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•POURQUOI LA PROTEOMIQUE?

•ASPECTS METHODOLOGIQUES.

• L’EXEMPLE D’E.COLI.

•APPLICATION BIOMEDICALE.

• Accident Vasculaire Cérébral (AVC).

•CONCLUSION

Protéomique et marqueurs de l'AVC
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PROTEOME
=

Le complément PROTEique d’un génOME

PROTEOMIQUE
=

La comparaison qualitative et quantitative de 
protéomes similaires sous des conditions différentes 

afin d’investiguer des processus biologiques

DEFINITIONS
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POURQUOI LA PROTEOMIQUE ?

Plusieurs milliers de produits de gènes fonctionnels sont visualisés

Espèce: E.coli
Quantité: 100 µg
Coloration: Argent
IEF: 3.5-10
SDS PAGE: 9-16%T
Taches: 2500
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POURQUOI LA PROTEOMIQUE ?

Modified from Electrophoresis 1997, 18, 533-537

Protein Abundance (CB stained 2D-PAGE gels)
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Log-log plot of the abundance of 19 gene products

(at the protein level  (X-axis) and mRNA level  (Y-axis))

La quantité d’ARNm ne correle pas avec le niveau 
d’expression de sa protéine correspondante
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POURQUOI LA PROTEOMIQUE ?

A

B

ATTTTATTAATATAATTCTTAATAATTATAAAAAAAAAAAAAAAAAAACAACCAAAATATTATATTATTTTTTG
TAAATATAAATTAAAAAAATGAAATTCCAACATACATTTATTGCATTATTATCACTATTAACATATGCAAATGC
ATATGATTATTTCACAACAACATTGGCCAATCAAAATCCAGTTTGTGCTTCAGTAGATGTCATACAAAATGTTT
GTACTGAGGTTTGTGGTAGATTTGTCCGTTACATTCCTGATGCTACCAATACAAATCAATTCACTTTTGCCGAA

 

MetLysPheGlnHisThrPheIleAlaLeuLeuSerLeuLeuThrTyrAlaAsnAla
TyrAspTyrPheThrThrThrLeuAlaAsnGlnAsnProValCysAlaSerValAsp
ValIleGlnAsnValCysThrGluValCysGlyArgPheValArgTyrIleProAsp

Gène

Traduction pré-déterminée
du produit d’un gène

Modifications 
post-traductionnelles 

des protéines

Coupures
Phosphorylation
Glycosylation
Méthylation
Beaucoup d’autres

Transferrine

LCR

Plasma

Les modifications post-traductionnelles ne peuvent pas
être pré-déterminées à partir de la séquence des gènes 
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TECHNOLOGIES UTILISEES

•SEPARATION DES PROTEINES
•ELECTROPHORESE
•CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE

•IDENTIFICATION DES PROTEINES
•SPECTROMETRIE DE MASSE
•ANTICORPS
•SEQUENCAGE D’EDMAN
•COMPOSITION EN ACIDES AMINES

•BIOINFORMATIQUE
•OUTILS D’INTERPRETATION DES DONNEES
•OUTILS DE GESTION DES DONNEES
•BASE DE DONNEES
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SEPARATION D’E.COLI PAR 2-D PAGE

4 pI 10

250
kDa

10
kDa

Mr

Espèce:
E.coli

Quantité:
100 µg

Coloration:
Argent

Spots:
2364
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Comparaison d’E.COLI sauvage vs. resistant
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Comparaison d’E.COLI sauvage vs. resistant
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Accident Vasculaire Cérébral :  interruption du flux sanguin vers le cerveau

• 1ère cause de déficience neurologique
• 3ème cause de décès dans les pays développés

Qu’est-ce qu’un AVC ?

 AVC Hémorrhagique
Rupture d’un vaisseau

 Défaut de la coagulation
 Hypertension artérielle
 Anévrisme

20%
 AVC Ischemic

Occlusion artérielle

 Athérosclérose
 Embole

80%
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Evaluation des symptômes

Suspicion d’AVC

Traîtement Anti-thrombotique
(0 - 3 h)

Marqueur plasmatique
de l’AVC Ischémique

0 - 3 h

> 24 h : MRI
3 jours : CT-scan

Traîtement Anti-thrombotique

AVC Haemorrhagique
Diagnostiqué avec grande sensibilité

Scanner

0 - 3 h

A A ll’’admissionadmission

Diagnostique de l’AVC

Besoin d’un test qui inclue les AVC ischémiques
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Phase de découverte

Pathologie
Tissue cérébral

Diagnostique
Plasma

BAS

Spécificité

Facilité

Contexte Biologique

Abondance

Invasif

LCR Fluide avoisinant

HAUT
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Post-mortem CSF
vs.

