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INSTITUT PASTEUR

Actuellement, 'analyse protéomique est une composante essentielle & la compréhension des systémes biologiques. L'identification des protéines doit donc pouvoir &tre réalisée pour des niveaux d'expression les plus faibles possibles. L'analyse protéomique classique implique, aprés
séparation par électrophorése (1D ou 2D) et/ou par chromatographie en phase liquide, une protéolyse des protéines suivie de l'analyse des produits de digestion par spectrométrie de masse et finalement la recherche dans les banques de données de séquences. Ceci peut s'avérer
fastidieux. C'est pour cette raison que les premiéres étapes ont été peu & peu robotisées. La mise au point des protocoles pour I'ensemble des étapes est cruciale. Elle doit permettre d'une part de diminuer le temps de manipulation ainsi que les contaminations externes de type

kératines, et d'améliorer d'autre part, la reproductibilité de I'analyse.

Cette étude porte sur la mise en place d'un protocole robotisé permettant de s'affranchir des interventions humaines pour les étapes de digestion des protéines dans le gel ainsi que la préparation des échantillons pour une analyse en spectrométrie de masse. Afin d'étudier les
potentialités de cet automate, différents tests ont été effectués sur des protéines de référence. Ceci nous a permis de valider I'application « protéomique » sur I'automate et d'obtenir un niveau de sensibilité compatible avec I'analyse des protéines colorées au nitrate d'argent. Pour

cela, nous avons validé pas & pas l'importance des diverses étapes du protocole.

Ces résultats ont été validés dans le cadre de l'analyse protéomique comparative d Escherichia coli pathogéne et non pathogéne & partir d'extraits protéiques cytoplasmiques et membranaires. Celle-ci a été réalisée sur une gamme de pH allant de 4 & 7, sur des protéines de faible

abondance, colorées au nitrate dargent.

Protocole manuel de digestion protéique

La digestion et I'analyse MALDI-TOF

Aprés un gel SDS-PAGE et une coloration protéique au bleu de Coomassie (BioRad) ou au nitrate

EN MANUEL EN ROBOTIQUE

dargent (Amersham Pharmacia Biotech), les protéines sont soumises & une stratégie de prépa

déchantillons (Tableau 1). Les différentes étapes en mode manuel sont des lavages, une
réduction/alkylation avant une digestion dans le gel par la trypsine bovine modifiée (Roche) & 6,25 ou
12,5 ng/4i. selon la méthode de Shevchenko ef a/, 19960, Le temps dincubation a ét€ porté & 2 heures &
37°C. Aprés digestion, les extraits peptidiques sont dessalés sur des micro-colonnes de phase greffée
octadécyle (ZipTip™ C18, MilliPore). L'échantillon est préparé en goutte séchée (v/v; 1:1) avec l'acide a-
cyano-4-hydroxycinnamique (CHCA) saturé en TFA 0.1%/acétonitrile (v/v, 1:1). Les carfes peptidiques
sont obfenues grice & un spectrométre de masse type MALDI-TOF Voyager DE-STR (Applied
Biosystems, Applera), en made réflectron positif avec une tension d ‘accélération de 20 000 V, une
extraction retardée de 210 ns. Environ 800 impulsions laser sont moyennées pour une ncqulsman Tous
les spectres obtenus sont étalonnés en externe (ACTH 117, ACTH 18-39, ACTH 7-38 ef
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puis en interne sur les produits d'autolyse de la frypsine.

Recherche dans les banques de données

Les identifications cartographie peptidique sont menées par recherche dans la banque de données de
séquence NCBInr, & laide du logiciel Profound. Elles ont été conduites selon les paramétres suivants
taxonomie : selon l'espéce étudiée et mammiféres pour la recherche des kératines, enzyme utilisée :
trypsine, 2 misscleavage autorisés, modifications variables : carbamidométhylation des Cys, oxydation
des Met, masses monoisotopiques MH", tolérance de masse : 50ppm.

