways are

vital and contribute to plant development and defense (van der

Hoorn et al., 2005; Pattison and Amtmann, 2009; Saijo et al., 2009;

Häweker et al., 2010).

Like N-glycoproteins, the preformed GPI anchor, EtNP-

Man3GlcN2PI (referring to ethanolamine phosphate, Man, gluco-

samine, and phosphatidyl inositol) is attached to proteins by a

multisubunit transamidase complex (Orlean and Menon, 2007;

Ferguson et al., 2009) following their translocation across the ER

membrane. GPI anchors permit more efficient membrane anchor-

ing of proteins compared with acylated or prenylated proteins

because they deeply penetrate into the half hydrophobic mem-

brane leaflet (Orlean and Menon, 2007). GPI-anchored proteins

are crucial components of plant cell surfaces and are involved in

the control of multiple aspects of plant development, such as

cellulose deposition, wall integrity, membrane raft structure, and

root growth, and are implicated in plant pathogen interactions

(Borner et al., 2003; Gillmor et al., 2005; Roudier et al., 2005;

Debono et al., 2009). In addition, 40%of the Arabidopsis thaliana

proteins predicted to possess GPI anchors are potentially mod-

ified by O-linked arabinogalactans (Ellis et al., 2010), which in

Figure 1. Dol-P-Man Biogenesis in Plants and Its Implication in Posttranslational Modifications.

Dolichol formed from plastid- and mevalonate-derived IPP is used for the synthesis of Dol-P-Man. The reaction is catalyzed by the DPMS complex

(DPMS1, DPMS2, and DPMS3). Dolichol is also used for the synthesis of the glycan intermediate (Man5GlcNAc2-PP-Dol). Dol-P-Man and

Man5GlcNAc2-PP-Dol are subsequently translocated to the ER lumen by unknown flippases. Dol-P-Man is subsequently used for the biosynthesis

of GPI-anchored proteins and the preassembled glycan Glc3Man9GlcNAc2, which is further transferred to the amido group of Asn in the N-glycosylation

site, Asn-X-Ser/Thr. Following the trimming process, the decision is made to retain, export, or degrade the polypeptide. Man residues (in red) are

specifically donated by DPMS for GPI anchor biosynthesis or incorporated into the glycan Glc3Man9GlcNAc2-PP- by ALG enzymes: ALG3 (Man 6th),

ALG9 (Man 7th and 9th), and ALG12 (Man 8th) are indicated. Asterisks refer to subpathways not yet elucidated in plants.

1986 The Plant Cell



addition to their biological functions are key constituents of plant

gums (Pettolino et al., 2006; Seifert and Roberts, 2007).

The presence of several Man residues represents a conserved

feature of the four types of protein-linked glycans (Figure 1). In

the Golgi complex, only guanosine 59-diphosphate-Man (GDP-

Man) is used as theMandonor, whereas in the ER,GDP-Man and

prenyl-linked mannoses are used (Helenius and Aebi, 2001). The

prenyl monosaccharide dolichol P-Man (Dol-P-Man) acts as the

main carrier of transferredMan residues. The synthesis of Dol-P-

Man proceeds via two main steps: formation of dolichyl phos-

phate (Dol-P) and addition of Man from GDP-Man. In yeast and

mammalian cells, Dol-P is synthesized exclusively from the

mevalonic pathway between the cytosol and the ER compart-

ments (Schenk et al., 2001). In plants, the initial steps of Dol-P

synthesis operate in the plastids fromdeoxy xylulose phosphate-

derived isopentenyl diphosphate (IPP) (40 to 50% of total IPP

incorporated) and IPP derived from the cytosolic mevalonic

pathway (Skorupinska-Tudek et al., 2008). Subsequently, doli-

chol P-Man synthase (DPMS) located on the cytoplasmic face of

the ER catalyzes the transfer of Man from GDP-Man to Dol-P,

and the resulting Dol-P-Man is translocated to the luminal side of

the ER membrane by an unknown flippase (Sanyal and Menon,

2010). Based on available data from mammalian cells, the

translocated Dol-P-Man donates all of the Man residues used

on the luminal side of the ER for the synthesis of the GPI anchor

and the four mannoses of N-glycans (the 6th to the 9th Man

residues) (Burda et al., 1999; Frank and Aebi, 2005) (Figure 1).

Accumulating evidence supports the existence of two classes

of DPMS. In Saccharomyces cerevisiae (Orlean et al., 1988),

Trypanosoma brucei (Mazhari-Tabrizi et al., 1996), Leishmania

mexicana (Ilgoutz et al., 1999), and Thermoplasma acidophilum

(Zhu and Laine, 1996), DPMS functions as a homomeric enzyme

termed DPMS1. By contrast, in mammals (Maeda et al., 2000;

Maeda and Kinoshita, 2008), Schizosaccharomyces pombe

(Colussi et al., 1997), and Trichoderma ressei (Kruszewska

et al., 2000), the synthesis of Dol-P-Man requires the assembly

of a heteromeric complex, including a catalytic DPMS1 and

noncatalytic DPMS2 and DPMS3 proteins. The identification,

organization, and biological role of DPMS in plants are not yet

known. In this study, we analyzed howDol-P-Man is synthesized

in plants and evaluated its role using overexpressing and knock-

out lines. We provide evidence that in plants, Dol-P-Man is

synthesized as in mammals by three protein components

referred to as DPMS1, DPMS2, and DPMS3. DPMS1 is the

catalytic module and is tethered or assisted by DPMS2 and

DPMS3. Our study based on the analysis of the loss of function

and the overexpression of DPMS1 demonstrates the central role

played by the Dol-P-Man pathway during Arabidopsis growth

and development and highlights the unexpected hypersensitivity

of dpms1 mutant plants to ammonium.

RESULTS

Characterization and Functional Reconstitution of DPMS

Because Dol-P-Man synthesis is catalyzed by homomeric or

heteromeric (Maeda and Kinoshita, 2008) enzymes, we made

use of comparative genomic analysis to identify putative plant

homologs of the minimum core enzyme DPMS1 and its potential

protein partners, DPMS2 and DPMS3. We performed a BLAST

search against the Arabidopsis database using yeast DPMS1 and

human DPMS1, DPMS2, and DPMS3 as query sequences. We

noted a significantmatch (BLASTP, E value = 9e-47) to the peptide

sequence encoded by At1g20575 that was subsequently consid-

ered to be the putative Arabidopsis DPMS1 (At-DPMS1). At-

DPMS1 displayed identity 61% to human, S. pombe (61%), S.

cerevisiae (28%), and rice (Oryza sativa; 85%) homologs (see

Supplemental Figure 1 online). Using the same procedure, we

retrieved putative Arabidopsis DPMS2 (At1g74340) and DPMS3

(At1g48140) proteins that have E values of 4e-14 and 0.001 and

sequence identity 57 and 31% to human DPMS2 and DPMS3,

respectively (see Supplemental Figures 2 and 3 online). Using the

prediction program HMMTOP (http://www.enzim.hu/hmmtop/

html/submit.html), we noted the presence of transmembrane

domains in DPMS2 (two transmembrane helices, 7-30 and 49-

73) and DPMS3 (two transmembrane helices, 7-27 and 36-55).

Previous studies based on the relatedness to the bacterial spore

coat formingprotein SpSA have shown that humanDPMS1 andS.

cerevisiae DPMS1 have similar tertiary structure, in spite of their

divergence (Maeda and Kinoshita, 2008). These studies indicate

that in human and S. cerevisiae, Tyr-12, Asp-44, Asp-97, and Arg-

212 are key active residues (Lamani et al., 2006; Maeda and

Kinoshita, 2008). These residues are conserved in Arabidopsis

DPMS1 (see Supplemental Figure 1 online).

To analyze precisely the requirements for Arabidopsis Dol-P-

Man synthesis, we used purified recombinant DPMS1, DPMS2,

and DPMS3 proteins (see Supplemental Figure 4 online). Recom-

binant DPMS1 alone did not catalyzeDol-P-Man synthesis (Figure

2, lane 1). Similarly, recombinant DPMS2 and DMPS3 did not

display DPMS activity either individually or when both proteins

were combined (Figure 2, lanes 2, 3, and 7). Dol-P-Man was

synthesized when DPMS1 + DPMS2 + DPMS3 were associated

(Figure 2, lane 4), and the reaction was linear with respect to time

for 45 min. When DPMS1 and DPMS3 alone were coincubated

(i.e., in the absence of DPMS2), up to 20% of the activity could be

recovered (Figure 2, lane 6), whereas only 5% of the activity was

obtained in thepresenceDPMS1+DPMS2alone (Figure2, lane 5).

BecauseArabidopsis accumulates dolichols fromDol14 to Dol23
(Jozwiak et al., 2009), anddue to the paucity of data characterizing

Dol-P-Man, scale-up reactions were performed using a reaction

mixture containing nonlabeledDol14 to analyze further the reaction

product ofArabidopsisDPMS. The DEAE-cellulose fraction eluted

with dichloromethane/methanol (7v/3v) containing ammonia (0.28

N) and 50 mM ammonium acetate was subjected to liquid chro-

matography–electrospray ionization–mass spectrometry (LC-ESI-

MS) analysis to characterize the putative Dol14-P-Man product

with an expected molecular mass of 1215. LC-ESI-MS analysis

revealed under basic conditions (pH 8) the presence of an ion

with a mass-to-charge ratio (m/z) of 1196 that had the highest

intensity, corresponding to the dehydrated form [M-H20- H]

(Figure 3A). A [M-H]- form with m/z 1214 was also identified, but

with a lower intensity, and was nevertheless the best candidate

for the identification of theMan residue and the phosphate group

that gave a loss of m/z 241 corresponding to [Man-PO3] (see

Supplemental Figure 5 online). These data agree with the fact
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that dolichol-hexose-phosphate molecules are better identified

in their dehydrated form and by the characteristic ion atm/z 241

(Rush et al., 1998; Sheeley and Reinhold, 1998; Garrett et al.,

2007). It has also been shown that the fragmentation of Dol-P-

hexose involves a partial or total loss of the hexose and the

phosphate moieties (Rush et al., 1998; Sheeley and Reinhold,

1998;Garrett et al., 2007). Indeed, in our study, the fragmentation

of the Dol14-P-Man generated two intense daughter ions of m/z

1094 and 1052, corresponding to the loss of Man and [Dol-

HPO4]-, respectively, and to partial loss of Man (120 D) [Dol-PO4-

(C2H3O)], which were subsequently used for multiple reaction

monitoring (MRM) analysis (Figures 3A and 3B).

All considered, these data demonstrate that DPMS1 is the

catalytic module of DPMS, but the enzyme activity requires the

coincubation of DPMS1 with DPMS2 and DPMS3. Thus, DPMS2

and DPMS3 are probably orthologs of mammal DPMS2 and

DPMS3 (Maeda and Kinoshita, 2008). These data suggest that the

catalytic activity of Arabidopsis DPMS1 is more stringently mod-

ulatedbyDPMS3 thanbyDPMS2. These observations are in good

agreement with previous data observed in the case of mammalian

cells and in contrast with those reported for S. cerevisiae, where

DPMS1 alone catalyzes the synthesis of Dol-P-Man without the

assistance of additional proteins (Orlean et al., 1988).

To characterize further the role of DPMS1, DPMS2, and

DMSP3, we searched independent insertion mutants corre-

sponding to each locus among publicly available Arabidopsis

T-DNA mutant databases. T-DNA insertion lines of DPMS1

(dpms1-1 and dpms1-2), DPMS2 (dpms2-1 and dpms2-2), and

DPMS3 (dpms3-1 and dpms3-2) were obtained. The resulting

homozygous insertion mutants were identified by PCR, RT-PCR,

and immunoblot analyses.DPMS transcripts did not accumulate

in the homozygousmutant lines, compared with wild-type plants

(see Supplemental Figures 6A to 6C online). Further analysis

using anti-DPMS1 antibodies revealed the absence of DPMS1 in

dpms1-1 and dpms1-2 mutants (see Supplemental Figure 6A

online). The capacity of each dpms mutant to catalyze the

synthesis of Dol-P-Man was tested in vitro using crude micro-

somal membranes. The synthesis of Dol-P-Man could be dem-

onstrated frommicrosomal membranes from dpms2 and dpms3

but was reduced to ;20 to 30% of the wild-type level (see

Supplemental Figure 7A online). By contrast, in microsomal

membranes isolated from dpms1, the synthesis of Dol-P-Man

could not be demonstrated (see Supplemental Figure 7A online).

