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Plan

= La spectrométrie de masse en biologie
v Les bases
v Intérét de la spectrométrie de masse a tres haute résolution
v Quelles informations structurales pour des protéines?

= Analyse structurale de protéines portant des modifications
post-traductionnelles

v Antigéne de M. tuberculosis
v Protéine glycosylée de N. meningitidis
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Qu’est-ce qu’un spectromeétre de masse?

Introduction de- Analyseur [ Détecteur
|’échantillon lons




Spectrométrie de masse tandem
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Formation des ions

= La spectrométrie de masse nécessite |'ionisation de I’échantillon

= Quelles techniques d’ionisation pour les biomolécules?

ELECTROSPRAY




Source electrospray
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Cone de Taylor en formation

R. Cole, J. Mass Spectrom. 2000, 35, 763.



Les sources nanospray

= Utilisation d’aiguilles remplies de qg mL de solution

= Pas de gaz de nébulisation, température et tensions plus faibles

= Débit de gg nL/min

A
l

Needle tip

picture from http://www.newobjective.com/

diametre de 1-4 um



Source MALDI

= Passage de molécules a I'état solide a des ions a |'état gazeux

Particule Emise

Photons (Emission Secondaire)

337nm

= lons mono (ou bi) chargés
= Electrons
= Molécules Neutres

Echantillon
(avec matrice (MALDI))

Support
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John FENN

Prix Nobel de chimie 2002

Koichi TANAKA

Electrospray

MALDI
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Les analyseurs

Principe de fonctionnement : Action d’'un champ électrique E ou d’un
champ magnétique B sur les ions

Types d’analyseurs
v’ Secteur magnétique (B)
v'Résonance cyclotronique ionique (B)
v  Temps de vol (E)
v Filtre quadrupolaire et piege ionique [E(t)]
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Les analyseurs : comparaison

Analyseur Résolution Précision Gamme de
masse

Magnétique 102-10° 1-5 ppm 104

ICR >106 1-5 ppm 104

Temps de vol 103-10% 5-50 ppm

Quadrupble 10%-103 100 ppm <104

Piege a ions 102%-103 100 ppm 650 - 6000




Les analyseurs : comparaison

Analyseur Résolution Précision Gamme de
masse

Magnétique 10%-10° 1-5 ppm 104

ICR >106 1-5 ppm 104

Temps de vol 103-10% 5-50 ppm

Quadrupdle 102-103 100 ppm <104
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Neutral C 1

2c-9904 12.00000

13.00335 ®C:1%

Distribution isotopique

Neutral C 100

> | Am = 1.00355 a.u.

I
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‘ L’intensité du pic *°C_ diminue progressivement

gquand n augmente.
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Quand la masse augmente...

il
v Monoisotopic mass 1085 55
1 Average mass 1086 23
| | T T |
1085 1086 1087 108 1089 1090
Monoisotopic mass 5803 64 i— Average mass BB 427
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Distribution isotopique et résolution

Exemple : Proinsuline bovine (Cs5;HsggN197011456)
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Un spectrometre de masse FT-ICR

Aimant supraconducteur 7 T

ellule de piegeage

Sources

d’ionisation des ions
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Schéma de l'instrument

gate valve .
Aimant supraconducteur
pulsing between
Trap & Extract
Needle on HVO
ground . Offset (3kV) PV1 PV2
Capillary
X EV1 M, X
L etection |&7

Endplate Skimmer1l
(~+3600)

Formation . Transfert . Fragmentation

des ions Analyse
(MALDI, Electrospray)




Cellule de piégeage et de mesure

= Piégeage des ions dans un champ magnétique et un champ
électrique

y
B 7z ¢ B +
@ 4{}} Detection
/ Excitation X l
$ F=qv*B |
Trapping J-
I

Mouvement d’un ion dans ur. =

h 2t
champ magnetique Cellule de piégeage

= Mesure de la fréguence cyclotronique des ions

, _® _gB_1535611x10'B

c T o T m m/ 2 Hz (m/z en u.m.a.)
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Transformée de Fourier du signal

Time domain: FID /
Transient

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 s

Frequency domain: mass
spectrum of Bombesin

1619.7009
1619 7009
1620.7037
16207037
1621.7065
1621.7065
1622.7085
R . e
T T T

1620.0 1621.0 1622.0 1623.0 m/z



Analyse d’une protéine de 17 kDa

Myoglobine

M

mono théo

=16 940.96 Da

187

19*

Heme
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800

17+

167

1000

1200

17+

m/z
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Performances du FT-ICR

Sensibilité
v 10 fmol déposée sur la cible en MALDI
v' 100 fmol de produit consommé en nanospray (2 ng protéine de 20 kDa)