Stratégie générale

Stratégie générale

Volume réactionnel de 1.5mL Volume réactionnel de 200uL.

(tubes Eppendorf) (micro-plaque de 96 puits)
Viscosité des liquides Création de classes liquides
appréciée visuellement pour chaque réactif
enzymatique 30pL enzymatique SpL
ZipTip™ ZipTip™

Sonication des tubes Sonication des plaques

Dépit de 1/6 de Iéluat Dépét de 12 de I'éluat

‘Tableau 2: Paramétres variables entre Ia digestion manuelle et celle
robotique

Test d'optimisation supplémentaire

Afin dextraire plus de matériel biologique des morceaux de gels, nous avons
inclus une étape deextraction peptidique utilisant de l'acétonitrile 100%.
Cette étape permet de déshydrater fotalement le morceau de gel. Le
surnageant enrichi est transféré dans une seconde plague qui sera incubée
1h30 & 56°C pour Iévaporation des solvants. Une fois mis & sec, les peptides
sont repris en acide formique 1%, puis fixés sur ZipTip™ C18 et élués dans
une troisiéme plague.

Nous avons par ailleurs étudié les conditions de dépét sur cible MALDL, en
festant plusieurs rapports matrice CHCA /échantillon (111, 1:2 et 2:

Validation biologique du protocole de digestion robotique

Automatisation du protocole

Configuration de I'automate
La configuration du robot (Rebot Genesis Proteam 150, TECAN S.A (2))

présent au laboratoire est doté de deux bras manipulateurs (1). Le premier

sert aux aspirations et distributions des réactifs. Celui-i est constitué de 4
aigilles couplées & des seringues de ImL et de 4 porte cénes type P10
couplés  des seringues de 250uL. Les porte cénes permettent de manipuler
les Zip-Tip™ (2) pour traiter 4 échantillons simultanément. Ces Zip-Tip™
sont véhiculés, manipulés ef remis sur leur support, permettant ainsi défre
réutilisés aprés reconditionnement grce & une mémoire temporaire. Le
second bras permet de véhiculer les micro-plaques 96 ou 384 puits sur le
plan de trawil, Ce bras nommé “RoMa’ est constitué dune pince & force
variable. Le robot, par action de son bras RoMa, enléve les plaques fraitées
de la surface du plan de travail et les véhicule dans un incubateur (3) &
température contrélée (les températures utilisées ici sont 37°C, 56°C et
température ambiante).

Les enzymes et aufres réactifs sont stockés & la température désirée,
généralement 4°C et fempérature ambiante, grdce & un support de micro-
‘tubes et de micro-plaques réfrigérés (4) par un systéme de refroidissement
liquide.

Lautomate est doté dun support pour une cible MALDI (5) afin deffectuer
les dépsts directement sur cible MALDI. Au cours de ces dépdts, de frés
faibles volumes sont utilisés. Tls sont gérés par un systéme daiguilles
Standard. Le robot est muni dune station de lavage (6) dotée de deux
compartiments, un permettant seulement le lavage de fextrémité de laigulle
et fautre permettant de nettoyer laiguille sur une grande partie de sa
hauteur. Au centre de cefte station de lavage se situe une poubelle,
permettant de rejeter les réactifs usagés contenus dans les aiguills.

Paramétres mis au point et optimisés sur le
robot

Pour la mise au point, nous avons fravaillé avec
standards: la Sérum Albumine Bovine (BSA), I'Ovalbumine (OVAL) et le
Lysozyme de poulet (LYSO). Ces protéines ont été, comme pour les
analyses manuelles, colorées au bleu de Coomassie et au nitrate dargent.

trois protéines

Lautomatisation du protocole exige quelques adaptations (Tableau 2). Les
paramétres qui ont été modifiés et adaptés au robot ne sont pas des
paraméres dordre biochimique mais plut3t de manjpulation physique. En
effet les problémes se rencontrent surtout au niveau des actions portées
sur I'échantillon lors de I'expérience. Les différents paramétres ayant
fait l'objet d'une étude sont les suivants

- le type de support de travail. Avec le protocole manuel, les échantillons
sont traités dans des micro-tubes, alors qu'avec le robot le traitement se
fait ici dans des micro-plagues 96 puits. Les plastiques utilisés sont
identiques dans leur nature (polyéthyléne) mais Iégérement différents en
terme de traitement de surface (mouillabilité, adsorption des
échantillons, forme et taille des récipients ..)

