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INTRODUCTION GENERALE

Grace aux progres instrumentaux et technologiques réalisés en spectrométrie de masse et a I’explosion
des séquencages génomiques, I’analyse protéomique est devenue un outil d’étude des protéomes trés puissant
puisqu’elle peut maintenant s’appuyer sur des banques de séquences protéiques prédites a partir de séquences
génomiques. L’analyse protéomique consiste a identifier les protéines présentes dans un extrait protéique
provenant de tissus, de fluides biologiques ou de culture de cellules, a un moment donné de leur développement
et avec un historique donné. Mais des progrés doivent encore étre réalisés lorsque, par exemple, on s’intéresse
aux modifications post-traductionnelles (PTMs) ou aux différentes isoformes des protéines présentes dans un
échantillon, puisque ces informations ne sont pas codées de facon simple dans les génomes. De méme, lorsque
les échantillons sont particulierement complexes ou lorsque la quantité de matériel biologique disponible est
trés faible, les méthodes usuelles ne permettent pas toujours d’obtenir les résultats escomptés. Malgré les
nombreux progres réalisés ces 20 derniéres années, 1’analyse protéomique se trouve encore confrontée a des
défis techniques et méthodologiques. Il apparait donc nécessaire de développer des méthodologies et des
stratégies d’analyse protéomique adaptées au contexte de I’étude, en combinant souvent différents outils de
I’analyse protéomique. C’est donc dans ce contexte que se situent mes travaux de thése.

L’objectif de mes travaux analytiques a porté sur plusieurs aspects. J’ai tout d’abord essayé d’apporter
des ¢léments de caractérisation structurale, et ceci souvent pour des protéines disponibles en trés petites
quantités. Dans la mesure du possible, j’ai eu pour objectif de passer de la simple identification des protéines a
une caractérisation plus compléete des séquences protéiques. Cet objectif de détermination totale des séquences
en analyse protéomique reste bien sir lointain, mais durant mes travaux de thése j’ai tenté de faire progresser
les méthodes dans cette direction. Au-dela de la caractérisation des séquences protéiques dans les différents
échantillons étudiés, j’ai été amené a identifier et caractériser aussi finement que possible des PTMs qui
affectent trés souvent certaines protéines que j’ai identifiées et en particulier les N-glycosylations. J’ai
principalement utilisé et optimisé les techniques de séparation telles que les gels d’électrophorése (1D ou 2D),
la chromatographie liquide (LC) couplée ou non a la spectrométric de masse (MS) et les outils
bioinformatiques.

Les sujets abordés dans mes travaux de thése ont ét¢ menés en collaboration avec des biologistes, et
portent sur des organismes trés vari€s puisqu’ils touchent a la fois les végétaux, ’homme, les parasites et les
champignons. J’ai donc été amené a développer des méthodologies d’analyse protéomique sur des échantillons
d’origine tres différente, ce qui a demandé un ensemble de mises au point adaptées a chaque problématique.

Ce manuscrit de thése se divise en deux grandes parties comme suit :

PARTIE I, INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE qui résume 1’état de 1’art en analyse protéomique et
présentera :

e Chapitre I, " Les fondamentaux de I’analyse protéomique par spectrométrie de masse" qui porte sur
les outils et les techniques utilisés (1) lors d’une analyse protéomique pour I’identification des protéines :
I’instrumentation, les techniques de purification et de séparation de protéines, les outils bioinformatiques,
et (2) les outils utilisés dans les cas particuliers d’identification des protéines issues d’organismes dont les
génomes ne sont pas séquences.

e Chapitre II, "Modifications post-traductionnelles : N-glycosylation" qui présente les outils et les
stratégies analytiques utilisées lors des études de la N-glycosylation tout en soulignant les difficultés
analytiques autour de cette modification post-traductionnelle.

Cette partie d’introduction tentera également de mettre en évidence les axes pour lesquels des progres et
des améliorations sont nécessaires pour I’analyse protéomique en général et dans le cas particulier des N-
glycosylations.

PARTIE II, RESULTATS qui comporte 4 chapitres décrivant les résultats obtenus lors des 4 collaborations
pour lesquelles nous avons développé des stratégies analytiques spécifiques et adaptées a chaque problématique
posée. Ces stratégies ont porté sur I’étude de complexes protéiques, de protéines enti¢res, de glycoprotéines, ou
encore sur I’analyse de protéines issues d’organismes fongiques non séquences.

e Le chapitre 1 porte sur I’"Etude du parasite Toxoplasma gondii responsable de la toxoplasmose" avec
pour objectif final d’apporter des éléments moléculaires pour développer de nouvelles stratégies
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thérapeutiques a ’encontre de ce parasite. Ce projet d’étude de complexes protéiques du parasite 7. gondii
concerne 3 aspects fondamentaux de la biologie de ce parasite que sont: (1) la compréhension du
mécanisme d’invasion du parasite dans les cellules hotes, (2) étude des facteurs de transcription permettant
la différenciation de la forme dormante en forme virulente et (3) le trafic intracellulaire des protéines.
Nous développerons des stratégies d’analyse protéomique adaptées pour I’analyse des protéines en faible
quantité afin d’identifier, et si possible caractériser, les protéines partenaires des protéines cibles (TgGAP
50, TgAlba, et TgSORTLR).

e Le chapitre 2 est consacré¢ aux "Etudes protéomique et génomique des changements induits par la
maladie de I’esca sur la vigne'. Ce projet d’étude des interactions vigne-pathogénes s’est effectué sur 2
organes de la vigne : les tiges herbacées et les troncs de vigne ou siégent les champignons responsables de
la maladie. Cette étude va nécessiter la mise en place d’une stratégie d’interprétation des données de LC-
MS/MS différente de celle conventionnellement utilisée en analyse protéomique. Nous réaliserons une
approche basée sur le séquengage de novo suivi de MS-BLAST (recherche par homologie de séquence)
afin d’identifier les protéines des champignons de génomes non séquencés. Cette étude devrait permettre
de mieux comprendre les mécanismes d’invasion de ces champignons et au final de lutter plus
efficacement contre cette maladie de la vigne.

e [e chapitre 3 présente I’"Etude et identification de nouveaux variants d’hémoglobine humaine'. Ce
projet consacré aux variants d’hémoglobine humaine liés aux anomalies génétiques appelées
hémoglobinopathies, a conduit a la mise en place d’une stratégie d’analyse protéomique basée sur la LC-
MS et LC-MS/MS. Cette approche vise a caractériser des variants d’hémoglobine pour lesquels les
méthodes d’analyse biologique utilisées en routine peuvent donner des résultats erronés et donc conduire a
des traitements inadaptés. Ces caractérisations seraient ¢également trés utiles pour apporter des
informations sur les génes porteurs de ces mutations et ainsi permettre une analyse d’ADN plus ciblée.

e [e chapitre 4 porte sur la "Caractérisation des glycosylations de I’invertase vacuolaire de raisin" et en
particulier la N-glycosylation. Cette invertase, possédant 12 sites potentiels de glycosylation et majoritaire
dans les vins de Champagne, est une enzyme clé du métabolisme des sucres du raisin. La caractérisation
compléte de ces sites de glycosylation est essentielle pour mieux comprendre leur impact sur sa stabilité,
sa solubilité, sa conformation, son activité biologique, sa résistance potentielle aux protéases et son role
dans les propriétés moussantes des vins effervescents. Dans ce contexte, nous avons donc réalisé une étude
structurale fine des sites de glycosylation et de leur micro-hétérogénéité en utilisant une combinaison de
différentes stratégies de spectrométric de masse basée (1) sur I'utilisation des techniques d’analyse
protéomique classiques, et (2) sur la génération d’ions dits "diagnostiques" qui sont spécifiques a la
fragmentation des glycopeptides (pour caractériser la micro-hétérogénéité).