TheDPMSdeficiency ofdpms1plantswas restored following the

expression of DPMS1 in a dpms1 mutant background (see

Supplemental Figure 7A online). Thus, as shown above, in the

absence of DPMS1, Dol-P-Man was not synthesized, regardless

of the presence of functional DPMS2 and DPMS3.

Our data suggest that Arabidopsis DPMS1, DPMS2, and

DPMS3 may interact or form a complex in vivo. The binding of

DPMS1, DPMS2, and DPMS3 to each other has been previously

demonstrated using mammalian cells transfected with epitope-

tagged proteins (Maeda et al., 2000). To determine whether

Arabidopsis DPMS proteins function as parts of a protein com-

plex, we transiently coexpressed green fluorescent protein

(GFP)-tagged Arabidopsis DPMS1, DPMS2, and DPMS3 in Ni-

cotiana benthamiana leaves. As a control, leaves were trans-

fected with Agrobacterium tumefaciens harboring an empty GFP

vector. Total proteins of transfected leaves were solubilized with

digitonin before immunoprecipitation using antibodies directed

against Arabidopsis DPMS1 (anti-DPMS1) covalently linked to

protein A-Sepharose. Following immunoprecipitation, bound

proteins were eluted with an acidic buffer and subjected to

immunoblot analysis using anti-GFP (Figure 4A). Immunoblot

analysis of the immunoprecipitates obtained using anti-DPMS1

indicates that no immunoprecipitate was recovered from leaves

transfected with the empty GFP vector (Figure 4A, lane 6). On the

other hand, the anti-GFP antibodies revealed interactions be-

tween DPMS1, DPMS2, and DPMS3 (Figure 4A, lane 7). Collec-

tively, these data indicate that DPMS1, DPMS2, and DPMS3

coimmunoprecipitate and probably interact in vivo. Using the

same protocol, one could note interactions between DPMS1

+DPMS2 (Figure 4A, lane 8), DPMS1+DPMS3 (Figure 4A, lane 9),

and DPMS2+DPMS3 (Figure 4A, lane 10). To assess the role of

DPMS3 further, we analyzed its interaction with DPMS1 and

DPMS2using an in vitro pull-down assay.Weusedbiotin-labeled

DPMS3 and ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase

(Rubisco) as a control to pull down interacting proteins from an

Escherichia coli extract expressing recombinant DPMS1 and

DPMS2 as thioredoxin fusion proteins. After extensive washing

to remove nonspecifically bound proteins, the acidic pH buffer

eluate was subjected to SDS-PAGE analysis (Figure 4B). DPMS3

pulled down two prominent polypeptides having molecular

masses of 43.8 kD (P1) and 25.2 kD (P2) (Figure 4B, lane 3) that

were excised and used for in-gel tryptic digestion and sequence

analysis by nanoliquid chromatography-MS/MS. The MS analy-

sis of interacting proteins from the pull-down assay revealed that

DPMS2 and DPMS1 are both DPMS3 binding proteins (see

Supplemental Table 1 online). Further analysis using individually

Figure 2. Reconstitution of DPMS Activity and TLC Analysis of Dol14-P-

Man Produced in Vitro.

Assays were performed using purified recombinant DPMS1, DPMS2,

and DPMS3 either alone (lanes 1 to 3) or in different combinations:

DPMS1 + DPMS2 + DPMS3 (lane 4), DPMS1 + DPMS2 (lane 5), DPMS1 +

DPMS3 (lane 6), and DPMS2 + DPMS3 (lane 7). The TLC plate was

developed using the solvent mixture (dichloromethane/methanol/water;

10:10:3, v/v/v), and reaction products were analyzed by autoradiogra-

phy. The origin (Or) and the position of Dol14-P-Man (arrow) are indicated.
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recombinant extracts containing DPMS1 (Figure 4B, lanes 4 and

5) or DPMS2 (Figure 4B, lanes 6 and 7) revealed that both interact

with DPMS3. The specificity was ascertained by the fact that

these polypeptides were not pulled down by Rubisco (Figure 4B,

lane 8). These data are reminiscent of the behavior ofmammalian

DPMS proteins in which DPMS3 could represent the binding

module for DPMS1 and DPMS2 (Ashida et al., 2006).

Finally, the subcellular localization of DPMS protein compo-

nents was analyzed by confocal microscopy using GFP-tagged

DPMS1, DPMS2, and DPMS3 that were transiently expressed in

Arabidopsis leaves. The results indicate that DPMS1 as well as

DPMS2 andDPMS3were localized in the ERmembranes like the

GFP-taggedmarker At-RTNLB2 (Nziengui et al., 2007) (Figure 5).

Hypersensitivity of dpms1 Plants to Ammonium

During the first step in characterizing dpms mutants, we ob-

served thatdpms2 (dpms2-1anddpms2-2) anddpms3 (dpms3-1

and dpms3-2) plants were phenotypically indistinguishable from

wild-type plants when grown on Murashige and Skoog (MS,

M0221) medium or soil. On the other hand, dpms1 (dpms1-1 and

dpms1-2) grown onMS (M0221) exhibited a chlorotic phenotype

and developed short roots (Figures 6A and 6B). To analyze

further the specificity of this phenomenon, we generated addi-

tional mutants byRNA interference (RNAi)-mediated reduction of

DPMS1 expression (DPMS1-RNAi). We isolated three DPMS1-

RNAi lines and confirmed the low expression of DPMS1 by RT-

PCR in lines 2 and 3 (see Supplemental Figure 6D online).

Chlorophyll content and root growth were drastically reduced in

DPMS1-RNAi3 plants (Figure 6B). The extent to which the DPMS

activity was reduced in the DPMS1-RNAi lines was evaluated

using microsomal membranes, revealing background activities

in DPMS1-RNAi2 and DPMS1-RNAi3 lines compared with wild-

type plants (see Supplemental Figure 7B online). Thus, the

phenotype analysis of DPMS1-RNAi plants recapitulated that

observed for T-DNA dpms1 plants. Unexpectedly, upon transfer

to soil, dpms1 and DPMS1-RNAi plants progressively lost their

chlorotic phenotype and accumulated chlorophylls to near wild-

type levels (Figures 6C to 6G). The root growth of soil-grown

dpms1 plants was increased but remained shorter compared

with that of wild-type plants. The seed coat of dpms1 seeds

displayed a wrinkled architecture (shown in Figure 8P). Func-

tional complementation of the dpms1 mutant phenotype was

observed following transformation of dpms1 plants with the

DPMS1 gene (Figure 6G). Taken together, these observations

suggested that endogenous factors or the composition of theMS

culture medium may play an important role in dpms1 mutant

phenotypes. After several modifications of the mineral compo-

sition of the medium, we established a correlation between the

presence of 20.6mMNH4
+ inMS (M0221) and the appearance of

Figure 3. UPLC-MS/MS Analysis of Dol14-P-Man Produced by the Arabidopsis DPMS Complex.

The reaction product obtained from the nonradioactive DPMS assay was subjected to DEAE-cellulose column chromatography and the fraction eluted

with dichloromethane/methanol (7:3, v/v) containing ammonia (0.28 N), and 50 mM ammonium acetate was analyzed using two MRM modes with

negative electrospray ionization (ESI-).

(A) Dol14-P-Man with the transition ofm/z 1196 > 1094 corresponding to [M-H20-H-] = 1196 and the characteristic fragment ofm/z = 1094 representing

partial loss of Man [Dol14-P-(C2H3O)-H-].

(B)MRM transition ofm/z 1196 > 1052 corresponding to [M-H20-H-] = 1196 and to another characteristic fragment ofm/z = 1052, representing the loss

of Man [Dol14-P-Man-H-].

Plant Prenyl-Linked Glycan Biogenesis 1989



chlorotic leaves. We compared the effects of MS culture media

differing predominantly in having variable NO3
2/NH4

+ ratios.

When dpms1 mutants were cultivated on MS (M 0238) medium

(modification number 4, NH4
+ free) containing exclusively NO3

2

(39.39 mM) as mineral nitrogen, the chlorophyll content was

retained, and the visible phenotype was indistinguishable from

that observed for the wild-type plants, except that root growth

was reduced to;30 to 50% (see Supplemental Figure 8 online).

To test further the sensitivity and the specificity of the response

of dpms1 and DPMS1-RNAi plants to NH4
+, we analyzed the

effect of increasing concentrations of NH4
+ in the culture me-

dium. Cultivation on medium (MS, M 0238) containing increased

concentrations of NH4
+ decreased both the chlorophyll pigments

and root growth of dpms1 and DPMS1-RNAi plants, compared

with plants grown on the same medium devoid of NH4
+ (Figures

6H and 6I). The severity of the ammonium-induced effects on

dpms1 plants increased and became nonreversible and lethal

with longer exposure time. These analyses revealed that the

presence of NH4
+ in MS medium was responsible for the chlo-

rotic phenotype ofdpms1 plants. The chlorophyll content of wild-

type plants was not changed by any of the NH4
+ concentrations

used; only root growth was slightly reduced at higher NH4
+

concentrations (Figure 6I). Thus, our data demonstrate that

functional DPMS1 is vital in the adaptation of Arabidopsis to

increased external NH4
+ concentration. It has been previously

shown that NH4
+ induces a dramatic decrease of root growth in

Arabidopsis in the absence of K+ (Cao et al., 1993). As the

concentration of K+ (20.04 mM) in the MS medium usually

supports optimal Arabidopsis growth, we can conclude that K+

could not alleviate the toxic effect of NH4
+. Therefore, our data

suggest that dpms1mutants and DPMS1-RNAi plants are NH4+

hypersensitive, regardless of the presence K+. Our data unveil a

previously unsuspected connection between the synthesis of

Dol-P-Man and the sensitivity of plant to ammonium. To explore

further the connection between the Dol-P-Man pathway and

NH4
+ in Arabidopsis, we analyzed the behavior of Arabidopsis

srd5a3-like mutants. SRD5A3 encodes the reductase catalyzing

the later steps of dolichol synthesis from polyprenol in mammals

and yeast and probably in plants (Cantagrel et al., 2010) (see

Supplemental Figure 9A online). The Arabidopsis genome con-

tains two Arabidopsis SRD5A3-LIKE genes, At2g16530 and

At1g72590 (see Supplemental Figure 10 online). We analyzed

two independent homozygous knockout lines, srd5a3-like1-1

and srd5a3-like1-2, corresponding to At2g16530 (see Supple-

mental Figures 9B and 9C online). We found that srd5a3-like1

and srd5a-like2 display chlorotic phenotypes remarkably similar

to those observed for dpms1 (Figures 6A and 6B) when grown in

the presence of ammonium (see Supplemental Figures 9D and

9E online). Although additional work is needed to evaluate fully

the role of Arabidopsis SRD5A3-LIKE genes, these results ex-

tend the fact that knockout of DPMS1 potentiates ammonium

sensitivity in Arabidopsis. Previous studies established a link

between GDP-Man pyrophosphorylase (GMPase) and ammo-

nium sensitivity in Arabidopsis using vtc1 and hsn, two allelic

GMPase-deficient mutants (Qin et al., 2008; Barth et al., 2010).

Therefore, we determined the GMPase activity of wild-type

and dpms1 mutant plants. The GMPase activity of wild-type

plants (9406 50 nmol/h/mg protein) and dpms1 plants (9156 30

Figure 4. Interaction between DPMS Protein Components.