Ante-mortem CSF

2-DE

Stroke plasma
vs.

Control plasma
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A) Stratégie de séparation

C) Stratégie de validation

B) Stratégie d’identification

Déplètion

Off-gel elec.

MS/MS

Approche 1Approche 1 Approche 2Approche 2 Approche 3Approche 3

Immunoessais
Plasma AVC

vs.
Plasma control

(Patients hospitalisés)

P5 A5 P6 A6

1-DE
1-DE

SELDI

Phase de découverte
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P1 A1 P2 A2 P3 A3 P4 A4 P5 A5 P6 A6

Fractionement par électrophorèse Off-gel

Gel 1DE coloré à l’argent 
LCR post-mortem et ante-mortem

UFD1

GSTP

CAYP

14-3-3

APA P A P A PC

MS/MS
>200 protéines

uniquement dans
le LCR post-mortem

Approche 3Approche 3 J. Burgess, et al. 2006 In press
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a) UFD1 b) DJ1/PARK7 c) NDKA

 control  0-3 hvs. p<0.01

n=35 n=14 n=18 n=35 n=14 n=18 n=31 n=13 n=16

Concentration des marqueurs en fonction 
 du temps après l’apparition des symptomes

Allard L et al., Clin.Chem. 2005, 51(11) : 2043-2051.
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Autres utilisations possibles

Marqueurs distinguant
different types d’AVC

0 - 24 h

Marqueurs pronostic

2

Evaluation des symptômes

Suspicion d’AVC

Traîtement Anti-thrombotique
(0 - 3 h)

Marqueur Plasmatique
de l’AVC Ischémique

0 - 3 h

> 24 h : MRI
3 jours : CT-scan

Traîtement Anti-thrombotique

AVC Haemorrhagique
Diagnostiqué avec grande sensibilité

Scanner

0 - 3 h

A A ll’’admissionadmission

1
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• Dégradation Neurologique

-1,111-2,278-2,278-1,563-,621Z

,2670,0230,023,118,534Asymp. Sig (2-tailed)

,2820,0210,021,125,555Exact Sig. (1-tailed Sig.)

575,000544,000544,000563,000588,000Wilcoxon W

79,00048,00048,00067,00092,000Mann-Whitney U

GSTP-1NDKANDKAUFD1DJ-1

Amélioration
NIHSS -4

Stabilité Dégradation
NIHSS +4

• Mortalité (jusqu’à 3 mois)

-1,596-2,219-2,219-2,180-1,012Z

,1110,0270,027,029,312Asymp. Sig (2-tailed)

,1170,0250,025,028,330Exact Sig. (1-tailed Sig.)

619,000603,000603,000604,000634,000Wilcoxon W

58,00042,00042,00043,00073,000Mann-Whitney U

GSTP-1NDKANDKAUFD1DJ-1

NDKA : corrélation avec la dégradation neurologique et la mortalité

Plus de
 symptomes

Symptomes
Moderés Décès
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 Traîtement Curatif (3 - 72 h)

Marqueurs du suivi 
thérapeutique

3

Autres utilisations possibles

Marqueurs distinguant
different types d’AVC

0 - 24 h

Marqueurs pronostic

2

Evaluation des symptômes

Suspicion d’AVC

Marqueur Plasmatique
de l’AVC Ischémique

0 - 3 h

Traîtement Anti-thrombotique

AVC Haemorrhagique
Diagnostiqué avec grande sensibilité

Scanner

0 - 3 h

A A ll’’admissionadmission

1
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Marqueurs du suivi thérapeutique

tPA  (tissu plasminogen activator) = Traîtement thrombolytique

• Seul traîtement accepté pour l’AVC ischemique

• Administration rapide (<3h)

• Initie une fibrinolyse locale

Embolysm

ClottPA a 0.9mg/kg pendant 1 heure

Effet secondaire= Hémorragie
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NDKA and GSTP

Cohorte tPA  : 60 AVC ischemiques testés à 5 temps différents (basal, 1h, 2h,12h and 24h)
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LA PROTEOMIQUE: CONCLUSION 

Les technologies utilisées en protéomique sont en pleine maturation.