Ce travail passe donc par le développement de stratégies d’analyse protéomique par spectrométrie de
masse mais aussi par une meilleure interprétation de données MS/MS, qui devront étre adaptées a chaque
contexte d’étude. Pour des raisons de facilité de lecture, les introductions bibliographiques consacrées aux
contextes biologiques et les différentes stratégies analytiques mises en place pour chaque problématique seront
présentées directement dans chacun des 4 chapitres de la partie Résultats.
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Chapitre 1 :

Les fondamentaux de ’analyse protéomique par spectrométrie de masse

Ce chapitre consiste en un rappel introductif sur la protéomique et 1’état de I’art actuel de

I’analyse protéomique par spectrométrie de masse.
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Introduction

Le terme protéomique qui découle du terme protéome, a été utilisé pour la premiere fois en 1994 par
Mark Wilkins ' et trés rapidement 1’expression a été reprise par la communauté scientifique. Aujourd’hui, la
protéomique désigne 1’étude de protéome lui-méme défini comme 1’ensemble des protéines présentes dans une
cellule, un tissu, un organe ou un organisme a un moment précis et sous des conditions données. La
protéomique est donc une étude dynamique, en ce sens qu’un seul génome c'est-a-dire I’ensemble de geénes
d’une cellule ou d’un organisme, peut conduire a différents protéomes en fonction des étapes du cycle
cellulaire, de la réponse a différents signaux biologiques, des états physiologiques (Figure 1).

Figure 1. Illustration de la dynamique du protéome
chez le papillon Papilio machaon. L’expression du
génome de Papilio machaon différe suivant le stade
de son évolution, c’est-a -dire un méme génome
conduit a différents protéomes: (A) jeune chenille,
(B) chenille adulte, (C) le papillon Papilio machaon.
Au cours de ces différents stades d’évolution,
différentes protéines sont exprimées a partir du
méme génome ce qui se traduit par différents
phénotypes chez Papilio machaon *.

La protéomique est une science pluridisciplinaire qui s’intéresse aux aspects qualitatifs, quantitatifs,
structuraux et fonctionnels des protéines. En pratique, la protéomique s’attache a identifier et caractériser les
protéines extraites d’un tissu ou une culture cellulaire ou d’un fluide biologique, leur localisation et leur role
dans les compartiments cellulaires, leurs éventuelles modifications post-traductionnelles (PTMs) ainsi que leur
quantification. Elle permet par exemple de quantifier les variations du taux d’expression d’une protéine en
fonction du temps, de 1’environnement et I’état d’évolution d’une physiologie ou une pathologie par rapport a
un autre. Elle permet aussi d’étudier les interactions protéines — protéines, protéines - ADN ou protéines -
ARN.

La spectrométrie de masse est devenue trés vite a partir des années 2000, la méthode de choix pour
I’analyse des protéines issues d’échantillons complexes. L’utilisation de la spectrométrie de masse en
protéomique a connu ce grand essor grace a 1’explosion du nombre de génomes séquencés, aux avancées
technologiques réalisées dans plusieurs domaines a 1’instar des techniques de purification et de séparation de
protéines ou peptides, I’instrumentation et la bioinformatique. L’utilisation de la spectrométrie de masse en
protéomique a été surtout possible grace au développement de méthodes de désorption - ionisation douces
(MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation) et ESI (Electrospray lonization)) pour I’analyse des
macromolécules biologiques dont les auteurs se sont vus décerner le prix Nobel de chimie en 2002
(www.nobelprize.org).

Aujourd’hui, I’analyse protéomique par spectrométrie de masse, a considérablement contribué¢ a la
compréhension et au développement de systémes biologiques, un nouveau "paradigme" des sciences de la vie
dans lequel, les processus biologiques sont abordés en termes de réseaux d’interaction moléculaires tres
dynamiques. Ainsi, la spectrométrie de masse est largement utilisée en protéomique pour la quantification des
effets de perturbation du réseau dans le temps et 1’espace > *.

Une analyse protéomique par spectrométrie de masse est composée des principales étapes suivantes: (1)
préparation des échantillons, qui consiste a extraire du milieu biologique les protéines; (2) séparation de
protéines ou peptides, qui consiste a dé-complexifier I’échantillon par une séparation des protéines sur gels 1D
ou 2D ou par chromatographie liquide (LC); (3) I’analyse par spectrométrie de masse (nanoLC-MS/MS), (4)
I’interprétation des données d’identification, de caractérisation ou de quantification des protéines (Figure 2).
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Figure 2. Principales étapes d’une analyse protéomique. Les protéines sont extraites des cellules (A), séparées dans un premier temps
par LC ou par gels 1DE ou 2D pour dé-complexifier I’échantillon, les peptides issus de la digestion des protéines sont dans un second
temps séparés par LC (B) avant I’analyse par spectrométrie de masse (C). L’étape finale d’une analyse protéomique par spectrométrie de
mase est I'interprétation des données de MS ou MS/MS (D). Cette interprétation de données peut se faire aujourd’hui de fagon
automatisée a I’aide d’outils bioinformatiques.

Nous nous proposons dans ce chapitre de thése, de faire un point sur I’état de I’art de 1’analyse
protéomique par spectrométric de masse en mettant 1’accent surtout sur les différents outils et techniques
utilisés lors de chacune des étapes des travaux réalisés au cours de cette these.
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I. La spectrométrie de masse : une technique de choix pour la protéomique

La spectrométrie de masse est née des travaux de Joseph John Thompson (prix Nobel physique 1906) et
de Francis William Aston (prix Nobel de chimie 1922). A cette époque, la spectrométrie de masse a été utilisée
surtout pour la mesure de masse des atomes et des isotopes. Mais il faut attendre 20 ans d’amélioration du
pouvoir de résolution de I’instrument, pour voir le premier spectrometre de masse commercialisé aux Etats
Unis en 1942. Tres vite le colt et la complexité de I’instrument a été un frein pour son expansion. Les premiers
domaines dans lesquels le spectrométre de masse a été utilisé sont: la physique (pour la mesure de masses
atomiques), la chimie industrielle (pour le contréle de qualité de produits) et I’industrie pétroliére (pour la
mesure des abondances des hydrocarbures au cours de la production). Ce n’est qu’a partir de 1960 que
commence 1’intérét des sciences du vivants et la chimie pour la spectrométrie de masse en tant qu’outils d’aide
pour la compréhension de la complexité des molécules fragmentées a I’intérieur de 1’instrument, mais aussi le
sondage de son utilisation pour d’autres applications. La spectrométrie de masse a été dés lors utilisée pour
I’analyse des biomolécules volatiles de petite taille mais pas pour [’analyse de grosses structures moléculaires
peu volatiles comme les protéines °.

Les années 1980 ont connu une rupture technologique avec la découverte presque simultanée de 2
techniques d’ionisation douces en 1988 qui ont révolutionné ’analyse de macromolécules biologiques : le
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation) par Koichi Tanaka et I’ionisation électrospray (ESI) par
John Fenn (tous deux, lauréats du prix Nobel de chimie en 2002). Ces deux techniques ont rendu possible le
transfert de macromolécules intactes de la phase liquide ou solide en phase gazeuse et ont ouvert la voie a la

spectrométrie de masse moderne pour 1’analyse protéomique .

Aujourd’hui on compte des dizaines de spectrométres de masse disponibles sur le marché dont les
constructeurs les plus représentés sont: Agilent Technologies, Applied Biosystems, Bruker Daltonics,
PerkinElmer, Shimadzu/Kratos Analytical, Thermo Fisher Scientific, Waters Corporation ’. Chaque modéle
d’instrument est congu avec un design unique, un systéme de données, et des performances spécifiques, ce qui
entraine chez chacun de ces instruments des forces ou des faiblesses en fonction des types d'expériences a
réaliser.