~lagitation des échantillons, en mode manuel, un agitateur rotatif est
utilisé. Les étapes dagitations robotisées ont été remplacées par des
aspirations-refoulements répétés.

- Le séchage. Afin dautomatiser entiérement le protocole de digestion
enzymatique et de supprimer foute intervention humaine (gain de temps
ef contamination), les étapes de séchage effectuées manuellement au
Speed-vac ont été remplacées par des étapes dincubation dans les hétels
thermostatés. Les temps dincubation dans les hétels thermostatés ont
&té optimisés pour chaque étape demandant normalement séchage.

- le volume de trypsine distribué. Manuellement, le morceau de gel est mis
en présence dexcés de trypsine. Celui-ci est retiré aprés une incubation
de 40 minutes & 4°C. Le protocole robotisé utilise 5l de trypsine
(fempérature ambiante), volume de solution enzymatique minimal requis
pour la réhydratation dun morceau de gel.

- la viscosité. La viscosité des réactifs différe au cours du protocole ef il
faut en tenir compte. Différentes « classes liquides » ont &té
répertoriées, pour déterminer des vitesses daspirations et de
distributions ainsi que dautres paramétres pour un réactif donné.

Pourcentage de couverture
de séquence protéique
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Tableau. ésultats des identifications par MALDI-TOF
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Conclusion sur cette automatisation

L'analyse des 3 protéines standards sur une gamme de 500 & 2 ng a permis de mettre en évidence une bonne reproductibilité et répétabilité pour un protocole donné et
datteindre une sensibilité suffisante pour étre compatible avec les outils de spectrométrie de masse tel que le MALDI-TOF. En effet la gamme de protéines utilisée pour les
tests correspond a celles généralement rencontrées dans les applications protéomiques.

L'automatisation permet de diminuer le colit de manipulation: la diminution est croissante avec le nombre d'é, traités (20 é rzductmn de 1% du colt: 96
échantillons: réduction de 23%). Le protocole de digestion robotisé est plus long que le protocole manuel mais il ne nécessite pas d'intervention h 1L isation du
protocole a permis d'éliminer la quasi totalité des inations par les durant une ipulation de digestion.

Les fravaux effectués sur le robot doivent &tre poursuivis afin d'augmenter la sensibilité (de I'ordre de la fmol voir de I'atomol). Les modifications envisagée sont par exemple:
diminuer le volume de digestion, optimiser le mode de dépét MALDI pour concentrer I‘échantill le nombre d'aspirations / r lors du dessal bien
encore modifier les volumes de réactifs selon la quantité de gel mis dans la plaque.

L'optimisation du protocole de préparation des digestions de protéines dans le gel sur des polypeptides connus ont ainsi permis d'appliquer ce protocole dans le cadre de
l'analyse différentielle de souches d'Escherichia coli pathogénes ou non. Par le biais du robot, il est alors possible de gérer un grand nombre d'échantillons dans un
environnement entiérement contrdlé. Ici, 85 protéines sur 90, soit 95% des spots traités, ont pu &tre identifiées par cartographie peptidique mais 5 tdches protéiques restent
encore non attribuées. Ces échecs sont expllques par la drfflculte & identifier des protéines d Escherichia coli en mélange par MFP. Ce cas de figure est alors une limitation
connue de l'identification par empreinte peptidique. Par , ces échantillons seront analysés par chromatographie liquide couplée & la spectrométrie de masse en
tandem.
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