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Bioinformatique et génomique intégratives
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Contexte du projet
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Erreurs de prediction des genes :

m 50 % des genes de Caenorhabditis elegans
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Validation/correction des
codons initiateurs

Conservation des séquences protéiques

Alignement multiple de séquences complétes

Classification des séquences

Clustering hiérarchique des positions
Définition de blocs

Analyse des r‘eqlons N-terminales
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Tests et optimisation

Mycobacterium smegmatis

‘.

croissance rapide
Proche de bactéries pathogenes
= M. tuberculosis

= M. leprae
m M. ulcerans

Annotation du génome

L
prédictions des codons initiateurs

Détermination expérimentale
des séquences N-terminales




DETERMINATION DES SEQUENCES
N-TERMINALES DES PROTEINES DE
Mycobacterium Smegmatis

5000-10000 PROTEINES EXPRIMEES

DIFFERENTES DIFFERENTES
CULTURES BACTERIENNES FRACTIONS PROTEIQUES
PLANCTONIQUE PROTEINES SOLUBLES
SOUS AGITATION
PROTEINES MEMBRANAIRES
STATIQUE
EN BIOFILM
EN CONDITION
DE STRESS

(Unité de Pathogénie des Infections Systémiques,
UMRS70, Responsable J.M. Reyrat)



STRATEGIES D’ANALYSE DES SOUS-PROTEOMES
DE Mycobacterium Smegmatis

APPROCHE CLASSIQUE

* SEPARATION DES PROTEINES SOLUBLES ET MEMBRANAIRES
PAR GEL DE POLYACRILAMIDE

* DIGESTION ENZYMATIQUE « IN GEL »

* ANALYSE SPECTROMETRIQUES MALDI ET/OU LC-MS-MS

PERTE SIGNIFICATIVE D’'INFORMATIONS

LIEE A L’UTILISATION DES GELS
RAPIDITE ET

SIMPLICITE TECHNIQUE OBTENTION D’'UN NOMBRE ELEVE ET REDONDANT

DE PEPTIDES POUR CHAQUE PROTEINE ANALYSEE
(5-10 peptides = 1 proteine)

BUT: CONNAITRE LES SEQUENCES DES PEPTIDES N-TERMINAUX
DE L’ENSEMBLE DES PROTEINES BACTERIENNES



STRATEGIES D’ANALYSE DES SOUS-PROTEOMES
DE Mycobacterium Smegmatis

APPROCHE COFRADIC
(Combined FRActional Diagonal Chomatography)

Nature biotechnology - volume 21 - may 2003

Exploring proteomes

and analyzing protein
processing by mass
spectrometric identification
of sorted N-terminal

Kris Gevaert, Marc Goethals, Lennart Martens,
JozefVan Damme, An Staes, Gr goire R. Thomas

and Jo' I Vandekerckhove

ABSENCE DE GEL

COMPLEXITE TECHNIQUE
SELECTION DES PEPTIDES N-TERMINAUX

( 1peptide=1 proteine)




APPROCHE COFRADIC
(Combined FRActional Diagonal Chomatography)

acétylation de I'extrait
protéique total ( )

digestion enzymatique
des protéines
acétylées (C-ter R)

COLLECTE DES FRACTIONS N
RP-HPLC

modification des
peptides par
le TNBS ()

RP-HPLC ET SELECTION >
DES PEPTIDES N-TERMINAUX

LC-MS-MS >
DES PEPTIDES N-TERMINAUX
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L’APPROCHE COFRADIC

v

NOMBRE SATISFAISANT DE SEQUENCES
N-TERMINALES DES PROTEINES DU
Mycobacterium Smegmatis

v

LA VALIDATION DU PROGRAMME
DE PREDICTION/DIAGNOSTIC
DES CODONS D’INITIATION
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