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mRlIfUl PASTEUR

DE SOUCHES D’Escherichia coli
PAR GELS 2D ET SPECTROMETRIE DE MASSE MALDI-TOF
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E. coli est une espece hétérogéne comprenant & la fois des souches commensales et des souches pathogénes. Différents types de E. coli causent différentes maladies, parmi lesquelles des infections de I'appareil urinaire (UTI), des
méningites/septicémies et des infections entériques chez des hotes variés. La plasticité du génome de E.coli est trésimportante.

Durant les 5 dernieres années, plusieurs études ont été publiées sur le chromosome de E. coli. La séquence du génome de |a souche de laboratoire K-12 MG1655 a été publiée en 1997 (Blattner et al., 1997) et il a éé démontré que lataille du
chromosome de E. coli varie de 4.5 45.5 megabases (Mb) (Rode et al., 1999).
La séquence du génome de |a souche O157:H7 (souche entérohémorragique EDL933) a été récemment déterminée (Perna et al., 2001). Sa comparaison avec celle de la souche K-12 de référence a confirmé I existence d’ un squelette commun
au chromosome de ces deux organismes, d'environ 4.1 Mb, et de segments spécifiques (flots spécifiques) répartis sur les deux génomes en régions s étendant jusqu’a 88 kilobases. Environ 26 % du génome de la souche EDL933 sont
constitués d'flots spécifiques comprenant 33 % de génes de fonction inconnue. Le complément fonctionnel de la détermination de la séquence du génome est le protéome qui peut étre analysé par la combinaison des techniques
d éectrophorése en gel bidimensionnel et de spectrométrie de masse. L’ analyse comparative du protéome de plusieurs souches de E.coli semble prometteuse pour identifier des génes dont I expression est modifiée dans certaines souches. 11

est montréici que la spectrométrie de masse MALDI-TOF est une méthode simple, rapide et extrémement sire pour ce type d' étude différentielle.

Gel d 'électrophorése bi-dimensionnelle

Les cellules sont prélevées au cours de la phase exponentielle:
Aprés centrifugation et lavages, le culot bactérien est
resuspendu dans 1mL d'une solution  Dnase(10 pg mi-Y) /
Rnase(5 pg mi-)
microbilles et les débris cellulaires sont diminés par

Les cellules sont lysées a I'aide de

ultracentrifugation. Environ 120 pg de protéines sont

400 L de solution d et chargés
sur des gels disodlectrofocalisation de gradient de pH,
immobilisé 4-7 de 18 cm. Pour cette éude, la premiére

dimension et rédliste & l'aide d'un systéme horizontal
Multiphor 11 (Pharmacia). Aprés SDS-PAGE 115% & I'aide
du systéme Protean 11 xi 2D Multicell (Biorad), les protéines
sont colorées au nitrate d 'argent. Les spots sont alors détectés
et quantifiés a I'aide du logiciel PDQUEST (PDI, Humington
Station, NY).

Protéines identifiées
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Les spots d "intéré sont découpés et digéreés dans le gel par la
trypsine (Roche Diagnostics) sedon la méhode decrite par
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sont desslés par Zip Tip C18 (Millipore).
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L' échantillon est déposé sur la cible selon la méthode de la goutte
séchée (v/v; 1 : 1) utilisant une solution saturée d 'acide 2-5
dihydroxybenzoique (DHB) en TFA 0,1%. L i
sont alors obtenues & I"aide d'un spectrometre de masse MALDI-
TOF Voyager DE-STR (Applied Biosystems, Framingham, MA),
en mode réflectron positif avec une tension d *accélération de 20
000 V, une extraction retardée de 200 ns et environ 250
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impulsions laser sont requis pour une acquisition spectrale.
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[Adenosucciee sythes:

Perplsic Nickal binding proteim

RHSA proten

[Thol Disufide interchange protein DshA
<5 Bl protein Mutart

D-Ribo:

z:

7]

logiciel Data Explorer (Applied Biosystems). Tous les spectres
obtenus sont éalonnés, d' une part automatiquement en externe et

drautre part, en interne sur les produits d autodigestion de la

trypsine. Une erreur de précision de masse inférieure a 25 ppm est
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Résultats et conclusion
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Dans le cadre de cette étude, I’ association de I" électrophorése 2D et de |a spectrométrie de masse MALDI-TOF a permis d' identifier par MFP (Mass Finger Print) 93% des protéines analysées. D’ une part, sur I’ensemble des 80 spots,
faiblement & fortement colorés au nitrate d’ argent, présentant des masses apparentes alant de 18 & 150 kDa avec despl de4 a7, il est possible d obtenir des résultats extrémement reproductibles tout en gardant les mémes conditions de
traitement. Pour les spots de haut poids moléculaire contenant moins de 90 ng de matériel biologique dans le gel, la sensibilité de I’ appareil MALDI-TOF permet ainsi d’obtenir des cartes peptidiques avec des quantités largement

inférieures a1 picomole.

D’autre part, la bonne précision de mesure (tolérance inférieure a 25 ppm), les probabilités trés élevées données par les logiciels de recherche et le % de couverture de séquence (supérieur a 30% dans la majorité des cas) ont permis
d'identifier 53 protéines différentes sans aucune ambiguité, comme par exemple I'identification de la protéine MDH (malate deshydrogenase) présentée ci-contre.

LaMDH est une enzyme métabolique dont |e polymorphisme sert de marqueur dans des études de phylogénie en utilisant en particulier latechnique du Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE). L’ étude de la variabilité génétique et
moléculaire delaMDH a été utilisée pour comparer des souches commensales et des souches pathogénes de E. coli (Boyd et al.; 1994).

Cette étude montre qu'il est devenu simple et rapide d' étudier des organismes variants dont la séquence du génome est en partie connue. En effet, les variations du génome et la grande homologie de séquence des protéines pour
chacune des souches étudiéesici, n’ont pas limité I'identification par laméthode de I’ empreinte peptidique.
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