L’analyse des molécules par spectrométrie de masse se fait en deux temps: dans un premicre temps, les
molécules sont volatilisées et ionisées, et dans un deuxiéme temps, la mesure des rapports de masses sur
charges (m/z) des molécules ionisées est obtenue. Un spectrometre de masse comprend trois parties distinctes :
(1) la source ou s’effectue la volatilisation et 1’ionisation des analytes, (2) ’analyseur ou les ions sont séparés
selon les rapports m/z et (3) le détecteur ou les ions sont détectés sous forme de signaux qui se traduisent en
spectres de masse °. Le transfert des ions de la source vers le détecteur est assuré par I’effet du champ électrique
et/ou magnétique au travers d’un dispositif de focalisation et de guidage d’ions dans une atmosphére ou régne
un vide poussé (10*-107 mbar). La vitesse et/ou la trajectoire des ions jusqu’au détecteur dépend de leur m/z.
Au bout de leur course, les ions frappent le détecteur qui convertit alors I’événement en signal électrique
mesurable (Figure 3), on obtient alors un spectre de masse.
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Figure 3. Schéma simplifié d’un spectrométre de masse. Les ions se déplacent de la source jusqu’au détecteur a travers un dispositif
d’extraction / focalisation des ions et I’analyseur sous I’effet de 1’énergie cinétique de différentes fagons suivant les types de source
d’ionisation et d’analyseurs utilisés (Figure adaptée de Schaeffer-Reiss 7).

Pour une analyse protéomique, les principales caractéristiques d’un spectrométre de masse a prendre en
considération sont : (1) la résolution de I’analyseur, (2) la précision de mesure de masse, (3) la sensibilité, et (4)
la vitesse de balayage "°.

La résolution (R) d’un spectrométre de masse est la capacité a distinguer deux ions de masse voisine : si
Mex est la masse expérimentale d’un ion et AMex, la différence de masse expérimentale entre deux ions de
masse voisine, alors R est défini par le rapport Mex sur AMex : (R = Mex / AMex) (Figure 4). Pour certains
auteurs, la résolution est définie comme le ratio de la masse sur la largeur a mi-hauteur du pic (FWMH, Full
width at Half Maximum). La résolution est le principal facteur qui va permettre de déterminer le profil
isotopique et donc de déterminer 1’état de charge des ions .

Integslte Mex, Mex,
relative

A A Mex
100 > R = Mex /A Mex

50 ]
Figure 4. Définition de la résolution (R) d’un

spectrométre de masse: R est le rapport entre une masse
et la différence entre elle et sa voisine.

La précision de mesure de masse d’un spectrométre de masse quant a elle, décrit la capacité de celui-ci a
mesurer une masse expérimentale (Mex) aussi proche que possible de la masse théorique (Mth) calculée a partir
de la formule brute de chaque élément atomique qui forme cette molécule. Cette précision de masse se mesure
en Dalton (Da) ou est ramenée en partie par million (ppm): P = + 10°x (Mex-Mth) / Mex (Figure 5). La
précision de mesure de masse d’un spectrométre de masse est directement liée a sa résolution.
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Da
Mth
Intensité I
relative ' _ Mih
\ Mex,| -7 I A M = Mex - Mih Figure 5. Définition schématisée de la précision de

mesure de masse P d’un spectrometre de masse : P
exprimé en ppm (partie par million) est le rapport entre
la différence de masse expérimentale et théorique (AM
= (Mex-Mth)) d’un analyte et sa masse expérimentale
(Mex) multiplié par 10°.

100 4 ~~ Mex
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N

»
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sensibilité en spectrométrie de masse est définie de deux maniéres différentes selon que 1’on parle

d’analyse qualitative ou quantitative. Dans le premier cas, il s’agit de la quantit¢ minimale d’une substance
nécessaire pour obtenir un spectre de masse interprétable (rapport ions caractéristiques / ions du bruit de fond).
Dans le second cas, il s’agit de la quantité minimale décelable pour un composé mesuré qui donne un signal
correspondant a 10 fois le bruit de fond. La sensibilité quantitative est également appelée limite de détection.

Une vitesse de balayage ¢levée est nécessaire pour I’acquisition d’un grand nombre de spectres des ions
qui arrivent en flux continu dans le spectrométre de masse. En outre, plusieurs autres caractéristiques telles que
la possibilit¢ d’automatisation et de couplage avec d’autres équipements (HPLC par exemple) pouvant
permettre I’analyse protéomique a haut débits sont a prendre en compte en analyse protéomique. De toute

évidence,

il faut garder a 1’esprit qu’il est nécessaire d’avoir un spectrométre de masse de résolution, précision,

vitesse de balayage et de sensibilité adaptée pour ’étude protéomique a réaliser '°.

Nous nous limiterons dans les paragraphes suivants a la description des différents éléments majeurs des
spectrometres de masse utilisés lors de ces travaux de theése. Les spectrometres de masse utilisés ont différentes
géométries : la trappe ionique (amaZon, Bruker) et les Q-TOF ((maXis et micrOTOF-Q, Bruker) et (Synapt
HDMS, Waters)) équipés de source électrospray (ESI).

1. Les sources d’ionisation : Electrospray (ESI)

Les principales sources d’ionisation utilisées en analyse protéomique sont: les sources MALDI et

I’Electrospray

" 12 Les deux techniques d’ionisation permettent d’analyser des échantillons a des

concentrations de I’ordre du sub-picomolaire. L’ESI s’utilise pour I’analyse des échantillons en phase liquide et
donc peut étre couplé avec la chromatographie liquide (HPLC).

L’ionisation par électrospray, s’opére par nébulisation a pression atmosphérique des analytes sous forme
de nuages d’ions créés sous I’effet d’un champ électrique fort (10°V.m™) avec 1’assistance pneumatique d’un
gaz de nébulisation. En mode d’ionisation positif, la différence de potentiel (ddp) appliquée entre le capillaire
métallique d’entrée des analytes et I’entrée du spectrométre de masse va séparer les espéces de charges

opposées
capillaire

et repousser les espéces de charges positives multichargées formant le cone de Taylor a I’extrémité du
(Figure 6, (A)) vers le spectromeétre de masse sous forme de gouttelettes en plume d’aérosol. Le

chauffage de I’enceinte dans laquelle se forment les gouttelettes, va favoriser 1’évaporation du solvant. Le
volume des gouttelettes chargées se rétrécit jusqu’a la limite de stabilité de Rayleigh. Les forces de répulsions
coulombiennes des ions étant en ce moment supérieures a celles de la tension de surface, vont entrainer une
explosion coulombienne au fur et a mesure que le solvant s’évapore, jusqu’a ce que 1’ion se retrouve
complétement libre (Figure 6, (B)).
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Figure 6. Schéma du principe d’ionisation électrospray en MS en mode d’ionisation positif: production et fission des gouttelettes
chargées et transfert des ions en phase gazeuse.

Deux modeéles sont admis pour expliquer la production d’ions dé-solvatés en phase gazeuse : le modele
de Dole ou le "mécanisme de la charge résiduelle", ou les ions sont progressivement désolvatés " et le
modéle d’Iribarne et Thomson ou le "mécanisme de I’évaporation unique' ou les ions sont directement
désorbés des gouttelettes formées * lors du processus d’ionisation électrospray.

Une source ESI conventionnelle nécessite en général 1’utilisation de débits compris entre 1 et 100
pL/min et ’assistance d’un gaz de nébulisation pour faciliter la formation de gouttelettes chargées a 1’extrémité
du capillaire (Figure 6). L’amélioration majeure des performances de 1’ionisation électrospray est arrivée en
1996, avec le nanospray, qui permet de travailler en ESI avec de faibles débits ( 300 - 20 nL/min) " avec ou
sans assistance de gaz de nébulisation. En effet les travaux qui ont été réalisés dans ce contexte ont montré
I’influence du débit de solution sur la formation des gouttelettes chargés au cours du processus d’ionisation
¢électrospray. Le faible débit de solvant permet d’assurer la stabilité du spray et la formation de gouttelettes
beaucoup plus fines de faible rayon (R < 10 nm) pour une meilleure efficacité d’ionisation. L’ionisation
¢lectrospray étant une technique sensible a la concentration et non a la quantit¢ d’analytes, les sources
nanospray permettent non seulement de réduire significativement la consommation d’échantillon, mais
également d’avoir un gain de sensibilité d’un facteur 2 a 3 '° et aujourd’hui d’un facteur de prés de 10. Tous ces
avantages ont trés tot suscité un intérét particulier du nanospray pour les études protéomiques par MS '*'7. On
distingue aujourd’hui les systémes nanospray assistés bénéficiant d’un gaz de nébulisation et les systémes
nanospray non assistés (ex : les puces microfluidiques équipées de nanospray comme I’ HPLC Chip™ Agilent
Technologies) qui ont une trés bonne sensibilit¢ mais avec une durée de vie limitée (1000 heures en moyen
selon notre expérience au laboratoire).