Précision sur la mesure de masse
v 3-5 ppm en calibration externe

v'1 ppm en calibration interne (m/z 1000.001 vs 1000.002)

Résolution (M/AM)
v" 80 000 en routine
v"1 000 000 en mode haute résolution

Modes de dissociation variés
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Colt d’un spectrometre de masse FT-ICR

Aston Martin One-77 (1 million £)
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Structure des protéines

Structure primaire:
{(enchainement brut)

Analyse protéomique avec
digestion enzymatique
Feuillet bota (haut débit possible)

Structure secondaire: [
(topolo gie de la chaine) 1, '
3

£

> Biologie structurale

= Marquage de surface
(radicaux, échanges H/D)

= Pontage covalent

= Analyse de complexes
non covalents

Structure tertiaire:
(repliements)

Structure quaternaire:
(associations de molecules)
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Comment analyser une protéine en SM?

—>

Digestion with == Ms _ _
an enzyme —_— } Identify protein
— - Deduce primary
- \ structure
i
Protein Peptide fragments
Top-down
> —» Deduce primary
Fragment N structure

in MS Protein fragment ladder

Protein

B.T. Chait, Science, 2006
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Intéréts de |’approche top-down

Caractérisation structurale des protéines plus compléte qu’en
bottom-up (on a toutes les pieces du puzzle)

v Erreurs de séquence

v Polymorphismes simple nucléotide (cSNP)
v'Variants issus d’un épissage alternatif

v Modifications post-traductionnelles

Informations sur I'hétérogénéité moléculaire ("proteotyping )
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Plan

= La spectrométrie de masse en biologie
v Les bases
v Intérét de la spectrométrie de masse a tres haute résolution
v Quelles informations structurales pour des protéines?
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M. tuberculosis

= Recherche de nouveaux antigenes mycobactériens (G. Marchal, F.
Romain - Institut Pasteur)

= Activité biologique (HSR) du surnageant brut de M. tuberculosis

2000000
1500000 O Inactivated M. BCG
.
1000000 Live M. BCG |
m M. tuberculosis
500000
0

= Seélection des molécules antigéniques chez des cobayes infectés
par MT et peu antigéniques chez des cobayes immunisés par le
BCG
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M. tuberculosis

= Plusieurs étapes de fractionnement pour arriver a : ESAT.6 (6 kDa
early secretory antigenic target).

= Probléme majeur : ESAT.6 recombinante n’a plus d’activité
antigénique

2500000
2000000
1500000
1000000

500000
0

B MT ESAT-6
B Recombinant ESAT-6 (1)
m Recombinant ESAT-6 (2)

‘ Qu’est ce qui est responsable de ’activité d’ESAT-6 native?
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Analyse d’ESAT.6 entiére

= ESAT.6 : Analyse de la fraction purifiee en nanospray-FT-ICR
6+

5+

7+

1200 1300 1400 1500 1600rn

/
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Apres déconvolution

= ESAT-6 : Analyse en nanospray FT-ICR apres déconvolution

MW.___: 9766.749 Da
MW, ¢, : 9766.724 Da

théo

MH?*

Oxydized form
MNa*

\\\\\\\

9775 9785 9795

= Massif isotopique déformé, légerement décalé vers la droite
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Digestion LysC

= Digestion Lys C d’

3955.875

fraction inactive 39c, g75

3953.887

It

3956.858

fraction active 3955.851 | 3057.857

3954.847

1l

3956.

3957.878

ESAT.6 et séparation des fractions

874

TEQQW NFAGI EAAAS AIQGN
VTSIH SLLDE GKQSL TKLAA
AWGGS GSEAY QGVQQ KWDAT
ATELN NALQN LARTI SEAGQ
AMAST EGNV MFA

Delta = 1 Da

3958.861

3959.862

3954 3956 3958 3960 3962

m/z

‘ Recherche d’une déamidation dans la partie C-terminale
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Combinaison de protéases

= Combinaison de protéases pour identifier le peptide modifié: LysC/V8

Massif experimental 1557.8372

1556.836
1558.8356

1559.8401

1556.8391

Massif theorique 1557.8419

1558.8445
1559.8471

A AI

TEQQW NFAGI EAAAS AIQGN
VTSIH SLLDE GKQSL TKLAA
AWGGS GSEAY QGVQQ KWDAT
ATELN NALON LARTI SEAGQ
AMAST EGNV MFA

T T T I T ] |
1556 1558 1560 1562
m/z

34



Massif expérimental

Massif théorique

Spectre a haute résolution

1556.836

e m

1557.0 15%7.5 1558L0

1556.8391

1557.8419

1558.8445

m/z

1556.5 1557.0 1557.5 1558.0 1558.5 1559.0
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Localisation de la modification