(A) N. benthamiana leaves were infiltrated with 1:1:1 or 1:1 mixtures of

Agrobacterium strain GV3101 individually harboring the GFP-DPMS1,

GFP-DPMS2, or GFP-DPMS3 constructs. Leaves were infected similarly

with Agrobacterium harboring an empty GFP vector control. Infiltrated

leaves were collected 72 h later for immunoblot analysis. Coomassie

blue–stained protein bands of control (lane 1), GFP-DPMS1 + GFP-

DPMS2 + GFP-DPMS3 transfected leaves (lane 2), GFP-DPMS1 + GFP-

DPMS2 transfected leaves (lane 3), GFP-DPMS1 + GFP-DPMS3 trans-

fected leaves (lane 4), and GFP-DPMS2 + GFP-DPMS3 transfected

leaves (lane 5) were used for immunoprecipitation with anti-DPMS1. The

anti-DPMS1 immunoprecipitates were used for immunoblot analysis

with anti-GFP as shown: lane 6, immunoprecipitates from control leaves;

lanes 7 to 10, immunoadsorbed fractions from leaves expressing GFP-

DPMS1+ GFP-DPMS2 + GFP-DPMS3 (lane 7), GFP-DPMS1 + GFP-

DPMS2 (lane 8),GFP-DPMS1 +GFP-DPMS3 (lane 9), andGFP-DPMS2 +

GFP-DPMS3 (lane 10).

(B) Recombinant DPMS3 was biotinylated and used as a bait to pull

down recombinant DPMS1 and DPMS2. For a negative control, Rubisco

protein was used as bait. The soluble extracts obtained from E. coli

overexpressing recombinant DPMS1 and DPMS2 as thioredoxin fusion

proteins were incubated with purified DPMS3 or Rubisco immobilized on

agarose beads for 2 h at 68C before extensive washing and elution with

acidic buffer, pH 2.8). SDS-PAGE and Coomassie blue–stained proteins

from total proteins from induced bacteria harboring an empty vector

(lane 1; pBAD/TOPO ThioFusion), 1:1 mixture of total proteins from

induced bacteria expressing DPMS1 and DPMS2 (lane 2), DPMS3-

interacting proteins (lane 3; P1, 43.8 kD and P2, 25.2 kD) that were

subsequently subjected to nanoLC-MS/MS analysis; total proteins from

induced bacteria expressing DPMS1 (lane 4), DPMS3-interacting protein

(lane 5; P1, 43.8 kD), total proteins from induced bacteria expressing

DPMS2 (lane 6), DPMS3-interacting protein (lane 7; P2, 25.2 kD), and

Rubisco interacting proteins (lane 8).

1990 The Plant Cell



nmol/h/mg protein) was nearly identical. Because ascorbic acid

(AsA) is produced via GMPase activity, we determined the AsA

content of wild-type and dpms1 plants. The AsA content of

dpms1 plants (2700 6 200 nmol/g fresh weight) was lower than

that of wild-type plants (3500 6 300nmol/g fresh weight). How-

ever, when dpms1 plants were supplemented with 5 mM

galactono-1,4-lactone, the proximal AsA precursor, the wild-

type phenotype was not restored. Therefore, our data indicate

that AsA deficiency could not account for the dpms1 mutant

phenotype. In addition, the data suggest that when Dol-P-Man is

not synthesized inArabidopsis, the resultingGDP-Manprecursor

is not redirected toward the synthesis of AsA. Thus, downstream

steps involving the use of Dol-P-Man are probably key deter-

minants of Arabidopsis NH4
+ sensitivity. To analyze further the

consequence of DPMS1 deficiency, total proteins fromwild-type

and dpms1 were subjected to affinodetection using using con-

canavalin A, a high Man-specific lectin (Faye and Chrispeels,

1985). Several reactive bands corresponding to glycoproteins

bearing N-linked glycans could be observed in the wild-type and

in the dpms1 mutant. The different electrophoretic mobility of

reactive polypeptides suggests a modified glycosylation status

between wild-type plants and dpms1 mutants (see Supplemen-

tal Figure 11 online). Decreased Dol-P-Man availability makes

it likely that N-glycosylation and GPI anchor attachment are

perturbed or impaired. We therefore tested both types of post-

translational modifications using anti-Protein Disulfide Isomer-

ase (PDI) (Lukowitz et al., 2001) and anti-Plasmodesmata Callose

Binding (PDCB1) protein (Simpson et al., 2009) antibodies as

genuine markers of N-glycosylated and GPI-anchored proteins,

respectively. Immunoblot analysis revealed that PDI migrated

slightly faster in dpms1-1 and dpms1-2mutants than in the wild-

type plants, consistent with a modified N-glycosylation pattern

(Figures 7A and 7B). On the other hand, for PDCB1 we detected

in the wild type several polypeptide bandswith amolecular mass

of 19 to 22 kD (Figures 7C and 7D) due to the fact that PDCB is

encoded by a multigene family in Arabidopsis (Simpson et al.,

2009). In dpms1-1 and dpms1-2, the lower molecular mass

PDCBs was not detected, whereas the content of the higher

molecular mass species was reduced, thus suggesting a GPI

anchor deficiency (Figures 7C and 7D).

Figure 5. ER Localization of Arabidopsis DPMS Protein Components.

Arabidopsis leaves were transfected using GFP-tagged DPMS1, DPMS2, or DPMS3 (GFP-DPMS1, GFP-DPMS2, and GFP-DPMS3). The reticulon-like

GFP-AtRTNBLB2 (Nziengui et al., 2007) was used as a positive marker of the ERmembranes. Chloroplast autofluorescence is shown in red. Bars = 10mm.
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Effect of Modulated Expression of DPMS1

Loss-of-function mutants and functional rescue of a mutant phe-

notype have been widely used to assess the role of plant gene

products. The limitations of this strategy using only insertional

mutants have been discussed previously (Hirschi, 2003). Previous

data have shown that the availability of Dol-P-Man modulates the

structure and the composition of S. cerevisiae cell walls (van

Berkel et al., 1999; Orłowski et al., 2007). Therefore, we decided to

generate Arabidopsis lines overexpressing DPMS1 using a Ru-

bisco promoter that possesses enhancer elements activated by

several plant transcription factors. In two selected lines, the

overexpression of DPMS1 occasionally resulted in altered stem

branch diameter and morphology (Figures 8A to 8D). This phe-

nomenon was paralleled by the appearance of wrinkled seed coat

architecture and by perturbation of the vascular bundle arrange-

ments very similar to that observed in the clavata1 mutant that is

altered in a receptor kinase gene (Deyoung and Clark, 2008)

(Figures 8E to 8P). Notably, the seed coat architecture of over-

expressing lines nearly matched that of dpms1 mutants and is

indicative of the formation of aberrant cell walls.

BecauseDol-P-Man is at the convergence of several pathways,

we examined how overexpression of DPMS1 might influence the

expressionof several genes known to encodeenzymes implicated

in or catalyzing upstream and downstream steps of glycan syn-

thesis. These included the biosynthetic enzyme GDP-Man pyro-

phosphorylase (also known as VTC1, for vitamin C1) (Conklin

et al., 1997), dolichol prenyltransferase (DolS) or Leaf Wilting

1 (LEW1) (Zhang et al., 2008), UDP-N-acetylglucosamine:dolichol

Figure 6. Ammonium Sensitivity of DPMS1 Mutants.

(A) Aerial and root phenotypes of wild-type (left) and dpms1-1 (right) plants grown in vitro on MS (M0221) agar medium containing 20.6 mMNH4
+ for 26 d.

(B) Phenotypes of wild-type (left column), dpms1 (middle column, from the top to bottom dpms1-1, dpms1-1, and dpms1-2), and DPMS1-RNAi (right

column, from the top to bottom, lines 2, 2, and 3) plants grown in vitro on MS (M0221) agar medium containing 20.6 mM NH4
+ for 20 d.

(C) Wild-type plants first grown in vitro on MS (M0221) agar medium containing 20.6 mM NH4
+ for 27 d were transferred to soil and grown for an

additional 7 d.

(D) dpms1-1 and dpms1-2 (left column, top to bottom), DPMS1-RNAi2, and DPMS1-RNAi3 (right column, top to bottom) first grown in vitro on MS

(M0221) agar medium containing 20.6 mM NH4
+ for 27 d were transferred to soil and grown for an additional 7 d.

(E) and (F) dpms1-1 (E) andDPMS1-RNAi3 (F) first grown in vitro onMS (M0221) agar medium containing 20.6 mMNH4
+ for 27 d were transferred to soil

and grown for an additional 14 d.

(G)Wild-type plants (Col-0), dpms1-1mutant (dpms1-1), and dpms1-1 plants complemented with 35S:DPMS1 (Com) first grown in vitro on MS (M0221)

agar medium containing 20.6 mM NH4
+ for 27 d were transferred to soil and grown for an additional 25 d.

(H) Effect of NH4
+ on chlorophyll content in wild-type, dpms1-1, and DPMS1-RNAi3 plants grown for 21 d. Results represent means values 6 SD from

triplicates.

(I) Effect of NH4
+ on root growth of wild-type, dpms1, and DPMS1-RNAi3 plants grown for 21 d. Results represent means values 6 SD from triplicates.

Bars = 1 cm.
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phosphate N-acetylglucosamine-1-P transferase (GPT) (Koizumi

et al., 1999), two mannosyltransferases called Asn-linked glyco-

sylation (ALG) genes, ALG11 (Zhang et al., 2009) and ALG3

(Henquet et al., 2008), and theN-linked glycan trimming enzymes,

a-glucosidase I (GCS1) and an uncharacterized a-glucosidase-

like enzyme (GCSL) (Boisson et al., 2001). Real-time RT-PCR

using soil-grown plants revealed that VTC1, DolS, DPMS1,

DPMS2, DPMS3, ALG11, ALG3, GPT, and GCS1, which sequen-

tially mediate the synthesis of Dol-P-Man and its downstream

processing, were induced in the DPMS1-overexpressing lines

comparedwithdpms1mutants as shownby the expressionprofile

observed for DPMS1-Ov2 and dmps1-1 (Figure 9A). Except for

ALG11 and ALG3, a similar trend was observed between the

DPMS1-overexpressing lines and wild-type plants (Figure 9A).

DPMS and ER Stress Status

It has been shown in yeast that the alteration in the protein

glycosylation pathways alone induces a buildup of misfolded

proteins in the ER lumen and leads to ER stress. During ER

stress, the most prominent change is represented by the tran-

scriptional induction of genes controlling the pathway known as

the unfolded protein response (UPR) (Ng et al., 2000). For

instance, the UPR is constitutively triggered in the dolichol

phosphate Man-deficient chinese hamster ovary (Foulquier

et al., 2002). It has also been reported that in fibroblasts from

patients suffering from congenital disorders of glycosylation

type-I, the UPR is moderately but constitutively induced (Lecca

et al., 2005). Finally, Arabidopsis lew mutants affected in the

biogenesis of dolichols aremore sensitive to tunicamycin (Zhang

et al., 2008), which is an inhibitor of N-acetylglucosamine trans-

ferase that acts as a potent inducer of the UPR (Martı́nez and

Chrispeels, 2003; Iwata and Koizumi, 2005). Thus, due to the

central role of Dol-P-Man in protein glycosylation, we tested

whether DPMS1-deficient or DPMS1-overexpressing Arabidop-

sis plants have an altered UPR in the presence or absence of

tunicamycin. We analyzed the expression of several ER stress

marker genes, including UPR marker genes using soil-grown

plants or plants treated with tunicamycin. Marker genes included

three bZIP membrane-bound transcription factors (bZIP17,

bZIP28, and bZIP60) that globally regulate the induction of ER

stress response genes (Iwata and Koizumi, 2005; Che et al.,

2010; Liu and Howell, 2010), including the UPR markers Bip2,

Bip3, calnexin, and calreticulin. Gene expression monitored by

real-time RT-PCR revealed that UPR marker genes were con-

stitutively expressed in DPMS1-overexpressing plants compared

with dpms1 and wild-type plants (Figure 9B). The expression

profile of DPMS1-overexpressing plants was paralleled by

the induced expression of two transcriptional regulators of

oxidative stress responses, RCD1 (Katiyar-Agarwal et al., 2006)

and RD29A (Liu et al., 1998), suggesting that the ER stress

in DPMS1-overexpressing plants is balanced by concomitant

upregulation of antioxidant pathways. When plants were treated

with tunicamycin to induce the UPR, the magnitude of the

response of the genes encoding bZIP17, bZIP28, and bZIP60

transcription factors, which globally regulate the stress, was

lower in DPMS1-overexpressing plants compared with dpms1

(Figure 9C). These data are consistent with ER stress being

already present in plants overexpressing DPMS1 and suggest

that dpms1 and wild-type plants are more responsive to tunica-

mycin treatment than are DPMS1-overexpressing plants.