Avec le développement des microtechnologies, de nouveaux dispositifs électrospray sur puces
microfluidiques ont été mis au point ‘. Les puces microfluidiques ont pu étre intégrées a divers systémes de
préparation des échantillons comme la digestion enzymatique ou des systémes de séparation comme la
chromatographie liquide. L’intérét de ces puces réside non seulement dans |’avantage que représente le
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dispositif nanospray que portent ces puces, mais ¢galement dans les propriétés intrinseques de la microfluidique
qui sont : la faible consommation d’échantillon, I’amélioration des capacités de séparation et la miniaturisation
de plusieurs processus sur un seul systéme Chip . De plus, cette miniaturisation entraine la réduction des
volumes morts et du temps d’analyse. Par exemple ’'HPLC-Chip/MS (Agilent, Technologies) est une puce
microfluidique qui intégre directement une pré-colonne de concentration et une nanocolonne de séparation a
une source nanospray sur un film de polymeére. Cette technologie permet ainsi d’éliminer les volumes morts, la
dispersion de pics chromatographiques et de donner de bonnes performances chromatographiques (Figure 7).
En outre, ces systemes microfluidiques permettent d’éviter la manipulation délicate des aiguilles nanospray
grace a des dispositifs de gestion intégrés et en entiérement automatisés. A tire d’exemple, I’HPLC-Chip Cube
(Agilent Technologies), est un dispositif robotisé qui facilite d’utilisation de la puce microfluidique HPLC-
Chip/MS (Agilent Technologies) en terme de réglage de la position de 1’aiguille du nanospray et de
communication entre la colonne capillaire et les capillaires d’arrivés des échantillons et solvants d’HPLC. Il
existe aussi des chips dépourvues de phase stationnaire pour 1’infusion.

ke

Colonne nanoLC

Colonne de concentration,
capillaires, raccords et frittés

Contact haute
tension ESI

Emetteur nanospray, ensemble
émetteur et raccords

Figure 7. Puce microfluidique HPLC-Chip/MS (Agilent Technologies) intégrant une aiguille nanospray, une nanocolonne et une
précolonne de concentration.

2. L’interface

L’interface d’un spectrométre de masse a pour role, de transmettre des ions de la source vers ’analyseur
sous l’effet d’un champ électrique et d’un gradient de pression. L’interface maximise le rendement de
transmission des ions. Les différents instruments utilisés lors de ce travail de thése possédent deux géométries
d’interface : les guides d’ions multipdlaires et les guides d’ions de type SRIG "Stacked ring ion guide" et IF
"lon funnels".

a. Les guides d’ions multipolaires

Ce sont des électrodes disposées parallelement a 1’axe de déplacement des ions (Figure 8, (A 1)). En
général, les multipoles sont constitués de deux, trois ou quatre paires d‘électrodes paralléles (quadrupédles,
hexapole et octopdles) qui sont connectées entre elle de maniére a pouvoir appliquer un potentiel de
radiofréquence en opposition de phase entre 2 électrodes adjacentes (U + Vcos(ot) et — (U + Vcos(wt)) (Figure
8, (A 2)). La variation du potentiel Vcos(wt) lors que U=0 "mode RF only" va entrainer une variation du champ
électrique et conférer ainsi aux ions, un mouvement oscillatoire vers I’avant *°. Le multipdle se comporte alors
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exclusivement en guide d’ion et fait déplace les ions sur I’axe z. Lors que U # 0 et le quadrupdle se comporte
dans cas comme un analyseur de masse.

(A1) B1
Quadrupodle Stacked ring ion guide Ion funnels
0] )
“Fﬁ-“’ z Axe de déplacement -l N - g
@ ) des ions \
(A2) B2 R |

RF (+)

%

U + Vcos(ot) m RF (-)

Figure 8. Différents types de guide d’ions servant d’interface de focalisation des ions issus de la source d’ion MS. (A 1, A2) guide d’ion

— - (U + Vcos(ot))

en ¢électrodes paralleles: quadrupéle, (B 1, B2) guide d’ions a lentilles concentriques de type SRIG "Stacked ring ion guide" et IF
"Ion funnels" ,

b. Les guides d’ions de type SRIG "Stacked ring ion guide" et IF "lon funnels"

Ce sont des guides d’ions constitués d’une juxtaposition de lentilles annulaires de méme diamétre interne
*! formant un tunnel coaxial a la trajectoire des ions (Figure 8, (B 1), SRIG Stacked ring ion guide) ou dont le
diamétre interne des lentilles diminue progressivement dans le sens de progression des ions (Figure 8, (B 1),
ITon funnels) >,

Le principe de fonctionnement de SIRG et IF est basé sur I’application d’un potentiel de radiofréquence
en opposition de phase sur les différentes lentilles afin obtenir une alternance de lentilles chargées positivement
et négativement (Figure 8, (B 2)). La radiofréquence appliquée induit des vagues de champs autour des ions qui
restent confinés au centre des lentilles qui les focalisent au fur et a mesure de leur avancement dans le
spectrométre de masse. L’IF posséde I’avantage de disposer d’une largue ouverture permettant de collecter un
maximum d’ions d’issus de la source et qui sont progressivement focalisés en un mince faisceau >°.

3. Les analyseurs : trappe ionique, quadrupole, TOF " Time of Flight"

L'analyseur permet la séparation, le déplacement, la sélection ou I’isolation des ions en phase gazeuse et
cela grace a des champs électriques ou magnétiques ou la combinaison des deux champs. Le rapport de la
masse de ’ion sur sa charge (m/z) est le facteur dont va dépendre, la trajectoire, le mouvement et la sélection de
I’ion dans un champ é¢lectrique ou magnétique. De plus l'analyseur doit étre sous un vide poussé pour que le
libre parcours moyen des ions leur permette d’atteindre plus facilement le détecteur avec un rendement
suffisant.

Cinq types d'analyseurs sont actuellement utilisées pour 1’analyse protéomique par spectrométrie de
masse: analyseurs quadrupolaires (Q), trappe ionique (IT) ***, le temps de vol (TOF) * | la résonance
cyclotronique ionique a transformé de fourrier (FT-ICR) *°, et I’Orbitrap (OT) *".

Pour I’analyse protéomique, les caractéristiques fondamentales d’un analyseur sont sa sensibilité, sa
résolution, sa précision de mesure de masse, sa gamme de masse et sa capacité a produire des spectres de
fragmentation assez informatifs *>. Le cott d’un spectrométre de masse est en partie li¢ aux analyseurs utilisés
Certains spectromeétres vont nécessiter la combinaison de plusieurs analyseurs pour tirer partie des avantages de
chacun donnant ainsi des spectromeétres de masse hybrides avec deux dimensions MS/MS. Cependant d’autres
analyseurs de part leur géométrie permettent de réaliser successivement les expériences MS et MS/MS, c’est
cas pour : IT, FT-ICR.
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Trois types d’analyseurs ont été utilisés au cours de ce travail de these : quadrupdle (Q), le temps de vol
(TOF) et la trappe ionique (IT). Nous détaillons dans les paragraphes suivants ces trois types d’analyseur et leur
combinaison pour la réalisation des expériences de MS a deux dimensions.

a. Analyseurs a une dimension MS : quadripdle et le temps de vol (TOF)

Le quadripole (Q) et le temps de vol (TOF) sont deux analyseurs capables de réaliser une seule
dimension MS. C’est-a dire, ce sont des analyseurs qui vont servir a déterminer le m/z des ions qui y passent, a
filtrer des ions sans les retenir dans leur progression vers le détecteur. Puisque c’est la sélection et le maintien
de I’ion dans un analyseur qui va permettre par exemple une deuxiéme dimension MS (MS2 ou MS/MS) au
cours de laquelle I’espece retenue va étre fragmentée, les Q et les TOF ne peuvent pas faire de MS/MS sans
étre associés a une cellule de collision a part enti¢re. Cette raison fait que les Q et les TOF sont combinés pour
donner une deuxieme dimension de mesure aux spectrometres de masse pour faire la MS/MS : QqQ (triple
quadrupdle), Q-TOF (quadrupdle — temps de vol), TOF-TOF (2 temps de vol) ****°.

