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Etude de Etude de protprotééines informationnellesines informationnelles
Validation et Validation et analyse analyse des des donndonnéées es issues de la issues de la biologie biologie àà  ““haut-dhaut-déébitbit””

Plewniak et al, 2003

http://www-igbmc.u-strasbg.fr/PipeAlign/

Développements algorithmiques

Plewniak et al. (2000)
Bioinformatics.

Thompson et al (2000)
Nucl Acids Res. 

Thompson et al. (2003)
Bioinformatics.

Thompson et al (2004) 
Nucl Acids Res. 

Wicker et al. (2001) 
Mol Biol Evol. 
Wicker et al. (2002) 
Nucl Acids Res. 

PipeAlign



Contexte du projetContexte du projet

Erreurs de prErreurs de préédiction des gdiction des gèènes :nes :
nn 50 % des g50 % des gèènes de nes de Caenorhabditis elegansCaenorhabditis elegans

((Reboul Reboul et alet al., 2003)., 2003)
nn ~ 20 % des codons initiateurs pr~ 20 % des codons initiateurs préédits chez lesdits chez les

bactbactéériesriesConsConsééquences :quences :
nn LL’’analyse des ganalyse des géénomes nomes inin

silicosilico
nn rréégions rgions réégulatrices des ggulatrices des gèènesnes
nn signaux de localisationsignaux de localisation……

nn ÉÉtudes exptudes expéérimentalesrimentales
nn Clonage et expression desClonage et expression des

ggèènesnes…… Q9YFY3

Thréonyl-ARNt synthétases

biologie à haut débit 
Accumulation

d’erreurs 



Validation/correction desValidation/correction des
codons initiateurscodons initiateurs

Alignement multiple de séquences complètes

Classification des séquences

Clustering hiérarchique des positions
Définition de blocs

Conservation des séquences protéiques

--------MXXXXXX-XXXXXX-------XXX
-------MXXXX-XXXXXXXXXX------XXX
MXXXXXXMXXXMXXXXX-XXXXX-XXXXXXXX
------MXXXXXXXXXXXXX-XX--XXXXXXX
---------MXXXXX-XXXXXXXXXXXXXXXX

extension

Reference position

Analyse des régions N-terminales

Etude du contexte génomique

5’ 3’
5’ 3’



croissance rapidecroissance rapide
Proche de bactProche de bactééries pathogries pathogèènesnes

nn M. M. tuberculosistuberculosis
nn M. M. lepraeleprae
nn M. M. ulceransulcerans

Tests et optimisationTests et optimisation

Mycobacterium smegmatis

Détermination expérimentale
des séquences N-terminales

~ 7 Mb~ 7 Mb
65% GC65% GC

prédictions des codons initiateurs

Annotation du génome



DETERMINATION DES  SEQUENCES
N-TERMINALES DES PROTEINES DE 

Mycobacterium Smegmatis

5000-10000 PROTEINES EXPRIMEES

PLANCTONIQUE
SOUS AGITATION

STATIQUE
EN BIOFILM

EN CONDITION 
DE  STRESS

DIFFERENTES 
CULTURES BACTERIENNES

DIFFERENTES 
FRACTIONS PROTEIQUES

PROTEINES SOLUBLES

PROTEINES MEMBRANAIRES

(Unité de Pathogénie des Infections Systémiques, 
UMR570, Responsable J.M. Reyrat)



STRATEGIES D’ANALYSE DES SOUS-PROTEOMES
DE Mycobacterium Smegmatis

• SEPARATION DES PROTEINES  SOLUBLES ET MEMBRANAIRES 
   PAR GEL DE POLYACRILAMIDE

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

• DIGESTION ENZYMATIQUE  « IN GEL »

APPROCHE CLASSIQUE

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

RAPIDITE ET 
SIMPLICITE TECHNIQUE

PERTE SIGNIFICATIVE D’INFORMATIONS
LIEE A L’UTILISATION DES GELS

OBTENTION D’UN NOMBRE ELEVE ET REDONDANT 
DE PEPTIDES POUR CHAQUE PROTEINE ANALYSEE

(5-10 peptides = 1 proteine)



STRATEGIES D’ANALYSE DES SOUS-PROTEOMES
DE Mycobacterium Smegmatis

APPROCHE COFRADIC 
(Combined FRActional Diagonal Chomatography)

Nature biotechnology - volume 21 - may 2003

ABSENCE DE GEL

SELECTION DES PEPTIDES N-TERMINAUX
( 1peptide=1 proteine)

COMPLEXITE TECHNIQUE



APPROCHE COFRADIC 
(Combined FRActional Diagonal Chomatography)

acétylation de l’extrait 
protéique total  (®)

digestion enzymatique 
des protéines 

acétylées (C-ter R)

modification des 
peptides par 
le TNBS (�) 
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®
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HN R®

COLLECTE DES FRACTIONS
RP-HPLC

 

RP-HPLC ET SELECTION
DES PEPTIDES N-TERMINAUX

LC-MS-MS
DES PEPTIDES N-TERMINAUX



L’APPROCHE COFRADIC

NOMBRE SATISFAISANT DE SEQUENCES
N-TERMINALES DES PROTEINES DU 

Mycobacterium Smegmatis

LA VALIDATION DU PROGRAMME 
DE PREDICTION/DIAGNOSTIC 

DES CODONS D’INITIATION
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RP-HPLC OFF-LINE LC-MS-MS