DISCUSSION

Multimodular Organization of Plant DPMS

Man residues transported by Dol-P play a key role in the

biosynthesis of N-glycoproteins, O- and C-mannosylated pro-

teins, and GPI-anchored proteins. In addition, the removal of the

terminal Man residue donated by Dol-P-Man is the last enzy-

matic step before glycoproteins can exit the ER. If folding is

not complete at this step, the attached glycan dictates the

Figure 7. Immunoblot Analysis of Total Leaf Proteins Using Antibodies

Directed against N-Linked Glycan PDI or GPI-Anchored PDCB1.

(A) Coomassie blue–stained proteins extracted from the wild type (lane

1), dpms1-1 (lane 2), and dpms1-2 (lane 3).

(B) Immunodetection of PDI in the wild type (lane 1), dpms1-1 (lane 2),

and dpms1-2 (lane 3). Arrows indicate electrophoretic mobilities of

polypeptides.

(C) Coomassie blue–stained proteins extracted from the wild type (lane 1),

dpms1-1 (lane 2), and dpms1-2 (lane 3).

(D) Immunodetection of PDCB1 in the wild type (lane 1), dpms1-1 (lane

2), and dpms1-2 (lane 3). Arrows indicate electrophoretic mobilities of

polypeptides.
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degradation of the polypeptide chain (Tokunaga et al., 2000;

Lehrman, 2001; Molinari, 2007) (Figure 1). Although the synthesis

of Dol-P-Man has been studied in detail in S. cerevisiae and in

human cells, the protein components catalyzing its synthesis in

plants were unknown. Two prototypic organizations of DPMS

have been proposed. The first is represented by the yeast

enzyme, which comprises a homomeric protein called DPMS1

(Maeda and Kinoshita, 2008). The second type is represented by

the mammalian enzyme, which is composed of three proteins,

including DPMS1, DPMS2, and DPMS3 (Maeda and Kinoshita,

2008). We determined the component enzymes involved in the

synthesis of Dol-P-Man from Arabidopsis. We provide evidence

that Arabidopsis DPMS1, DPMS2, and DPMS3 are functional

orthologs of mammalian genes involved in Dol-P-Man synthesis.

Like human DPMS1, we show that Arabidopsis DPMS1 has no

activity when expressed inE. coli, thereby pointing to a functional

difference with S. cerevisiae (Colussi et al., 1997; Maeda and

Kinoshita, 2008). As observed in mammalian cells (Tomita et al.,

1998), the synthesis of Dol-P-Man could be demonstrated in vitro

using a reconstituted enzyme system containing DPMS1,

DPMS2, and DPMS3 (Figure 2). To examine the contribution of

each protein, we tested the activity of DPMS1+DPMS2, DPMS1

+DPMS3, and DPMS2+DPMS3. We observed that whereas the

combinations of DPMS1+DPMS2 and DPMS1+DPMS3 dis-

played 5 and 20% reduced synthesis of Dol-P-Man, respectively,

compared with DPMS1+DPMS2+DPMS3, the DPMS2+DPMS3

combination was inactive (Figure 2). Taken together, these data

suggest thatArabidopsisDPMS1 represents the catalytic core of

Figure 8. Phenotypic Analysis of DPMS1 Overexpression in Arabidopsis.

(A) and (B) Close-up view of the wild type (A) and a DPMS1-overexpressing plant DPMS1-Ov1 (B).

(C) Cylindrical stem of wild-type (Col-0) plants and flattened stem of DPMS1-Ov1 (Ov1) and DPMS1-Ov3 (Ov3).

(D) Higher magnification of (C).

(E) to (G) Sections of the flattened stem of DPMS1-Ov1 stained with phloroglucinol (pink color) to detect lignin in the secondary cell walls of vascular

tissues.

(H) to (J) Stem sections of dpms1-1 plants stained as in (E) to (G).

(K) to (M) Stem sections of wild-type plants stained as in (E) to (G).

(N) to (P) Scanning electron micrographs of seed coat fromwild-type plants (N) compared with wrinkled seed coats ofDPMS1-Ov1 (O) and dpms1-1 (P)

plants.

Bars = 1.5 cm in (A) and (B), 0.5 cm in (C) and (D), 250 mm for stem sections in (E) to (M), and 100 mm for seeds in (N) to (P).
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the enzyme complex including DPMS2 and DPMS3, as shown in

mammalian cells (Maeda and Kinoshita, 2008). Consistent with

these data, we show that endogenous DPMS1, DPMS2, and

DPMS3 are compartmentalized in the ER membranes (Figure 5)

and probably form a complex in vivo as shown by pull-down

assay and affinity interaction analyses (Figure 4). Although

DPMS2 is associated with catalytically active DPMS complex,

its precise function is unknown. It has been suggested that it may

stabilize the DPMS complex (Maeda and Kinoshita, 2008). Our

data suggest that the trimerization of DPMS could be facilitated

by the fact that DPMS3 interacts with both DPMS1 and DPMS2

(Figure 4). Because DPMS2 enhances up to twofold the activity

of GPI-N-acetylglucosaminyltransferase, which is involved in the

biosynthesis of the GPI anchor, DPMS2 has also been consid-

ered as a regulator of the GPI pathway (Watanabe et al., 2000;

Maeda and Kinoshita, 2008). This led to the suggestion that the

biosynthesis of GPI and Dol-P-Man are probably coregulated

(Orlean and Menon, 2007). It has also been shown that the

binding of Dol-P is increased in the presence of DPMS2 (Maeda

et al., 1998). In mammalian cells, deficiency of DPMS1 (Sugiyama

et al., 1991; Tomita et al., 1998), DPMS2 (Maeda et al., 1998),

and DPMS3 (Ashida et al., 2006) drastically blocks or reduces

the biosynthesis of Dol-P-Man and leads to N-glycosylation de-

fects. The requirement for DPMS3 is supported by the fact that

mammalian cell DPMS3 acts as a coiled-coil protein that tethers

DPMS1 to the ER membranes (Ashida et al., 2006; Maeda and

Kinoshita, 2008; Lefeber et al., 2009). Furthermore, a single

missensemutation inmammalianDPMS3drastically reduces the

catalytic activity of DPMS1 and leads to muscular dystrophy

(Lefeber et al., 2009). In mammalian cells, it has also been shown

that stable expression of DPMS1 requires DPMS3, whereas

DPMS2 is required for the stable expression of DPMS3 (Maeda

et al., 1998; Maeda et al., 2000; Ashida et al., 2006). Notably,

mammalian DPMS1 is degraded by the proteasome in the ab-

sence of DPMS3 (Ashida et al., 2006). Interestingly, database

(http://atted.jp/) searches revealed that in Arabidopsis, the ex-

pression of DPMS1 is correlated with that of DPMS3. DPMS3

ranks third on the list with a Pearson’s correlation coefficient of

0.56. However, in Arabidopsis, dpms2 and dpms3 mutants still

retain DMPS activity, thus pointing to a key difference between

plants and animals (see Supplemental Figure 7A online).

Multiple Roles for DPMS in Plants

The biogenesis of Dol-P-Man involves the cooperation of several

plant cell compartments. Previous studies led to the isolation of

Figure 9. Quantitative Analysis of the Expression of Dolichol and Glycan

Biosynthetic Genes and Stress Marker Genes.

(A) Real-time PCR quantification of dolichol and glycan biosynthetic genes

and stress marker genes from 32-d-old soil-grown wild-type, dpms1-1,

and DPMS1-overexpressing (DPMS1-Ov1) plants. The expression values

for dpms1-1 and DPMS1-Ov1 are shown relative to the wild type, which is

set to 1 (dashed line). Results are calculated from means values 6 SD of

triplicates from three independent biological samples. Dol-P-Man and

glycan pathway genes (zone I): GDP-Man pyrophosphorylase/Man-1-

pyrophosphatase VTC1, Dolichol synthase DolS, DPMS1, DPMS2,

DPMS3, mannosyltransferases ALG11 and ALG3, GPT. Glycan trimming

genes (zone II): GCS1, a-glucosidase GCSL.

(B) Real-time PCR quantification of stress marker genes from 32-d-old

soil-grown wild-type, dpms1-1, and DPMS1-overexpressing (DPMS1-

Ov1) lines. The expression conditions are presented as in (A). UPR and

ER stress markers (zone I): BZIP17, BZIP28, BZIP60, Bip2, Bip3,

Calnexin, and Calreticulin. Oxidative stress markers (Zone II): RCD1

and RD29A.

(C) Real-time PCR quantification of UPR-inducedmarker genes following

tunicamycin treatment using 21-d-old MS-grown wild-type, dpms1-1,

and DPMS1-overexpressing (DPMS1-Ov1) plants. The expression

values are presented relative to the ratio R = gene expression in

tunicamycin-treated wild type/gene expression in untreated wild type,

which is set to 1 (dashed line). Results are calculated from means

values 6 SD of triplicates from three independent biological samples.

Dol-P-Man pathway genes (zone I): DolS, DPMS1, DPMS2, and DPMS3.

UPR and ER stress markers (zone II): BZIP17, BZIP28, BZIP60, Bip2,

Bip3, Calnexin, and Calreticulin.
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Arabidopsis LEW1, which encodes a cis-prenyltransferase in-

volved in the biosynthesis of dolichol (Zhang et al., 2008). lew1

mutants display a leaf-wilting phenotype (Zhang et al., 2008). We

show that among the three genes encoding the Arabidopsis

DPMS enzyme complex, only mutations in the DPMS1 gene

encoding the catalytic module lead to an apparent phenotype,

characterized by extensive chlorosis, reduction of root growth,

and a wrinkled seed coat under normal culture conditions

(Figures 6 and 8). Thus, our data point to nonlethal phenotypes

when DPMSs are knocked out. Interestingly, Arabidopsis ALG3,

which mediates the incorporation of the 6th Man of N-glycans

from Dol-P-Man, has been identified (Henquet et al., 2008;

Kajiura et al., 2010). However, alg3 mutants are undistinguish-

able from the wild-type plants when grown under normal or

stress conditions, including salt stress and low and high tem-

peratures. Arabidopsis ALG12/EBS4 encodes the enzyme se-

quentially catalyzing the transfer of the (8th) Man residue from

Dol-P-Man to yield the glycan intermediate Man8GlcNAc2-PP-

Dol (Hong et al., 2009). In alg12/ebs4 mutants, incomplete

glycans are transferred to polypeptides, and the degradation of

defective brassinosteroid receptors is inhibited (Hong et al.,

2009). Thus, in plants, mutations affecting the synthesis and the

attachment of protein glycans are silent or associated with

diverse developmental and physiological deficiencies that could

lead to lethal phenotypes (Pattison and Amtmann, 2009; Zhang

et al., 2009). Interestingly, short or premature glycan chains

could be attached to glycoproteins in plants (Henquet et al.,

2008). By contrast, DPMS1 is essential for cell viability in S.

cerevisiae (Orlean, 1992), whereas knockout of mice DPMS2

blocks the synthesis of the GPI anchor and is embryo-lethal

(Nozaki et al., 1999). Several human congenital disorders asso-

ciated with Dol-P-Man biosynthesis and metabolism have been

described (Haeuptle and Hennet, 2009). Detailed analysis re-

vealed that in humans, Dol-P-Man deficiency gradually affects

two subpathways of protein glycosylation. Mild Dol-P-Man de-

ficiency due to DPMS3 mutations affects mainly O-mannosyla-

tion pathways and leads toa-dystroglycanopathies. On the other

hand, severe Dol-P-Man deficiencies perturb N-glycosylation

and GPI pathways and provoke abnormal clotting and epilepsy

(Lefeber et al., 2009). DPMS1 deficiency caused a reduction of

PDCB1 accumulation, consistent with an impairment of GPI

anchor biosynthesis (Figures 7C and 7D). This feature is consis-

tent with previous reports showing that the impairment of GPI

attachment to phospholipase C in T. brucei (Garg et al., 1997) or

yeast Gas1p (Meyer et al., 2000) leads to lumenal ER retention,

premature secretion, or degradation of proteins. Dol-P-Man is

the key donor for the synthesis of the core glycan of GPI anchors

(Orlean and Menon, 2007). Arabidopsis mutants affected in the

early steps of GPI anchor synthesis have been characterized.