i.  Quadrupéle (Q)

Le quadrupdle a été développé dans les années 50 par Paul %7 et est aujourd’hui I’analyseur par
excellence pour 1’analyse du courant d’ion continu provenant d’une source ESI. Le principe de fonctionnement
du quadrupdle a été largement décrit par Campana ***’. En dépit de son role d’interface de guide et focalisation
des ions en mode "RF-Only", le quadrupéle peut servir d’analyseur par balayage trés rapide (quelques
millisecondes) des potentiels appliqués entre ces électrodes (Figure 9, (A), les électrodes sur I’axe x et y) qui
induisent un champ ¢électrique variable entre celles-ci. Le balayage des potentiels va faire varier la stabilité de la
trajectoire des ions entre les €lectrodes (Figure 9, (A)), pour les séparer en fonction de leur m/z. Les ions de
différents m/z vont donc parvenir progressivement au détecteur selon que leur trajectoire soit stable ou instable
suivant I’axe z (Figure 9, (A), I’ion (®)) a un ratio U/V dans le quadrupole au fur et a mesure qu’évolue le
balayage du potentiel (Figure 9, (B)). Les équations qui régissent la trajectoire des ions dans le quadrupdle ont
été établies par le physicien Mathieu (1966). La résolution de ces équations permet de déterminer la zone de
stabilité des ions en fonction de U et V (Figure 9, (B), Diagramme de stabilité des ions). Les autres ions qui ont
une trajectoire instable (Figure 9, (A), I’ion (®)) vont étre déviés, et ne parviennent pas au détecteur.

Détecteur
A) Ton avec une (B)
trajectoire stable \L
Largeur de sélection
U de I’ion m,
U=kV
A ! m;

- (U + Vecos(ot)) E myi

= Trajectoire stable

(- Trajectoire instable

Ion avec une
trajectoire instable

Source
d’ionisation T

Lentille de
focalisation d’ion

Figure 9. Représentation schématique du fonctionnement d’un analyseur quadrupdlaire (A) avec la représentation de la trajectoire d’un
ion stable (&) allant jusqu’au détecteur sur 1’axe z et un ion avec une trajectoire instable () sortant de 1’axe z. (B) Diagramme de
stabilité des ions de masse my » m, - m; en fonction des tensions U et V. (Figures adaptées de Campana et al. *).

ii. Le temps de vol (TOF)

Le principe de séparation des ions selon leur rapport m/z en fonction de leur temps de vol date des
années 1950 *, mais ce n’est qu’avec I’arrivée de la source MALDI en 1987 et les avancées technologiques
réalisés sur ce type d’analyseur que celui-ci va équipé plus de spectrometres de masse.

L’analyseur a temps de vol, TOF "Time of Flight" permet aprés une accélération des ions par un champ
¢électrique (tension d’accélération U [V]), de les séparer dans un tube de vol libre de champ sous un vide poussé
et de mesurer leur rapport m/z en fonction du temps (¢ [s]) qu’ils mettent pour atteindre le détecteur .
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L’énergie acquise au départ par I’ion (£; = zeU ; U tension électrique [V], ze charge de ’ion [C]), se convertit
totalement en énergie cinétique (E, = 1/2mv’, m masse de I’ion et v la vitesse de I’ion) qui va controler
I’avancement de 1’ion dans le tube de vol. La trajectoire ou le temps mis par chaque ion (m, z) pour traverser le
tube de vol d’un point & un autre va dépendre de sa vitesse (v [m.s"]) obtenue a partir de la conservation de
1’énergie: v = (2zeU/m)"”. Le temps de vol ¢ [s] de cet ion sur une distance L correspondant au tube de vol est
donné par la relation : ¢ = L(m/2zeU)"”. Ainsi pour des ions de méme charge, ce sont les plus lourds qui mettent
le plus de temps pour parvenir au détecteur. Les ions sont donc séparés en fonction de leur m/z. La
détermination du rapport m/z de chaque ion, découle du temps de vol mesuré avec précision et de la
connaissance des paramétres expérimentaux (position du détecteur Z, la tension d’accélération U, e la charge
¢lémentaire de I’électron).

Les premiers analyseurs TOF ont été pendant longtemps handicapés par leur faible résolution, imputable
a la distribution temporelle (temps de formation des ions), spatiale (lieu de la formation) et cinétiques (énergie
de formation) des ions. Deux améliorations majeures ont permis de résoudre ces problémes.

e [a dispersion temporelle et spatiale ont pu étre ¢liminées grace a ’utilisation du principe d’extraction
retardée (Delayed Extraction) ** a I’aide de lentilles, supplémentaires insérées entre la source d’ion et
le TOF. L’application d’un potentiel nettement plus élevé a cette lentille permet de retarder la course
des ions en provenance de la source vers le TOF. Ainsi les ions sont non seulement focalisés mais ont
un départ synchronisé avant leur pénétration dans le tube de vol.

e [a dispersion cinétique a pu étre corrigée grace a la mise au point du "réflectron". Le "réflectron" est
un dispositif composé d’une série d’anneaux ou de grilles sur lesquels sont appliqués des potentiels
croissants et qui vont faire office de miroirs électrostatiques. Ce dispositif renvoie les ions vers le
détecteur en fonction de I’énergie cinétique qu’ils possédent a leur arrivée dans le dispositif. Les ions
de méme m/z se retrouvent donc a nouveau focalisés et atteignent le détecteur au méme moment
(Figure 10).
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On note aujourd’hui plusieurs types de TOF suivant la dimension du tube de vol (par exemple L = 250
cm pour le maXis (Bruker)) et suivant la technique de focalisation des ions dans le tube de vol (par exemple 2
"réflectrons” pour la géométriec W du Synapt HDMS Waters).

Les spectromeétres récents de type Q-TOF possédent un quadrupdle en amont qui sert de filtre d’ions. La
capacité du quadrupdle a permettre une bonne sélectivité de I’ion est donc sollicitée pour compléter la bonne
résolution que possede désormais un TOF. Avec une cellule de collision intercalée entre les deux analyseurs, le
quadrupdle permet la sélection d’ions pour une expérience MS de deuxiéme dimension (MS/MS), et le TOF
d’analyser en suite les ions fragments issus de la cellule de collusion. Les Q-TOF possédent une excellente
résolution (en moyenne comprise entre 8000 et 40000) en fonction de ’instrument et ont une bonne précision
de masse surtout lorsqu’ils sont équipés de systémes de calibration interne. Ce type d’instrument est un
excellent compromis entre précision de masse, résolution, gamme de masse, vitesse de scan, sensibilité et est
donc parfaitement adapté pour 1’analyse protéomique.
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b. Analyseur a plusieurs dimensions MS : la trappe ionique

La trappe ionique 3D découle des travaux de Paul *’ sur le quadrupdle qui ont conduit par la suite au
développement de la trappe ionique constituée a la différence du quadrupdle de 3 électrodes .
L’aboutissement de la premicre trappe ionique commercialisée en 1983 a été possible grace aux travaux de
Stafford et Finnigan *’. Depuis, de nombreux groupes ont apporté des améliorations a cet analyseur en matiére
de sensibilité, résolution et de gamme de masse *'.

La trappe ionique est composée de 3 électrodes, une électrode annulaire en forme de diabolo et deux
¢lectrodes chapeaux de géométrie quasi hyperbolique (Figure 11, (A)) qui délimitent une cavité d’environ 1
cm’. Les ions entrent et sortent de la trappe par des orifices situés dans les électrodes chapeaux. A la différence
des analyseurs précédemment décrits, les trois électrodes vont permettre de confiner les ions a I’intérieur de la
trappe au sein de laquelle régne une pression résiduelle d’hélium (5.10° mbar) contribuant a I’efficacité de
piégeage des ions (Figurell, (B)). Une fois dans la trappe, les ions vont subir un champ électrique
quadrupodlaire grace a la tension oscillante appliquée a 1’¢lectrode annulaire (V cos (ot)), et leur trajectoire se
stabilise dans un puits de potentiel dont la profondeur est directement liée a I’amplitude du courant appliquée
(Figure 11, (B)). Les ions vont, alors décrire une trajectoire sous forme de 8 dans I’espace (courbe de Lissajou).