Spectre MS/MS de m/z 1556.8 avec une sélection de tout le massif
isotopique

A partir de y;;: massifs isotopiques doubles
YVi2Y11 Y10 Yo Ys Y7 Y6 Y5

ol i

Déamidation partielle de 'Asn66 en Asp

Peptides de synthése portant Asp66 conduisent a une activité
antigénique
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Neisseria meningitidis

Collaboration G. Dumenil (Necker), L. Camoin (Cochin)

Pili de type IV responsables de I'adhésion aux cellules hotes

; o o e R 5
SEI 4 S;Gk’\//‘" X2, 700 10pm WL 8.3mmn

Pili type IV

Craig et al Mol. Cell 2006
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Pili de type IV

= Constituant majoritaire : protéine PilE (18 kDa) glycosylée
sur Ser63 par DATDH

Cc

Q
C- J\
= Hee” HN | O

CHs

HO |
NH
/C=O

H;C

DATDH

Ser63

2,4-diacetamido
2,4,6-trideoxyhexose

Hegge et al. PNAS 2004
Aas et al. IBC 2006

38



Biosynthese de la glycosylation

= Genes pgl responsables de la glycosylation des pilines

@,
TypelV
Pili
OM
PglLG
Periplasm
PglF .
M Pilin
PglBCD

= La moitié des isolats cliniques de N. meningitidis présente une insertion
dans le gene pgIB : nouvelle glycosylation?

Power et al. Mol. Microbiol. 2003

Power et al. Microbiology 2007 39



Mesure de masse entiere

= Mesure de masse entiere pour PIlE native

17,481.90 Da

MH?

—

W

0

17490

MNa*
MK*

h

17500 17510

MH*+153.9

A

17450 17500 17550 17600 17650 17700

Mass

= Une forme majoritaire : 17,481.90

Da
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Profiling de différents mutants

S63A PGLD WT
17,191.97 Da 17,207.90 Da 17,481.90 Da

"

17200 17300 17400 17500 17600 17700
Mass
La sérine 63 est glycosylée par un sucre de 274 Da

17,481.90 - 17,191.97 — 15.99 (Ser/Ala)
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Fragmentation de la protéine entiére en FT-ICR

PilE glycosylée Dissociation

17,481.90 Da /

17485 17495 17505

\

17200 17250 17300 17350 17400 - 17450 17500 17550
Mass
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Fragmentation de la protéine entiére en FT-ICR

PilE déglycosylée
17,207.84 Da

N,

v wm w0 -274.06 Da
- glycosylation

i Ml
1\7\ng 17250 17300 17350 17400 17450 17500 17550
Mass




Complémentarité FT-ICR/Q-TOF Premier™

=  Approche complémentaire sur le Q-TOF Premier™ : fragmentation
des ions oxonium formés par Dissociation dans la source (ISD)

Sucre d’intérét
~

lon oxonium du sucre

PilE N. meningitidis
PilE N. gonorrhoeae

44



Recherche des ions oxonium

215.124

ISD -

%lntensity

119.089 149.027 255.168 2731777

0 L JH H‘J\ M |" Il L [ e .1 | l“ i A
100 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 25 280 290
m/z

257.121 275.131

1 215.113 ISD +
2 .
2 99100 119089 169.103
5
X
0 | ‘mh‘.ﬂ.l M‘u]J.“!\l“ uul.n‘..l‘h. HH,H!‘,H‘.A.J ,I‘JM “h‘]n.‘ Hm‘."..I“Im‘n..m hlhl.‘i]l X LHMJM“. L,\.AUH“