These include peanut, which encodes GPI-mannosyl transferase

I that catalyzes the transfer of the first mannosyl residues to the

GPI anchor (Gillmor et al., 2005), and seth1 and seth2, which

encode protein components of GPI-N-acetylglucosaminyltrans-

ferase (Lalanne et al., 2004). In contrast with dpms1, Arabidopsis

peanut is lethal (Gillmor et al., 2005), and seth1 and seth2 are

male sterile (Lalanne et al., 2004). GPI anchor synthesis is

complex and requires at least 18 genes (Orlean and Menon,

2007). Due to the complexity of the pathway, few studies have

been made using purified enzymes. For instance, GPI-manno-

syltransferase I, which catalyzes the first incorporation of a Man

residue into the GPI anchor, is a multicomponent protein com-

plex (Orlean and Menon, 2007). Data from human, yeast, Plas-

modium falciparuman, and T. brucei reveal that the protein

components are species specific and are not interchangeable

(Kim et al., 2007), thus making cross-study comparisons diffi-

cult. A potentially attractive possibility is that plants could syn-

thesize dolichol or lipid-linked phosphate Man through an

alternative pathway. In this view, it is worth noting that the

stringent requirement for the presence of a reduced a-isoprene

unit in Dol-P-Man can be fulfilled by a monoterpenoid derivative,

such as citronellol phosphate (Rush et al., 1993), synthetic lipid

phosphates (Wilson et al., 1993), and various derivatives (Sprung

et al., 2003). Finally, the Arabidopsis genome contains several

genes encoding Golgi-localized nucleotide sugar transporters

(GONSTs) predicted to import GDP-Man in the Golgi (Handford

et al., 2004). Thus, one cannot exclude the transport of GDP-Man

in the ER lumen via GONST-like transporters and its use in the

biosynthesis of N-glycoproteins and GPI-anchored proteins in

dpms1 plants.

We show that the overexpression of DPMS1 could change the

architecture of Arabidopsis stems and the vascular bundle

arrangements and provoke the formation of a wrinkled seed

coat (Figure 8), consistent with the important role played by GPI-

anchored proteins in cell wall formation (Gillmor et al., 2005). This

phenomenon is paralleled by a broad induction of the expression

of several genes encoding the enzymes catalyzing individual

steps of theN-glycan pathway (Figure 9A) and is associated with

constitutive expression of the UPR marker genes (Figure 9B).

These modifications probably reflect excess or aberrant glyco-

sylations. Interestingly, the incorporation of Man in the cell walls

of potato tuber was reduced to 30 to 40% of the wild-type levels

following antisense expression of GMPase (Keller et al., 1999).

Consistent with these data, the reduction of dolichol-linked

oligosaccharides to 20% of the wild type results in altered cell

walls in the S. cerevisiae mutant (cwh) (van Berkel et al., 1999).

One could also note that in S. cerevisiae overexpressing the

dolichol prenyltransferase gene RER2, the synthesis of Dol-P-

Man and N-protein glycosylation were increased through the

stimulation of several glycan biosynthetic enzymes ALG7,

ALG13, and ALG14. This trend was paralleled by the formation

of an aberrant cell wall due to alteration in its composition

(Orłowski et al., 2007). Our finding may also apply to the over-

expression of S. cerevisiae DPMS1 in the fungus T. reesei. This

resulted in the formation of a floccular cell wall in the transform-

ants compared with the compact wall structure of the wild type

(Kruszewska et al., 1999). This change was associated with

increased glycoprotein secretions (Kruszewska et al., 1999). In a

similar vein, correlations between increased DPMS activity and

N-glycosylation have been documented using mammalian cells

(Banerjee et al., 1987; Carson et al., 1990). Interestingly, it has

been shown that S. cerevisiae and mammal DPMSs are upregu-

lated by phosphorylation (Banerjee et al., 2005; Baksi et al.,

2008). The Ser residue identified as the site of phosphorylation is

conserved from protozoan parasites to human, including in

plants, as shown in the DPMS1 sequence MRKLTS (underlined

in Supplemental Figure 1 online).
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DPMS1, a Candidate Susceptibility Gene for

Ammonium Toxicity

Although primary nitrogen assimilation in plants proceeds via

its reduced form (i.e., ammonium), Arabidopsis, like the other

members of the Brassicaceae, is sensitive to the presence of

ammonium in the culture medium (Britto and Kronzucker,

2002). Interestingly, an allosteric regulation of ammonium

transporter has been demonstrated that involves the phos-

phorylation of the Arabidopsis ammonium transporter AMT1

to reduce ammonium absorption (Lanquar et al., 2009). We

show that the Dol-P-Man pathway mediated by DPMS1,

DPMS2, and DPMS3 is linked to ammonium sensitivity in

Arabidopsis. Whereas the loss-of-function mutants dpms2

and dpms3 retained a wild-type phenotype, we found that the

loss-of-function mutant dpms1 and DPMS1-RNAi exacerbate

the hypersensitivity of Arabidopsis to ammonium and, as a

result, the leaves become strongly chlorotic and the root growth

is drastically reduced. The strong depletion of DPMS1 tran-

script and protein coincided with background DPMS activity in

DPMS1-RNAi2 and DPMS1-RNAi3 lines (see Supplemental

Figures 6D and 7B online).

On the other hand, dpms2 and dpms3 have ;20 to 30% of

DPMS activity and do not display a bleached phenotype.

Extrapolation from in vitro data to the in vivo situation is difficult

because the integration of DPMS1 in the ER membranes is

probably not optimal in the absence of DPMS2 or DPMS3.

Thus, the resulting topological changes are likely amplified in

vitro and could lower the DPMS activities measured from

dpms2 and dpms3 microsomes. Alternatively, it could be

possible that the reduction of DPMS activity to ;20 to 30%

ofwild-type activity did not confer sensitivity to ammonium. The

chlorotic phenotype disappears when dpms1 mutant plants

were grown on soil, consistent with the usually low ammonium

concentration, which has been estimated to be 10 to 1000

times lower than that of nitrate (Marshner, 1995). The mecha-

nism underlying the hypersensitivity to NH4
+ is not well under-

stood. Multiple factors have been proposed to account for

ammonium toxicity in plants. The toxicity has been attributed to

increased proton efflux and acidification of the external medium

and to the reduction of dicarboxylic acid and cation concen-

trations (Barker et al., 1966; Kirkby, 1968; Raven and Smith,

1976). It has also been proposed that the high demand for

carbohydrate skeletons, such as oxaloacetate and ketoglu-

tarate, for nitrogen incorporation may lead carbon shortage

(Schjoerring et al., 2002). Perturbation of hormonal homeosta-

sis has also been proposed (Barker, 1999). Finally, it is well

known that the toxicity of NH4
+ is exacerbated by K+ depriva-

tion (Wall, 1939) and that K+ can alleviate the toxic effect of

NH4
+ (Cao et al., 1993). In addition to their physicochemical

properties (i.e., charge, size, and hydration energy) (Wang et al.,

1996;White, 1996), a reciprocal influence between K+ andNH4
+

has been described during their absorption (ten Hoopen et al.,

2010). Indeed, theArabidopsis potassium transporter KAT1 has

affinity for NH4
+ (Schachtman et al., 1992). This could contrib-

ute to the chlorotic phenotype and the severe reduction of root

growth of dpms1 plants in the basal MS medium (M0221),

which contains 20.04 mM K+ and 20.61 NH4
+ (Figure 6).

Arabidopsis GDP-GMPase, also known asVTC1, catalyzes the

conversion of D-Man-1-P into GDP-Man. It has been shown

recently that mutation in the Arabidopsis GDP-GMPase gene

causes NH4
+ hypersensitivity associated with the inhibition of

root growth (Qin et al., 2008; Barth et al., 2010). It has been

suggested that the strong inhibitory effect of NH4
+ on GMPase

activity could account for NH4
+ hypersensitivity (Qin et al., 2008).

Because, DPMS1 acts downstream of GMPase and due to the

fact that DPMS1 and dpms1 plants have the same GMPase

activity, our data indicate the sensitivity of GMPase toNH4
+ alone

is not sufficient to explain the NH4
+ sensitivity of Arabidopsis.

Additionally, our data from dpms1 and those obtained from vtc1

plants (Barth et al., 2010) suggest that AsA is not directly

implicated in the NH4
+ sensitivity. Thus, the NH4

+ sensitivity

results primarily from the perturbation of Dol-P-Man biogenesis

and its downstream utilization, rather than at the level of the

branch leading to AsA. Because Dol-P-man is required for the

synthesis of N-glycoproteins, GPI-anchored proteins and arabi-

nogalactan proteins, one may reasonably expect that these

different pathways are affected. GPI-anchored proteins are

overrepresented in lipid rafts that are relatively enriched in

phytosterols (Kierszniowska et al., 2009) that could modulate

the function of mineral transporters. With respect to the chlorotic

phenotype, it is worth noting that some Arabidopsis and rice

proteins destined for the plastids are posttranslationally modified

by N-glycosylation (Villarejo et al., 2005; Nanjo et al., 2006;

Radhamony and Theg, 2006). Rice a-amylase, for instance, is a

glycoprotein transported from the ER-Golgi compartment to

plastids via the secretory pathway (Kitajima et al., 2009). In

addition, it has been shown recently that the blockage of the

secretory pathway by brefeldin A induces starch accumulation in

Arabidopsis plastids (Hummel et al., 2010). The above data,

coupled with the fact that blocking starch catabolism triggers

plastid senescence (Stettler et al., 2009), suggest that further

exploration of the link between starch hydrolysis and ammonium

susceptibility is needed.

The biological activity of several proteins is dependent on

posttranslational modifications, among which the covalent

attachment of glycans is highly prevalent. Dol-P-Man is impli-

cated as a Man donor in the formation of N-glycoproteins, GPI-

anchored proteins and arabinogalactan proteins, which are

collectively predicted to represent more than 50% of proteins

in Arabidopsis. Our data reveal that the synthesis of Dol-P-Man

is mediated by three genes that encode DPMS1, DPMS2,

and DPMS3 proteins, which assemble into a functional DPMS

complex where DPMS1 represents the catalytic module. We

show through loss of function and overexpression studies

that DPMS1, in contrast with DPMS2 or DPMS3, exerts a broad

influence on various aspects of Arabidopsis development, in-

cluding root growth, seed architecture, vascular bundle or-

ganization, activation of UPR, induction of chlorosis, and

sensitivity to ammonium. Given the growing implications of

glycan-linked proteins in a wide range of biological functions,

including receptor–ligand interaction, signal transduction,

pathogenesis, endocytosis, and cell wall organization, further

understanding of how Dol-P-Man impacts the glycome net-

work and influences plant development remain important

challenges for future work.
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METHODS

Plant Materials and Growth Conditions

Arabidopsis thaliana plants in theColumbia backgroundwere usually grown

onMS basal salt medium (M0221; Duchefa Biochemie) containing Suc (3%)

and agar (8 g/L) as described previously (Bouvier et al., 2006). To test the

effect of ammonium on plant growth, the seeds were germinated on MS

medium (M 0238, modification number 4, NH4
+ free; Duchefa Biochemie)

supplemented with increasing NH4
+ concentrations as indicated in the text.

Alternatively, the seeds were grown on damp soil (Bouvier et al., 2006). For

tunicamycin treatment, 21-d-old MS-grown (M 0238) Arabidopsis plants

were transferred to the same liquid MS medium containing 5 mg/mL of

tunicamycin for 5 h. Leaves from 2-month-old Nicotiana benthamiana

plants grown under greenhouse conditions were used.

Screening of T-DNA Insertion Mutants

The T-DNA insertionmutants ofArabidopsis (Columbia ecotypes) correspond-

ing to the different genes were obtained. The following lines were used:

GK_767A10 (dpms1-1), SALK_030487C (dpms1-2), SALK_111777 (dpms2-1),

SALK_111779 (dpms2-2),SALK_037120 (dpms3-1),SALK_051037 (dpms3-2),

SALK_006421 (srd5a3-like1-1), and SALK_ 113221 (srd5a3-like1-2). Segrega-

tion analysis (resistant:susceptible, 3:1) based on the antibiotic resistance,

genomic PCR, and RT-PCR analyses using appropriate primers (see Supple-

mental Table2online)wereperformed tocharacterize thehomozygous linesas

described previously (Bouvier et al., 2006). Antibodies raised against recom-

binantArabidopsisDPMS1, asdescribedpreviously (Bouvier et al., 2006),were

also used for immunological analysis of dpms1mutants.