L’¢éjection des ions de la trappe se fait de deux fagons : (1) par diminution de la profondeur du puits de
potentiel donc la réduction de 1’amplitude de la tension appliquée sur 1’électrode annulaire (éjection simple) ou
(2) par I’application d’un champ électrique sur les électrodes chapeaux, qui va déstabiliser la trajectoire des
ions confinés vers la sortie (éjection raisonnante) (Figure 12). Lors d’une expérience MS de premiére
dimension (MS), I’éjection d’ions se fait par variation de 1’amplitude de la tension appliquée sur 1’électrode
annulaire (Figure 12 (A)) (éjection simple).

0:9) Electrqde (B) Potentiel Portentiel
annulaire ¥ radiofréquence entre ¢lectrodes
Lentilles de (RF) chapeaux

focalisation

z Axededéplacement >
des ions

Détecteur

Piégeage d’ions
Electrode Electrode dans la trappe
chapeau chapeau

Figure 11. Représentation schématique de la trappe ionique (3D). (A) schéma des composantes d’une trappe ionique *°, (B)
I’application du potentiel radiofréquence sur 1’électrode annulaire permet de piéger les ions sur des trajectoires stables dans la trappe.
L’analyse est réalisée par déstabilisation des trajectoires des ions en appliquant un potentiel sur les électrodes chapeaux ou en réduisant
I’amplitude du potentiel de 1’électrode annulaire.

Cet analyseur va permettre de faire parvenir les ions en provenance de la source d’ions aprés un cours
instant d’accumulation dans la trappe, mais aussi de sélectionner un ion (ion parent) lors d’une expérience MS
de premiére dimension, en vu d’une expérience MS/MS. L’ion de m/z sélectionné, toujours en mouvement sur
sa trajectoire, va subir une excitation avec 1’application d’un potentiel contr6lé sur les électrodes chapeaux qui
va entrainer son entrée en collision avec les atomes d’hélium et provoquer ainsi sa fragmentation (génération
des ions fils). Les ions fils issus de la fragmentation vont pouvoir a leur tour étre accumulés et éjectés de la
trappe vers le détecteur (Figure 12, (B)).
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Les expériences MS de troisieme dimension peuvent ainsi &tre réalisées sur des ions fils et ainsi de suite
jusqu’a n dimensions permettant ainsi d’avoir des informations de plus en plus détaillées sur I’ion parents
d’origine.

Cet analyseur a la fois robuste, sensible et de colt modéré est un instrument de choix pour 1’analyse
protéomique. Cependant, la précision de mesure de masse est limitante pour certaines applications en
protéomique comparé¢ au Q-TOF. En effet, la capacité de stockage des ions dans la trappe est limitée a cause
des répulsions coulombiennes trop fortes qui induisent un effet d’espace-charge perturbant ainsi les champs
électriques appliqués et donc la bonne estimation des valeurs m/z. Plusieurs améliorations ont été apportées a la
premiére génération de trappe ionique notamment dans le dimensionnement des nouvelles trappes et la
proposition de nouvelle géométrie de trappe a I’instar de la trappe linéaire (2D) avec une meilleure capacité de
stockage d’ions *"*%.

En analyse protéomique, il est important de choisir la bonne combinaison entre source et analyseur pour
avoir la meilleure configuration possible du spectrométre de masse pour I’analyse. Il est donc primordial de
garder a I’esprit que le choix d'un spectrometre de masse dépendra fortement de la stratégie choisie pour
l'identification des protéines en fonction de la question biologique posée.

4. Détecteurs

Comme les analyseurs et les sources d’ionisation, il existe plusieurs types de détecteurs avec des
principes de fonctionnement physiques différents. Quelque soit son mode de fonctionnement, le détecteur va
compter les ions par conversion de I’impact d’un ion sur une surface, ou son arrivée dans une enceinte en un
signal électrique, qui se traduit par un pic (m/z) au quel est associé une intensité. L enregistrement de plusieurs
évenements en un laps de temps connu constitue le spectre de masse. Le détecteur est généralement placé sous
un vide poussé (10 — 107 Torr). Le choix du détecteur est surtout lié¢ a sa capacité a détecter des événements
(des ions) suffisamment rapprochés dans le temps et a sa durée de vie.

Le cylindre de Faraday est le détecteur le plus simple utilisé en spectrométrie de masse. Dans ce
détecteur, le transfert de charge de 1’ion est détecté sur une surface conductrice, puis le signal est amplifié. Ce
détecteur est précis mais est peu sensible, lent, et posséde un bruit de fond assez important, ce qui fait il est
rarement utilisé sur les spectrométres de masse dédié a I’analyse protéomique.

Les multiplicateurs d'électrons (CEMs, Channel Electron Multipliers (CEMs)) sont des détecteurs les
plus courants. Dans ce type de détecteur, le signal est amplifié par la formation d’¢lectrons secondaires a 1’aide
de tube de verre dopé avec un métal ou un sémicoducteur comme le plomb (dynode). Le tube de verre peut étre
linéaire (Liear channel electron multiplier) ou recourbé (curved channel electron multiplier). Ce type de
détecteur possede une bonne sensibilité¢ avec une amplification forte du signal cependant avec une durée de vie
limitée. On trouve ce type de détecteur sur des spectrometres de type trappe ionique en général (ex : amaZon,
Bruker).
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La galette de microcanaux (MCP, Microchanel plate) est un autre détecteur qui peut étre considéré
comme un assemblage de multiplicateurs d’électrons. La collision d'ions avec une anode chargée, entraine une
cascade d'électrons dans les microcanaux. Et pour augmenter le rendement d’amplification de signal, ces
galettes de microcanaux peuvent étre superposées. Cette cascade d’¢lectrons est alors détectée par un circuit
électrique (Figure 13) **. Cette impulsion de charge électrique peut étre enregistrée au moyen d'un convertisseur
de type TDC (Time to digital converter) par exemple. Le convertisseur TDC enregistre l'arrivée précise d'un ion
a un temps précis sous forme de signal. Les instruments de type Q-TOF ont généralement ce type de détecteur
(ex : le Synapt HDMS, Waters).

Arrivée d’ions ITon incident

1l

Micorcanaux

Emission

d’¢électrons

secondaires
Figure 13. Principe de fonctionnement d’un détecteur
MCP.

Galette de

. Collecte
microcanaux

d’électrons

5. Description des spectrometres utilisés

a. La trappe ionique : amaZon-ETD (Bruker, Daltonics)

Ce spectromeétre de masse est une nouvelle génération de trappe ionique avec une grande capacité
d’accumulation d’ions, équipé d’une source ESI, d’une interface avec un capillaire de transmission et deux
séries de lentilles de focalisation d’ions (ion funnels), des octopoles servant de guides d’ions jusqu’a la trappe
ionique (3D) et un détecteur de type CEM (Figure 14). A la différence avec I’ancienne génération (HCT Ultra)
du méme constructeur, les skimmer (écrémeurs) ont été¢ remplacés par des lentilles tunnels (ions funnels), ce qui
a considérablement amélioré la transmission mais également permis de focaliser plus finement les ions arrivant
jusqu’a la trappe ionique.