70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290
m/z



Fragmentation des ions oxonium

110.065 iy
100 N. meningitidis
2
> < - CH,CO
@ | 82070 127.094 < “H.O
g 152.076 169105 <
% 151.098 215.107
> 275.141
L ‘ J 257.124
Ol l SRR I | o J SO [ FOT I ‘J.‘ ‘ l [T VU L
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
m/z
. 169.100
- CH.CO N. gonorrhoeae
110.062 < 2 = CH,CO
z ) 211.120
£ 151.088 H.O
E | 82066 127.090 152.072 «—=
> 229.131
{ 193.102
0 Ll ,‘H,‘H, PRI “ el ‘L’l MTTTITPN J.f..m, pol bt ITem “4 | Jl h
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

m/z

Amasse entre les sucres = 46.01Da



100 _

82.066

%lIntensity

0 Ll ‘H‘H‘

Spectre MS/MS du DATDH

169.100
N. gonorrhoeae

110062 - CH,CO | - CH,CO 9

h h 211.120

151.088
127.090 152.072 M
\ 229.131
[ 193.102

I M“ b ‘j\ Lt j TV 1 P il “\ | Al ‘ \“ o

70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
m/z

m/z 229

CHj
H>N
O | @)
- HZO - CH CO _ CH CO H
+ NH + NH + NH,
H3C H3C
m/z 211 m/z 169 m/z 127
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Spectre MS/MS du ??

110.065 .
0 N. meningitidis
- CH,CO
2 . CH,CO
% | 82.070 127.094 -
2 152.076 169.105 - HO
= < -2
= 151.098 h 215.107 +—
X 275.141
‘ ‘ ‘ 257.124
ol ol | [ | ) 1
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
CH
9 3
C-N
HO Y o
OH
C-HN CHN + NH
HO N O+ HO/\OT—| o / 2 \ HZN\)
OH | | - CH,CO m/z 215 o
HO | ~H o H CH, |
NH 2 + NH \ HoN / :
co 9 _cHo Q * NH,
H3C H3C 84S
H
m/z 127
m/z 275 m/z 257 + HN
Cc0

H;C m/z 169 48



Deux glycosylations proches

= DATDH et GATDH ont des structures trés proches

o) CHj o) CHs
&-HN &*HN
H,C” o) HO” Y o)
OH
(N
HO “ HO
Il\IH Sergs NH Serg3
/C=O /C:O
H,C H,C
DATDH GATDH
2,4-diacetamido glyceramido acetamido
2,4,6-trideoxyhexose 2,4,6-trideoxyhexose

= Qu’est-ce qui détermine I'une ou l'autre de ces glycosylations
chez N. meningitidis?



Les genes pgl

Réle du gene pgIB ?

pgiBl neeeessssssssm> DATDH

transférase acétylase

pglB2 —‘ GATDH

transférase

Construction d’'un souche de N. gonorrhoeae portant l'alléle pglB2 de
N. meningitidis (MS11pgIB2)

MS11pgIB2
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Profiling des pilines de N. gonorrhoeae

DATDH GATDH

| |

pglD pglA MS11 MS11pglB2
N\
17432.9 17661.5 17788.7 17865.2 /
100
17911.3
17742.5
17309.7
%
17538.3
| | L A (] | ﬁ ! ‘ .
0 Adamos /)P‘M'NTA /mnﬂl CALAMA\‘A ‘u ‘ALA o J‘ﬂﬁ'm‘ 'f“f‘ ‘NN‘A, LNl n 'm/xﬁ‘/gﬁ‘/\‘wbm{x‘}x T

T T

17300 17400 17500 17600 17700 17800 17900 18000 18100 18200

= pglB2 responsable de la glycosylation par un GATDH

Chamot-Rooke et al. PNAS 2007 -



Conclusion Pili

Mise au point d’'une stratégie analytique « top-down » rapide et fiable
pour caracteériser les glycosylations

Intéréts majeurs de l'approche : efficacité de fragmentation,
sensibilité, précision sur la mesure de masse

N. meningitidis : détermination d’'un nouveau saccharide sur les pili
de type |V et attribution d’'une fonction "glyceramido transferase" pour
I'alléle pgIB2
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Conclusion/Perspectives

Approches protéomiques « classiques »
v’ Trés grande sensibilité
v' Mélanges tres complexes
v" Tres haut débit
v" Quantification

Biologie structurale
v Information de structure fine (Modifications post-traductionnelles)

v' Structure tertiaire des protéines ou des complexes protéiques par
marquage de la surface

v’ Possibilité de travailler sur des protéines ou des complexes de haut
poids moléculaire

v' Complémentaire de la RMN
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Séquence d’analyse

Emettrice D V @ \

Ions thermalisés Excitation des ions  Détection du courant induit
Excitation: Tous les ions présents Détection: Le signal
dans une gamme de masse qu’on obtenu est la combinaison
souhaite étudier sont excités et mis des sinusoides décroissant
en phase par un balayage en exponentiellement aux
fréquence (frequency-chirp). fréquences des différents

ions excités présents dans
la cellule. Pour retrouver
les masses des ions, le
signal obtenu est traité par
transformée de Fourier.