Besoin d’améliorer l’automatisation des analyses et l’intégration des données.

La combinaison de la génomique et de la protéomique va devenir la norme.

La protéomique et la génomique vont accelerer les processus décisionnels.

La valeur ajoutée des bases de données protéomiques a augmenté de 
manière exponentielle (SWISS-PROT).

Les outils bioinformatiques sont incontournables dans notre recherche.
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Base de 
Données

Fichier image

Fichier texte

Identification
des protéines

Phenyx

SEQUEST

Solubilisation
des protéines

Analyse
des protéines

De l’échantillon à la base de données

MALDI-TOF

Q-TOF

Séparation
des protéines
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Le laboratoire mouillé
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De l’identification de protéines par empreinte

peptidique jusqu’aux bases de données

Un exemple pratique
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PROBLEME

Directeur de la banque OUBS

 Qui a volé la banque?

Biologiste

Quelle protéine ai-je isolé ?

?
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Spectrométriste de masse

1.  Interview le biologiste qui a isolé la
protéine

2.  Clive la protéine pour obtenir des
peptides

 3. Analyse les peptides par
spectrométrie de masse afin d’obtenir
la masse moléculaire précise des
peptides!

RASSEMBLER DES EVIDENCES
Officier de Police

1. Interview les témoins

2. Mesure les empreintes

enzyme
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RECHERCHE DANS LA BASE DE DONNEES

Officier de Police

Hauteur:  1m 79cm
Poid:  80 kg
Sex:  mâle

Age:  35-40
Empreintes

Spectrométriste de masse

Approx. poid moléculaire weight:  30,000 Da
Origine:  Plasma humain

Liste des masses peptidiques par analyse MS:
975.4832, 1112.5368, 632.3147, 803.4134,
764.3892

BASE DE DONNEES DES
CRIMINELS CONNUS

BASE DE DONNEES DES 
MASSES PEPTIDIQUES 

DES PROTEINES CONNUES

recherche recherche



Faculté de Médecine  Université 
de Genève

RESULTATS DE LA RECHERCHE

Officier de Police

Identifie le voleur

J.-C Criminel

Spectrométriste de masse

Identifie la protéine

Apolipoprotéine A1
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?
Digestion

NVLIFDLGGGTFDVSILTIE DGIFEVK
QTQTFTTYSDNQPGVLIQVY EGER
GVPQIEVTFDIDANGILNVS AVDK
SINPDEAVAYGAAVQAAILS GDK
GPAVGIDLGTTYSCVGVFQH GK
TVTNAVVTVPAYFNDSQR
STAGDTHLGGEDFDNR
NQVAMNPTNTVFDAK
SFYPEEVSSMVLTK
TTPSYVAFTDTER
SQIHDIVLVGGSTR
NSLESYAFNMK
FEELNADLFR
CNEIINWLDK
VEIIANDQGNR

Protéine

Peptides

Digestion Tryptique
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Analyse MS et détection de Pics

896.325
1012.548
1157.589
1214.057
1230.64
1235.617
1236.717
1242.708
1252.678
1268.674
1274.631
1302.654
1386.642
1392.74
1398.703
1408.692
. . . . . .
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Identification de protéines par empreinte peptidique
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AVC: http://www.attaquecerebrale.org/

ExPASy: http://www.expasy.org/

http://www.expasy.org/sitemap.html

http://www.expasy.org/links.html

e-proxemis: http://e-proxemis.expasy.org/?ep_random=8115622

http://e-proxemis.expasy.org/rubrique.php3?id_rubrique=1

http://e-proxemis.expasy.org/rubrique.php3?id_rubrique=4

http://e-proxemis.expasy.org/rubrique.php3?id_rubrique=46

Mascot et empreinte peptidique:
http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF

SWISS-2DPAGE: http://www.expasy.org/ch2d/

http://www.expasy.org/swiss2dpage/ac=P02647&map=csf_human&spot=2D-
000CBM#spot

UNIPROT: http://www.expasy.org/uniprot/P02647

LIENS