La vitesse de balayage a été également améliorée. Le mode "UltraScan" qui est utilisé¢ pour la génération
des spectres MS/MS a vu sa vitesse de balayage passer de 26000 (m/z)/s a 32500 (m/z)/s sur I’amaZon. Ce qui
permet donc d’aller plus vite dans ’acquisition des spectres MS et MS/MS. Ainsi nous avons pu noter au
laboratoire une amélioration de la sensibilité d’un facteur 10 par rapport a I’ancienne génération HCT Ultra. La
gamme de masse de I’amaZon est de 50-3000 m/z avec des vitesses d’acquisition pouvant aller jusqu’a 20
spectres/s pour une précision de mesure de masse de 1’ordre de 0,2 Da et une résolution pouvant attendre 5000
(FWHM). Ce spectrometre de masse possede des performances analytiques en termes de précision, sensibilité
et rapidité d’acquisition permettant des expériences MS et MS/MS sur des mélanges complexes.
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Figure 14. Schéma de la trappe ionique (3D) amaZon ETD (Bruker Daltonics).

b. Les instruments de type Q-TOF: maXis et micrOTOF-Q (Bruker, Daltonics) et Q-
TOF Synapt HDMS (Waters, Corporation)

i. Le maXis et micrOTOF-Q (Bruker, Daltonics)

Le maXis et le micrOTOF-Q sont des instruments de type Q-TOF équipés d’une source électrospray
(ESI), avec une interface composée de capillaire de transmission, des lentilles (ion funnels) et des hexapodles
servent de focalisation et de guide d’ions (Figure 15). Un quadrupdle directement placé en amont de la cellule
de collision sert de filtre d’ions. Entre la cellule de collision et le TOF, est intercalé sur le maXis un "lon
cooler" dont le principal rdle est la re-focalisation des ions vers le TOF donc plus de sensibilité de détection
d’ions.
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Figure 15. Schéma du maXis (Bruker Daltonics).

Cet ion cooler n’existe pas sur le micrO-TOF qui a une taille beaucoup plus réduite notamment dans la
dimension de son tube de vol comparé a celui du maXis. Le maXis posséde ainsi une résolution de masse
comprise entre 40000 - 60000 (FWHM), une précision de I’ordre de la ppm en MS et MS/MS et une vitesse de
20 spectres/s (20 GHz) contre une résolution de 15000 (FWHM) et une précision comprise entre 3 et 5 ppm en
MS et MS/MS pour le micrOTOF-Q.
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ii. Le Synapt HDMS (Waters, Corporation)

Le synapt HDMS (High Definition Mass Spectrometry) est 'instrument de type Q-TOF qui offre la
possibilité de faire des expériences de MS a deux dimensions et la mobilité ionique. Il est équipé d’une source
d’ionisation ESI en forme de Z (Z-Spray) augmentant 1’efficacité de désolvatation du spray, de lentilles de
focalisation situées en amont d’un quadrupdle qui sert de filtre d’ions et de cellules qui peuvent servir de
cellules de collision (Trap, Transfert) et d’une cellule de mobilité ionique (Figure 16). Au cours des expériences
MS/MS, la cellule de collision immédiatement située apres le Q est utilisée pour fragmenter les ions tandis que
la cellule de mobilité et la cellule de transfert servent de guides et focalisation d’ions avant leur entrée dans le
tube de vol. Le tube de vol du Synapt HDMS a deux modes de fonctionnement : le mode V (trajectoire en traits
plein en rouge) et le mode W (trajectoire en trait discontinu) ou la trajectoire des ions est deux fois plus longue
ce qui permet a I’instrument de passer d’une résolution de 10000 a 17500 (FWHM).

Le synapt HDMS possede une gamme de masse allant jusqu’a 32 kDa et une vitesse d’acquisition de 10
spectres/s avec une précision de I’ordre de 2 ppm adaptée pour 1’analyse protéomique.
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Figure 16. Schéma du Synapt HDMS (Waters Corporation).

6. De I’ion a la séquence protéique : la fragmentation peptidique

Un m/z mesuré par spectrométriec masse en analyse protéomique peut correspondre a une séquence
d’acides aminés (un peptide) d’une protéine ou une autre molécule contenue dans I’échantillon analysé. Or la
simple mesure de masse de m/z dans un échantillon complexe peut conduire a plusieurs structures différentes.
Par exemple, les peptides, SSLVULK, SLLVSUK, LLVSSUK, au tant de combinaisons possibles avec les
mémes acides aminés, vont conduire aux mémes rapports m/z **. La fragmentation MS/MS permet de casser les
liaisons entre acides aminés en fragments identifiables pour déterminer la succession des acides aminés d’un
peptide : le séquencage des protéines ou peptides. Bien slir cette fragmentation peut se faire sur des protéines
ou des peptides. Mais, la fragmentation de protéines (stratégie appelée Top-down) est plus complexe a
interpréter et a cela s’ajoute la limite de résolution d’un instrument et donc la mesure de masses imprécises.
L’alternative est 1’analyse des "morceaux ou bouts" de ces protéines (peptides) aprés une digestion
enzymatique (stratégie appelée Bottom-up), ce qui va donc donner pour chaque peptide des fragments
facilement interprétables. Pour ces raisons, la deuxiéme approche (Bottom-up) est la plus utilisée en analyse
protéomique par spectrométrie de masse.

La fragmentation des peptides et des protéines, peut se faire en mode CID (dissociation induite par
collision, le mode de fragmentation le plus utilisé¢), en mode ETD (dissociation par transfert d’électron) ou en
ECD (dissociation par capture d’électron). En fonction du mode de fragmentation choisi, la nature du peptide et
la géométrie du spectrométre de masse, on va obtenir préférentiellement des fragments spécifiques différents.
Le mode de fragmentation utilisé lors de ces travaux de these est le CID.
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a. La fragmentation peptide : dissociation induite par collision (CID)

La fragmentation des ions est réalisée par collision avec des molécules neutres (Hélium, Argon, azote).
On distingue deux types de fragmentation en mode CID **: la fragmentation a basse énergie (quelques eV) sur
les instruments de type Q-TOF et trappe ioniques , et la fragmentation a hautes énergies sur les instruments de
type TOF-TOF.

Nomenclature de fragmentation des peptides

La nomenclature de la fragmentation de peptide est issue des travaux de Biemann dans les années 90 *.
Deux types d’ions sont observés lors de la fragmentation de peptides : (1) ceux pour lesquels la charge positive
est portée par la partie N-terminale (les séries a, b, ¢) et (2) ceux pour lesquels la charge positive est portée par
la partie C-terminale (les séries x, y, z) (Figure 17).

R,
Extrémité 2 ==y D ey C o :_‘I_‘_‘ .. Extrémité

N-ter R, *CH, - R, C-ter Figure 17. Nomenclature de fragmentation des
l I sreen '| . : I l peptides selon Biemann. R;, R,, R3 sont des
NH, == CH == CO =H+ NH ==+ CH == CO == NH == CH == COOH cl}gmes latérales des acides aminés. Les ions des

. : . séries (a, b, ¢ et X, y, z) sont obtenus en basse

° W Y énergie alors que les séries (v, w, d)

supplémentaires s’obtiennent a haute énergie.

b % —y e 7

Les séries b et y émanant de la fragmentation des liaisons peptidiques entre acides aminés beaucoup plus
labiles que les autres liaisons, sont généralement majoritaires. Les différences de masse entre des ions
consécutifs issus d’une méme série permettent de déterminer 1’identité des acides aminés successifs et donc de
reconstruire la séquence du peptide fragmenté.

b. Modéle de fragmentation : proton mobile

Le transfert d’énergie par activation collisionnelle, implique une délocalisation du proton a différents
endroits du squelette peptidique. La présence du proton initie la fragmentation au niveau des liaisons
peptidiques (liaisons amides CO-NH) pour former des ions de séries b et y. Cette fragmentation a basse
énergie, est dite dirigée par la charge (charge-directed fragmentation) et selon le modéle de proton mobile ¥/

Pour un peptide monochargg, la présence d’acides aminés basiques (Arginine, Lysine) dans sa séquence
va augmenter considérablement 1’énergie nécessaire a sa fragmentation puisque, le proton est séquestré sur la
chaine latérale de 1’acide aminé basique.

Pour des peptides trypsiques doublement chargés, les deux charges sont généralement portées par
I’extrémité N-terminale et par la chaine latérale de la Lysine ou Arginine C-terminale qui séquestre un proton.
La barriére énergétique nécessaire pour transférer le proton N-terminal sur le squelette peptidique est plus
faible par rapport au proton séquestré par I’acide aminé basique en C-terminal. Ceci va favoriser la génération
des ions b et y. Les ions y sont souvent plus intenses puisque le proton séquestré par le résidu C-terminal
augmente leur stabilité par rapport aux ions b.