Histological and Microscopy Analysis

Hand-cut section of Arabidopsis stems from wild andmutant plants were

treated with phloroglucinol-HCl (0.1% phloroglucinol in 20% HCl from

VWR International) for 2 min to stain lignin. Sections were washed with

water and examined under a light microscope. The seed surface mor-

phology was analyzed using scanning electron microscopy without any

special sample preparation. Mature seeds were collected and directly

placed into a Hitachi Tabletop microscope TM-1000 and examined by

scanning electron microscopy at an operating voltage of 15 kV. Images

were taken using the software supplied by manufacturer.

Molecular Cloning and Plant Transformation

Primers used to generate the different constructs are listed inSupplemental

Table 2 online. For lines overexpressing DPMS1, we cloned DPMS1 cDNA

into the ImpactVector 1.1 (PlantResearch International) previously digested

by NcoI and BglII. The resulting expression cassette was subcloned (AscI-

PacI) in the binary vector pBIN Plus (Plant Research International) before

transformation into Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 and infiltra-

tion according to the floral dip procedure and kanamycin selection (Clough

andBent, 1998). For the complementation ofdpmsmutant plants, genomic

fragments corresponding to the coding region were individually inserted

into the XbaI site of the pCAMBIA-1300 vector (http://www.cambia.org/

daisy/cambia/materials/vectors). T1plantswereselectedonMScontaining

hygromycin. For the DPMS1-RNAi construct, we made use of a short

inverted repeat of DPMS1 cDNA (hairpin). Two 87-bp fragments amplified

from the DPMS1 cDNA containing NcoI and BglII at their 59 termini and

EcoRI at their 39 termini were digested by EcoRI, self-ligated, and digested

withNcoI andBglII. The 194-bp fragment was then ligated to theNcoI-BglII

sites of the ImpactVector 1.1. Transient expression assayswere performed

using GFP-DPMS1, GFP-DPMS2, GFP-DPMS3, and At-RNLB2 inserted

into the NcoI site of pCATsGFP vector before insertion into the binary vec-

tor (Bouvier et al., 2006). Transient coexpression of GFP-DPMS1, GFP-

DPMS2, andGFP-DPMS3 inN. benthamaniawas performed as described

previously using 1:1:1 or 1:1 mixtures of AgrobacteriumGV3101 harboring

the GFP constructs (Mialoundama et al., 2009). In parallel, control leaves

were infected with Agrobacterium harboring an empty vector. The leaves

were harvested 72 h after inoculation and processed for SDS-PAGE and

immunoblot analysis using anti-DPMS1 and anti-GFP antibodies (Invitro-

gen) (used at a 1/2500 dilution).

Gene Expression Analysis

Relative expression of the different genes was evaluated by quantitative

PCR using total RNA isolated from the different plant lines using the

NucleoSpin RNA kit (Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s

instructions. Three independent plants were used, and quantitativePCR

was performed in triplicate from each biological sample. The different

gene-specific primers were designed using Probe Finder software

(Roche) and are listed in Supplemental Table 2 online. Two micrograms

of total RNA were reverse transcribed in a total volume of 40 mL with 2.5

mM oligo(dT)20, 0.5 mM deoxynucleotide triphosphate, and 400 units of

Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen). One microliter of cDNA

was quantified using gene-specific primers in a total volume of 10 mL

SYBR Green I Master Mix (Roche) in a Light Cycler 480 II apparatus

(Roche) according to themanufacturer’s instructions. The cycle threshold

(Ct) was used to determine the relative expression level using the 22DDCt

method (Livak and Schmittgen, 2001). The relative expression level of

each gene was analyzed using GenEx Pro software (MultiD analyses;

www.gene-quantification.de/datan.html) after normalization by reference

with the internal references TIP41-LIKE and GAPDH.

Subcellular Localization of DPMS

Transient Expression of GFP-tagged DPMSs in Arabidopsis leaves were

performed using the above-described GFP-DPMS1, GFP-DPMS2, and

GFP-DPMS3 constructs as described previously (Eastmond et al., 2010).

The reticulon-like protein At-RTNLB2 fused with GFP (GFP-AtRTNBLB2)

was used as an ER marker protein (Nziengui et al., 2007). Leaf tissues

expressing the individual GFP constructs were analyzed by confocal

microscopy as described previously (Bouvier et al., 2006).

Recombinant DPMS Proteins and in Vitro Reconstitution of

DPMS Complex

DPMS cDNAs were subcloned into a pBAD-TOPO vector using the

pBAD/TOPO Thio fusion vector (Invitrogen) using the primers listed in

Supplemental Table 2 online, as described previously (Bouvier et al.,

2006). After induction with 0.001% Ara, the bacterial cells containing the

recombinant His-tagged DPMS proteins were disrupted using a French

press in the presence of lysis buffer A (50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 1%

digitonin, 0.1% dodecylmaltoside, 50 mM KCl, and 10 mM imidazole).

The resulting mixture was centrifuged at 10,000g for 15 min. The super-

natant was mixed with nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) agarose affinity

chromatography (Qiagen). Ni-NTA agarose beads were rinsed three

times batchwise with buffer B (50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 50 mMKCl, 0.1%

digitonin, and 10 mM imidazole) to remove nonspecifically bound pro-

teins. The washed beads (200 mL) were subsequently mixed with 1 mL

buffer C, which contained 50mM Tris-HCl, pH 7.6, 50mMKCl, and 5mg/

mL of liposomes prepared from identical amounts of phosphatidylcholine

and phosphatidylethanolamine using a Vibra Cell sonicator instrument

(Sonics and Materials) as described previously (Maeda et al., 2000). The

His tag–coupled proteins were eluted from the Ni-NTA agarose beads

with buffer C containing 150 mM imidazole. In the reconstitution assay,

identical amounts of recombinant DPMS1, DPMS2, or DPMS3 in buffer C

were combined. The purified proteins were used for enzyme assay and

SDS-PAGE analysis.
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In-Gel Digestion and NanoLC-MS/MS Analysis of DMPS

Component Proteins

The gel bands were predigested using a MassPREP automated system

(Waters). The gel slices were washed twice in 25 mM ammonium

hydrogen carbonate and acetonitrile. The disulfide bonds were subse-

quently reduced in 10 mM dithiothreitol (Sigma-Aldrich) at 578C, and then

the Cys residues were alkylated in 55 mM iodoacetamide (Sigma-

Aldrich). Following dehydration with acetonitrile, the proteins were

cleaved in the gel using 125 ng of modified porcine trypsin (Promega),

125 ng bovine pancreas chymotrypsin (Roche), or 130 ng of Pseudomo-

nas fragi AspN (Promega). The peptides were extracted sequentially with

1% trifluoroactic acid in acetonitrile/water (60:40 v/v) and 100% aceto-

nitrile before concentration using a Speed Vac system. The extracts were

analyzed using an ultra-high-pressure LC system (NanoAcquity; Waters)

coupled to a high-resolution nanoelectrospray-quadrupole-time of flight

type mass spectrometer (Maxis; Bruker Daltonics). The samples were

trapped on a 20 3 0.18-mm, 5-mm Symmetry C18 precolumn (Waters),

and the peptides were separated on a nanoACQUITY UPLCBEH130C18

column (Waters; 75 mm 3 200 mm, 1.7 mm particle size). The solvent

system consisted of 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1%

formic acid in acetonitrile (solvent B). Trapping was performed during 3

min at 5 mL/min with 99% of solvent A and 1% of solvent B. Elution was

performed at a flow rate of 450 nL/min using 6 to 35% gradient (solvent A

to B) over 9min at 458C followed by 90% (solvent B) over 1 min before the

reconditioning the column using 99% of solvent A over 6 min. Maxis

equipped with a nanosprayer was operated in the positive ion mode.

Mass calibration of the TOF was achieved prior to analysis fromm/z 50 to

2200 using Tunemix (Agilent Technologies). Online correction of this

calibration was performed using two Tunemix ions (m/z 299.2945 and

922.0098) as recalibration masses. The capillary voltage was set to 4500

V and the end plate offset to2500 V. ForMS/MS experiments, the system

was operated with automatic switching betweenMS andMS/MSmodes.

TheMS scanwas performed over anm/z range of [50;2200] at 0.2 s/scan.

TheMS/MS scan timewas automatically set depending on the intensity of

the selected precursor peak on the MS spectrum (from 0.1 to 1.4 s/scan

over the samem/z range). The three most abundant peptides, preferably

doubly and triply charged ions, were selected on each MS spectrum for

further isolation and collision-induced dissociation using an optimized

collision energy depending on the charge state and them/z of the ion. The

selected peptides are then excluded for 0.3 min. The complete system

was fully controlled by Compass Hystar (Bruker). The MS data collected

during the analysis were processed and converted tomascot generic files

(mgf) using Compass Data Analysis 4 software (Bruker). The mgf peak list

files were then submitted to the Mascot search engine (Matrix Sciences;

version 2.3.01) in a local server. Searches were performed against a

composite target decoy database generated using internally developed

tools (http://msda.u-strasbg.fr) and containing the National Center for

Biotechnology Information protein sequences of Arabidopsis and com-

mon contaminants (trypsin and human keratins) downloaded on the 23rd

of September 2010. Searches were performed with a tolerance of 5 ppm

for precursor ions and 0.02 D for fragment ions, allowing a maximum of

one missed cleavage site for trypsin and chymotrypsin and three missed

cleavages sites for AspN. Carbamidomethylation of Cys residues, oxi-

dation of Met residues, and acetylation of protein N-terminal residues

were searched as variable modifications. The spectra that yielded iden-

tifications were manually inspected.

Purification of Dolichols and Assay of DPMS Activity

Ginkgo biloba seeds obtained from the botanical garden (Strasbourg,

France)were used to extract and purify dolichols with chain length of 14 to

18 isoprene residues, according to publishedprocedures (Tateyamaet al.,

1999). The resulting dolichol fraction was further purified by preparative

HPLC using a Zorbax C18 column eluted using a linear gradient of sol-

vent A (methanol/propan-2-ol/water, 12:8:1 v/v/v) to solvent B (hexane/

propan-2-ol, 7:3 v/v) (Skorupińska-Tudek et al., 2003).

Dol-P-Man synthasewas synthesized by coupling the synthesis of Dol-P

to that of Dol-P-Man. First, purified Dol14 (10 mg) was incubated at 258C

for 10 min with (15 mg) purified recombinant polyprenyl-dolichol kinase

cloned fromStreptococcusmutansDGK (Hartley et al., 2008) in a reaction

mixture (100 mL) containing 50mM Tris-HCl, pH 7.6, 2 mM [g-32P]ATP (10

mCi/mmol; Hartmann Analytic), 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, and 0.1%

Tween 80. Upon completion of this step, 50 mL of liposomes containing

purified DPMS protein components (equivalent to 20 mg) as specified in

the text were added to the reaction mixture supplemented with 2 mM

GDP-Man, and the reactionwas allowed to proceed for 30min. Unlabeled

Dol-P-Man was prepared under the same condition except nonradioac-

tive ATP (2 mM) was used in the incubation medium. In the case of

Arabidopsis microsomal membranes, the leaves were homogenized in

themedium containing 50mM Tris-HCl, pH 7.6, 0.25M Suc, 1 mMEDTA,

0.5% polyvinylpyrrolidone, and 5 mM 2-mercaptoethanol. The homog-

enate was centrifuged at 10,000g for 15 min, and the resulting superna-

tant was centrifuged at 100,000g for 1 h to pellet the microsomal

membrane fraction. The microsomal membrane fraction was suspended

in 50 mM Tris-HCl, pH 7.6, containing 0.25 M Suc and 1 mM DTT.

Microsomal preparations equivalent to 250 mg of protein were incubated

at 258C for 30 min in the reaction mixture containing 50 mM Tris-HCl, pH

7.6, 2 mM [g-32P]ATP (10 mCi/mmol; Hartmann Analytic), 1 mM DTT, 5

mM MgCl2, Dol14 (10 mg), 0.1% Tween 80, and 2 mM GDP-Man for 30

min. The reaction products were extracted using dichloromethane/meth-

anol (2:1 v/v). Following centrifugation, the dichloromethane phase was

adsorbed onto a mini DEAE-cellulose column prepared as described

previously (Camara and Monéger, 1977). The column was sequentially

eluted with dichloromethane and dichloromethane/methanol (7:3 v/v),

and the fraction containing the Dol-P-Man was eluted with dichloro-

methane/methanol (7:3 v/v) containing ammonia (0.28 N) and 50 mM

ammonium acetate. The eluate was concentrated and subjected to thin

layer chromatography (TLC) on silica gel plate developed with dichloro-

methane/methanol/water (10:10:3 v/v/v), and the position of Dol14-P-Man

(retention factor = 0.7) was detected by autoradiography. Radioactivity

incorporated in the products was quantified by a liquid scintillation

counter. For incubation with nonradioactive ATP, the Dol-P-Man band

was scraped and eluted with dichloromethane/methanol (2:1 v/v) before

ultra-high-pressure liquid chromatography coupled to tandem mass

spectrometry (UPLC-MS/MS) analysis.

UPLC and MS Analysis of Dol-P-Man

Characterization of Dol14-P-Man recovered from the DEAE cellulose col-

umn was performed using UPLC-MS/MS. All analyses were performed

using a Waters Quattro Premier XE equipped with an ESI source and

coupled to an Acquity UPLC system (Waters) with diode array detector. UV

spectra were recorded from 200 to 500 nm. Chromatographic separation

was achieved using an Acquity UPLC BEH C18 column (1003 2.1 mm, 1.7

mm;Waters), coupled toanAcquityUPLCBEHC18 precolumn (2.13 5mm,

1.7 mm; Waters). The temperature of the column oven was 408C, and the

injection volume was 3 mL. Eluents were methanol/acetonitrile/water (60/

30/9.99, v/v/v), basified with 1 mM ammonium acetate and 0.01% piper-

idine (solvent A) and ethanol 99.99%; basified with 1 mM ammonium

acetate and 0.03% piperidine (solvent B). The flow rate was 0.31 mL/min.

Chromatographic conditions were as follows: 100% (A) for 1 min; gradient

from 100% (A) to 100% (B) for 5min, 100% (B) and an isocratic run of 5min

at 100%of B, followed by a gradient from100% (B) to 100% (A) for 1min to

the initial conditions thatwasmaintained for 3min. The total run timewas15

min. Nitrogen generated from pressurized air in a N2G nitrogen generator

(Mistral) was used as the drying and nebulizing gas. The nebulizer gas flow

was set to;50 L/h, and the desolvation gas flow to 700 L/h. The interface
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temperature was set at 3008C and the source temperature at 1208C. The

capillary voltage was set at 3 kV, and the cone voltage was optimized for

each Dol-P-Man depending on the length of the isoprenoid skeleton. Full-

scan and selected ion recording analyses were used to determine them/z

of Dol-P-Man. Fragmentation was performed by collision-induced disso-

ciation with argon at 1.03 1024 mbar. The collision energy was optimized

using daughter scan monitoring andMRM. MS conditions for Dol14-P-Man

wereset after optimizationas follows: polarity ES-, capillary 3 kV, cone 40V.

Low mass and high mass resolution were 13 for both mass analyzers, ion

energies 1 and 2were 0.5 V, entrance and exit potential were 2 and 1 V, and

detector (multiplier) gain was 650 V. Collision-induced dissociation of

deprotonatedparent ionswasaccomplishedwith collision energy of 10and

15 V. Daughter scan monitoring, neutral loss, and MRM permitted the

identification of Dol14-P-Man. Theprominent compoundwas identified as a

deprotonated parent ion [M-H2O-H-], and the predominant daughter frag-

ment ions 1094 and 1052 corresponding to partial and total Man loss were

obtained by daughter scan and subsequently used for MRM transitions.

The combination of chromatographic retention time, parent mass, and the

two more intense daughter ions analysis was used to selectively monitor

Dol14-Man-P-Man (1196 > 1094) and (1196 > 1052). Data acquisition and

analysis were performed with the MassLynx software (ver.4.1) running

under Windows XP professional on a Pentium PC.

Affinity Interactions of DPMS Protein Components

Total leaf proteins were prepared from N. benthamiana leaves expressing

various combinations of GFP-DPMS1, GFP-DPMS2, and GFP-DPMS3

constructs. Leaf tissues were ground into a fine powder in liquid nitrogen

before extraction with the buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 2 mM PMSF, 0.

2% Triton X-100, and 3% digitonin). Anti-DPMS1-Sepharose beads were

prepared using dimethylpimelimidate (Schneider et al., 1982). Proteins

derived from leaf extracts were centrifuged, and the supernatant was

incubated for 6 h at 48C to 100 mL of anti-DPMS1-Sepharose beads in the

presenceof the incubation buffer (50mMTris-HCl, pH7.6, 0.1MKCl, 2mM

PMSF, and 0.3%digitonin). Immunoadsorbed complexes were washed by

centrifugation using the samebuffer containing 0.25MKCl before elution of

bound proteinswith 0.1MGly, pH 2.5. The eluatewas neutralized to pH 7.6

and subjected to SDS-PAGE and immunoblot analyses using anti-GFP

(Invitrogen) as described previously (Bouvier et al., 2006).

The pull-down assay was performed using DPMS3 as bait to pull down

putative DPMS1 and DPMS2 preys. Streptavidin agarose beads (Thermo

Scientific) (200 mL) were incubated for 30 min at 258C with biotin-labeled

DPMS3 (250 mg) prepared using the Pierce pull-down biotinylated pro-

tein:protein interaction kit (Thermo Scientific). Purified Rubisco protein

(Sigma-Aldrich) was used as negative control bait. Next, total Escherichia

coli lysates (500 mg) obtained after French press disruption and centrif-

ugation of bacterial cells expressing recombinant DPMS1 and DPMS2

were incubated for 2 h at 68C with biotinylated DPMS3 coupled to

streptavidin agarose in amedium containing 50mM Tris-HCl, pH 7.6, 3%

digitonin, 2mMPMSF, 0.2%Triton X-100, and 0.1MKCl. The beadswere

washed by centrifugationwith 50mMTris-HCl, pH 7.6, buffer containing 2

mM PMSF, 0.3% digitonin, and 0.25 M KCl to remove nonspecifically

bound proteins. DPMS3 interacting proteins were eluted with the acidic

pH 2.8 buffer.

Affinodetection of Glycoproteins

Total proteins were extracted using 25 mM Tris, pH 8.3, containing 250

mM Gly and 01% SDS and subjected to SDS-PAGE analysis before

electroblot transfer onto nitrocellulose membranes. Concanavalin A

binding proteins were detected using jack bean (Canavalia ensiformis)

Concanavalin A-peroxidase (Sigma-Aldrich) and Amersham enhanced

chemiluminescence reagent. PDI and PDCB1 were used as markers for

N-glycoproteins and GPI-anchored proteins and probed using anti-PDI

(used at a 1/2500 dilution) (Lukowitz et al., 2001) and anti-PDCB1 (used at

a 1/2500 dilution) (Simpson et al., 2009) antibodies.

Ascorbic Acid Analysis

Arabidopsis leaves were pulverized in liquid nitrogen, and the resulting

powder was homogenized in 1 N HClO4. Following centrifugation and

neutralization with K2CO3, the supernatant was saved for ascorbate

determination as described previously (Foyer et al., 1983).

GMPase Activity

Plant leaves were pulverized in liquid nitrogen, and the resulting powder

was homogenized in the extraction buffer containing 50 mM Tris-HCl, pH

7.6, and 2 mM 2-mercaptoethanol. The homogenate was centrifuged at

10,000g for 10 min, and the supernatant (100 mg protein) was used for

enzyme assay in a reaction mixture (200 mL final volume) containing

50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 2 mM 2-mercaptoethanol, 5 mM MgCl2, 2 mM

GTP, and 2 mM D-Man. The reaction was performed at 308C for 1 h. The

reaction was quenched by boiling, and GDP-Man was analyzed by HPLC

as described previously (Albermann et al., 2000). Protein concentration

was determined using the Pierce bicinchoninic protein assay kit (Pierce).

Chlorophyll Determination

Total chlorophyll content was determined in 80% acetone extracts

(Lichtenthaler and Wellburn, 1983).

Accession Numbers

Sequence data from this article can be found in the Arabidopsis Genome

Initiative databases under the following accession numbers: At-DPMS1

(Arabidopsis; At1g20575), Os-DPMS1 (Oryza sativa; NP_001051751),

Sp-DPMS1 (Schizosaccharomyces pombe; CAB11700), Hs-DPMS1

(Homo sapiens; EAW75608), Rn-DPMS1 (Rattus norvegicus; NP_001100014),

Tb-DPMS1 (Trypanosoma brucei; AJ866775), Lm-DPMS1 (Leish-

mania mexicana; AJ131960), Sc-DPMS1 (Saccharomyces cerevisiae;

AAB68116), At-DPMS2 (At1g74340), Os-DPMS2 (NP_001172795), Hs-

DPMS2 (AAH15233), Rn-DPMS2 (NP_062125) Sp-DPMS2 (NP_595676),

At-DPMS3 (At1g48140), Os-DPMS3 (EAY87536), Hs-DPMS3

(BAA96291), Rn-DPMS3 (NP_001102801), Cd-DPMS3 (Candida dublin-

iensis; XP_002419846), At-SRD5A3-like1 (At2g16530), At-SRD5A3-like2

(At1g72590), Hs-SRD5A3 (NM_024592), At-RTNLB2 (At4g11220), TIP41-

LIKE (At4g34270), GAPDH (At1g3440), and a-Tubulin (At1g04820).
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The following materials are available in the online version of this article.

Supplemental Figure 1. Multiple Sequence Alignment of DPMS1

with Homologous Proteins.

Supplemental Figure 2. Multiple Sequence Alignment of DPMS2

with Homologous Proteins.

Supplemental Figure 3. Multiple Sequence Alignment of DPMS3

with Homologous Proteins.

Supplemental Figure 4. Analysis of Recombinant DPMS Proteins

Expressed in E. coli.

Supplemental Figure 5. Neutral Loss Analysis of Dol14-P-Man.
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Caractérisation du site de phosphorylation de la 

protéine GiP 

 

Contexte 

La base du vivant est la division cellulaire. Ce processus hautement régulé utilise chez 

les cellules à noyau des complexes protéiques faisant appel aux tubulines et à tout un 

ensemble d'autres partenaires. Parmi ceux-ci, la protéine GIP (Gamma-tubulin Complex 

Protein 3 Interacting Protein) découverte tout d'abord dans la plante Arabidopsis thaliana 

(At), semble jouer un rôle particulièrement vital. Une étude bioinformatique a montré que 

cette protéine semble être présente chez la quasi-totalité des eucaryotes. Elle présente aussi 

au moins un site de phosphorylation potentiel. Dans les kinases impliquées dans la 

régulation du cycle cellulaire et de ces complexes à tubulines, on peut citer Aurora 1 chez les 

plantes. Des expériences in vitro utilisant les protéines AtGIP1 et AtAurora 1 en présence de 

gamma-ATP radioactif ont permis de montrer qu'AtGIP1 est bien un substrat de la kinase 

considérée. Nous avons donc proposé de vérifier que le site effectif de phosphorylation 

correspondait bien au site prédit par les algorithmes bioinformatiques.  

Matériels et méthodes de l’analyse de phosphorylation de la protéine 
GIP 

Les protéines GIP d’Arabidopsis (AtGIP1) et humaine (HsGIP1) sont exprimées dans E-

coli et purifiées. Chacune d’entre elles est ensuite incubée avec la kinase AtAurora1 en 

présence et en absence d’ATP (contrôle). Les protéines ont été aussi incubées avec de l’ATP 

sans la kinase pour faire un deuxième contrôle. Les protéines sont ensuite digérée en 

solution avec de la trypsine et les peptides de digestion sont analysés par LC-MS/MS comme 

indiqué dans l’extrait du manuscrit de la publication en cours de rédaction.  

 Nano LC-MS/MS analysis 

Samples were analyzed using an Agilent 1200 series HPLC-Chip/MS system (Agilent 

Technologies, Palo Alto, CA, USA) coupled to an HCT Plus ion trap mass spectrometer (Bruker 

Daltonics, Bremen, Germany). The Chip contained a Zorbax 300SB-C18 (43 mm x 75 µm, with 

a 5 µm particle size) column and a Zorbax 300SB-C18 (40nL, 5µm) enrichment column 
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(Agilent Technologies). The solvent system consisted of 2 % acetonitrile and 0.1 % formic 

acid in water (solvent A); 2 % water and 0.1 % formic acid in acetonitrile (solvent B). 5 µL of 

sample were loaded onto the enrichment column at a 3.75 µL/min flow rate using solvent A. 

Elution was performed at a flow rate of 0.3 µL/min with a 0-40% solvent B linear gradient 

over 9 min followed by a 70% stage (solvent B) over 2 min before reconditioning the column 

over 7 min. The HCT ion trap was operated in the positive ion mode. The peptides were 

fragmented by Collision-Induced Dissociation (CID). The MS scanning was performed in the 

standard enhanced resolution mode at a scan rate of 8 100 m/z per second. The mass range 

was 250 – 1500 m/z. The ion charge control was 100 000 and the maximum accumulation 

time was 200 ms. A total of three scans were averaged to obtain an MS spectrum. For 

tandem MS experiment the system was operated with automatic switching between MS and 

MS/MS modes. The three most abundant peptide ions, preferring doubly charged ones 

(absolute threshold of 10 000 and a relative of 5 %), were selected on each MS spectrum for 

further isolation (4 m/z isolation width) and fragmentation. Ions were excluded after 1 

spectrum and released after 0.12 min. the MS/MS scanning was performed in the ultrascan 

resolution mode at a scan rate of 26 000 m/z per second. The ion charge control was set at 

300 000. A total of five scans were averaged to obtain an MS/MS spectrum. The complete 

system was fully controlled by Chemstation (Agilent Technologies) and EsquireControl 

(Bruker Daltonics).  

Protein Identification 

Mass Data collected during analysis were processed, converted into mgf files using 

DataAnalysis software (Bruker Daltonics). The mgf files were then submitted to Mascot 

search engine (Matrix Sciences, Boston, MA, USA) in its 2.3 version on a local server. 

Searches were performed against a composite target-decoy database generated using 

internally developed tools (http://msda.u-strasbg.fr) and containing the NCBI protein 

sequences of Arabidopsis thaliana and common contaminants (trypsin and human keratins) 

downloaded on the 23
rd

 of September 2010 for the Arabidopsis samples,  and against 

Swissprot database for human samples. Searches were performed with a 0.2 Da error 

tolerance on mass measurements for both precursor and fragment ions. Oxidation of 

methionine residues, carbamidomethylation of cysteine residues and phosphorylation of 

serine and threonine residues were searched as variable modifications. Up to one trypsin 

miss cleavage site was allowed. The spectra of the phosphorylated peptides were manually 

reinspected and annotated. 

Results 

For the Arabidopis GIP protein incubated with the kinase and ATP, the peptide R
57

-

H
71

 is identified with a phosphorylation on the serine 59 residue by a good quality MS/MS 

spectrum and a Mascot ion score of 63. This spectrum is manually reinspected and 

annotated providing unambiguous information for phosphorylation site assignment on the 
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serine residue 59 (Figure 1). The same peptide is identified without phosphorylation which 

suggests that both forms, phosphorylated and non phosphorylated exist. The extracted ion 

chromatograms of the same phosphorylated peptide in the control analysis show clearly that 

the phosphorylation is inexistent in the controls. This suggests that both kinase and ATP are 

required for the phosphorylation of GIP.  

 

Figure 1: Fragmentation spectrum of the protein AtGIP doubly charged phosphopeptide R57-H71. Fragment 

ions b3 - b6 permitted the unambiguous identification of the peptide with a phosphorylated S59. Fragments 

y2 - y11 provide evidence that the phosphorylation is not on the other potential sites. (p) indicates an ion 

with a neutral loss of 98 corresponding to H3PO4. (*) indicates a neutral loss of a water molecule. 

For the human GIP protein incubated with the kinase and ATP, the peptide E
23

-R
33

 is 

identified with a phosphorylation on the serine 32 residue by a good quality MS/MS 

spectrum and a Mascot ion score of 39. This spectrum is manually reinspected and 

annotated providing unambiguous information for phosphorylation site assignment on the 

serine residue 32. The same peptide is identified without phosphorylation which suggests 

that both forms, phosphorylated and non phosphorylated exist. The extracted ion 

chromatograms of the same phosphorylated peptide in the control analysis show clearly that 

the phosphorylation is inexistent in the controls. This suggests that both kinase and ATP are 

required for the phosphorylation of GIP.  
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Figure 2 : Fragmentation spectrum of the protein HsGIP doubly charged phosphopeptide E23-R33. Fragment 

ions y permitted the unambiguous identification of the peptide with a phosphorylated S32. Fragment ions b 

provide evidence that the phosphorylation is not on the threonine 24. (p) indicates an ion with a neutral loss 

of 98 corresponding to H3PO4. (*) indicates a neutral loss of a water molecule. 
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Introduction

Dans une cellule, on estime qu’un tiers des protéines contient au moins un élément métallique. Ces éléments sont nécessaires au bon repliement de la
protéine ainsi qu’à sa fonction et son activité. C’est pourquoi, la caractérisation de ces interactions protéine-métal revêt une importance particulière.
Dans ce contexte, la préservation de ces interactions lors des différentes étapes analytiques permettant la caractérisation de cet ensemble
constitue encore un réel défi. Nous présentons ici une évaluation d’une nouvelle approche par gel d’électrophorèse en conditions non-dénaturantes
HR-CN-PAGE pour séparer les mélanges protéiques en conservant les interactions protéine-métal. La SM supramoléculaire est utilisée ici pour
vérifier le maintien et caractériser les complexes protéine-métal issus du gel HR-CN-PAGE.

Le Blue Native Page ou BN PAGE:
Coloration au bleu de Coomassie        protéines chargées

Le Clear Native Page ou CN PAGE:
Pas de coloration.

Bleu de 
Coomassie

Le High resolution CN PAGE ou Hr CN PAGE:
déoxycholate de sodium        Protéines chargées 

Résolution identique à BN PAGE

•Bruit de fond élevé en ICP MS 

•Décoloration          dénaturation         Perte du métal.

les protéines migrent sous le seul effet de leurs 
charges, résolution insuffisante

déoxycholate de 
sodium

-

-

Electrophorèse sur gel en conditions non dénaturantes1

ICP-MS

Identification du métal et de la bande contenant des 
métalloprotéines

La SOD lie du cuivre et du zinc
L’Anhydrase Carbonique lie du Zinc

Elution passive dans 10mM 
Acétate d’ammonium 

+ 0,1% SDS 66Zn

63Cu

Analyse en ICP-MS exemple de la SuperOxyde Dismutase 
(SOD) bovine et de l’Anhydrase carbonique (CA) bovine

2

66Zn

SOD CA

Stratégie analytique

Métalloprotéines

Electrophorèse
nativeSéparation

des protéines 
en conditions 

non dénaturantes

1

2
3

Identification
métal

MS
Supramoléculaire

ICP-MS

Elution passive

Etat de repliement
Stœchiométrie
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m/z0

100

%

Mséquence= 29025 Da

M= 29024 +/- 1,5 Da

Spectres ES-MS

déconvolués

M = 29089 +/- 1 Da
AC + Zn2+– 2H+

MA = 29089 +/- 1 Da
AC + Zn2+– 2H+

Zn

1000 1500 2000 2500 3000
m/z0

100

%

11+

29024 Da

2500 3000 3500 4000 4500 5000
m/z0

100

%

29000 30000
mass0

100

%

**

10+

9+

29089 Da

CA en 
conditions

dénaturantes

Témoin
(CA dissoute)

CA éluée
du gel

29000 30000
mass0

100

%

ΔM= 65Da 
=MZn

**

10+

9+

29089 Da

29000 30000
mass0

100

%

Zn
Conservation des interactions
Pas de polymère de SDS
Pas de protéine dénaturée

3

1000 1500 2000 2500 3000 3500
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100

%

1000 1500 2000 2500 3000 3500
m/z3

100

%

1000 1500 2000 2500 3000 3500
m/z0

100

%

Zn Cu
Zn Cu

Conservation des 
interactions
Pas de polymère de SDS
Pas de protéine dénaturée

10mM Acétate 
d’ammonium 

H2O/CH3CN/HCOOH 50/50/113+

Mséquence= 15592,3 Da

M= 15591 +/- 1 Da

M = 31434 +/- 1 Da
2SOD + 2Zn2++ 2Cu2+– 8H+
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Zn Cu
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11+

11+

Analyse de la bande de SOD

Analyse de la bande anhydrase carbonique (CA)

Matériel et méthodes
Les protéines sont achetées chez Sigma. Pour les protéines issues de
l’élution passive du gel; des échanges de tampon par gel filtration (Zeba,
Pierce) et dialyse (Slides A lyser, Pierce) sont effectués pour éliminer
le SDS. Les expériences sont effectuées sur un ESI-TOF (LCT,
Waters) équipé d’une source nanoES-Chip (Advion Biosystems) et sur un
ICP-Quad (Agilent 7500ce).

Echantillon biologique

Séparation
des protéines 
en conditions 

non dénaturantes
Electrophorèse

native
Gel Filtration

ICP MS

Identification
métal
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VERS UNE ÉTUDE APPROFONDIE DES PROTÉOMES :  
CARACTÉRISATION DES ÉXTREMITÉS N-TERMINALES DES PROTÉINES 

 

 
Résumé 
 
Dans ce travail de thèse, nous avons développé et optimisé une stratégie originale pour la caractérisation 
des extrémités N-terminales des protéines et des sites de clivages protéolytiques. Elle s’appuie sur la 
dérivation chimique spécifique des amines N-terminales et nous l’avons adapté à différents types 
d’échantillons biologiques. L’application de cette stratégie dans des études en biologie nous a permis 
d’apporter plusieurs éléments de réponse à différentes problématiques. Nous avons ainsi caractérisé les 
peptides de transit des protéines mitochondriales humaines et ainsi validé/corrigé expérimentalement 
leurs prédictions dans les banques de données. Nous avons aussi appliqué cette stratégie à l’étude du 
protéome du parasite P. falciparum. La mise au point de la dérivation N-terminale de protéines 
immobilisées dans un gel SDS PAGE nous a permis d’étudier le mécanisme d’export des protéines de ce 
parasites vers sa cellule hôte et de déterminer le rôle des acides aminés impliqués dans cet export. Un 
réactif de dérivation marqué aux isotopes stables permet d’effectuer des études différentielles des 
processus protéolytiques que subissent les protéines. Cette stratégie quantitative a été appliquée à l’étude 
du  protéome hépatique du rat soumis au jeûne expérimental. D’autres applications de l’analyse 
protéomique en biologie sont aussi présentées dans ce manuscrit. 

Mots Clés : protéomique, protéolyse, clivage protéolytique, modifications post-traductionnelles, TMPP, 
mitochondrie, Plasmodium falciparum, paludisme, jeûne expérimentale. 

 

Abstract 

In this manuscript, we describe the development and the optimization of an original strategy for the 
characterization of protein N-termini and protease cleavage sites. The strategy is based on specific 
chemical derivation of alpha-amines. We applied this method to the characterization of mitochondrial 
proteins’ transit peptides which allowed us to experimentally validate/correct their prediction in protein 
databases. In another study, the strategy was applied to the analysis of the proteome of the malaria 
parasite Plasmodium falciparum. The optimization of ingel N-terminal derivation and its application to the 
study of parasite exported proteins allowed us to determine the role of implicated amino acid residues in 
the signaling and export mechanism of these proteins to the host cell. To enable differential studies of 
proteolysis, we introduced an isotope labeled derivation reagent. This quantitative method was applied in 
the context of a study of the rat liver proteome after experimental long-term fasting. Other applications of 
proteomics in biology are also presented in this manuscript.  

Key words: proteomics, proteolysis, protease cleavage, post-translational modifications, TMPP, 
mitochondria, Plasmodium falciparum, malaria, long term fasting.  