Dans les approches protéomiques, mettant en ceuvre des digestions aspécifiques comme la pepsine, les
peptides — non trypsiques — subissent des fragmentations moins réguliéres du fait de la non-présence
systématique d’acides aminés N- et C-terminaux basiques comme dans le cas de la trypsine. Les spectres de
fragmentation sont dans ce cas difficiles a interpréter ou peu informatif. C’est pourquoi la trypsine est I’enzyme
de digestion le plus utilisée en analyse protéomique par spectrométrie de masse.
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II. Techniques de séparation et de purification protéiques

L’analyse protéomique se heurte a des difficultés qui sont principalement liées a la complexité des
échantillons, aussi que la gamme dynamique assez étendue au niveau des teneurs en protéines dans un
échantillon. En effet au niveau d’une seule famille de protéine, on peut noter plusieurs isoformes qui elles-
mémes peuvent étre affectées par plusieurs modifications post-traductionnelles, ou encore ces protéines avoir
des concentrations différentes. La digestion enzymatique des protéines en peptides va rendre encore plus
complexe les échantillons, puisque ces protéines vont générer des centaines voire des milliers de peptides a
analyser. Par exemple la banque protéique humaine, compte a elle seule plus 52816 protéines dans la banque
IPI (version 2.23). Ces protéines vont générer plus de 89.10° peptides trypsiques théoriques d’aprés la digestion
in silico. Le spectromeétre de masse ne peut pas permettre la caractérisation des séquences de chaque peptide
contenu dans ces types de mélanges complexes en méme temps. Le fractionnement des échantillons avant leur
analyse par spectrométrie de masse est donc nécessaire pour que la complexité soit réduite. On utilise alors
différentes techniques de séparation des protéines ou peptides ou encore des techniques de purification ciblant
spécifiquement une catégorie de protéines ou peptides (Figure 18).
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Les principales techniques de séparation et purification des protéines et/ou peptides utilisés en analyse
protéomique sont basées sur I’électrophorese sur gel (Gel 1D et 2D) et la chromatographie liquide (LC) (de
phase inverse et colonne d’affinité¢). Suivant la complexité de 1’échantillon ces techniques peuvent étre
combinées en plusieurs étapes successives. Il existe plusieurs variantes de ces techniques, mais nous nous
limiterons dans les prochains paragraphes a celles utilisées au cours de cette these.

1. Séparation des protéines par électrophorése sur gel : gel 1D et gel 2D

L’¢électrophorése est I'une des principales techniques utilisées en biochimie pour la séparation et la
caractérisation des biomolécules (protéines). Cette technique est fondée sur le déplacement d’ions (protéines,
peptides chargés) sous I’effet d’un champ électrique. En fonction de leur caractéristique physico-chimique
propre et les conditions d’électrophorése, ces molécules chargées acquiérent des vitesses de migration
différentes et finissent donc par étre séparées les unes des autres. Deux variantes d’électrophorése sont
couramment utilisés en protéomique : |’électrophoreése capillaire et sur gel. Malgré I’efficacité de
I”¢lectrophorese capillaire en termes de séparation de protéines, celle-ci est restée trés peu utilisée par rapport a
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I’¢lectrophorese sur gel a cause de sa faible capacité de chargement et 1’adsorption des protéines sur les parois
du capillaire (phénoméne hystérése). La séparation de protéines par électrophorése est donc généralement
réalisée sur gel, le plus souvent de polyacrylamide. Ces gels offrent I’avantage majeur de permettre une
séparation préalable des protéines et sont compatibles avec les traitements échantillons en amont de 1’analyse
par spectrométrie de masse qui peuvent étre nécessaires (réduction, alkylation, digestion). De plus la révélation
des protéines a 1’aide des colorants (Bleu de Coomassie, Argent) permet une estimation de I’abondance relative
des protéines.

a. Electrophoreése sur gel monodimensionnelle (gel 1D)

Cette technique découle des travaux de Laemmli dans les années 70 ** *. Le gel SDS-PAGE (Sodium
DodecylSulfate)-(PolyAcrylamide Gel Eletrophoresis) ou encore gel 1D, est une électrophorese sur gel en
condition dénaturante avec le Sodium Dodecyl Sulfate (SDS). Le SDS se fixe sur les protéines, les dénature et
leur confere des charges négatives qui vont masquer compleétement les charges natives des protéines. La densité
de charge étant sensiblement constante pour toutes les protéines dans le mélange échantillon - SDS, la
séparation dans le champ électrique est donc essentiellement faite en fonction de la masse moléculaire des
protéines. En outre, la charge négative de protéines due au SDS favorise la solubilisation des protéines **°'. La
taille des protéines étant trés variée dans un échantillon complexe, il est souvent intéressant d’optimiser la
résolution en fonction de 1’échantillon en : (1) modifiant la taille des pores du gel (liée a la concentration de
I’acrylamide), (2) modifiant les tampons d’électrophorése (pH, par exemple). Cependant il faut préciser que
cette technique, peut présenter des limites en termes de résolution pour des échantillons complexes (Figure 19
(A)) par rapport au gel 2D.

Le gel 1D est un excellent compromis entre solubilité des protéines et résolution de séparation. Cette
méthode de séparation est trés appréciée pour 1’analyse de protéines membranaires qui sont généralement
difficiles & solubiliser . Elle permet par exemple la séparation des protéines aprés une purification ciblant
spécifiquement des protéines d’intéréts (par exemple la chromatographie d’affinité) pour 1’éliminer non
seulement les solvants incompatibles avec la MS, mais pour servir d’étape de préfractionnement pour des
mélanges relativement peu complexes avant I’analyse par spectrométrie de masse (cf. Résultat, Chapitre 1).

Point isoélectrique (pH)

Figure 19. Comparaison de 1’électrophorése sur gel 1D et 2D
d’extrait protéiques de mitochondries humaines. (A) Gel 1D :
la piste M porte les marqueurs de poids moléculaires, la piste
S porte 1’échantillon, (B) gel 2D *% Le gel 2D présente une
meilleure résolution de séparation des protéines par rapport au
gel 1D par exemple entre les deux lignes paralléles sur les

gels.

A Ppoids B

Moléculaire

b. Electrophorése sur gel bidimensionnelle (gel 2D)

Le gel 2D est un couplage de I’isoélectrofocalisation (IEF, Isoelectric Focusing) dénaturante avec
I”¢électrophorése monodimensionnelle gel 1D qui offre deux dimensions de séparation pour les protéines.

La premiére dimension est une migration horizontale des protéines en fonction de leur point isoélectrique
(pL, Figure 19, (B)). Cette premic¢re dimension de séparation est mise en ceuvre sur une bandelette de gel
présentant un gradient de pH et sur laquelle vont migrées les protéines sous ’effet d’un champ électrique > >*.
Ainsi les protéines sont séparées sur le gel en fonction de leur point isoélectrique et s’immobilisent aux endroits
ou le plI de chacune d’elles a par définition sa charge globale nulle. Les protéines groupées par pl vont subir une
deuxiéme dimension de séparation orthogonale a la premiére qui est une séparation verticale selon le poids
moléculaire des protéines (SDS-PAGE).
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Outre sa meilleure résolution par rapport au gel 1D et I’indication sur la quantité relative de chaque
protéine, le gel 2D permet de séparer des isoformes et des protéines affectées par des PTMs (phosphorylation,
glycosylation...) *.

L’optimisation des deux dimensions de séparation des protéines permet selon 1’échantillon d’améliorer la
résolution de séparation. On peut étendre la gamme de pH pour avoir une meilleure résolution horizontale
(selon I’axe des pl Figure 19 (B)), ou alors modifier la réticulation du gel, la longueur du gel ou le temps de
migration pour avoir une meilleure séparation possible.

Cette technique est préférable au gel 1D pour I’identification des protéines sur- ou sous-exprimées (cf.,
Résultats, Chapitre 2) dans un protéome car elle offre une meilleure résolution et détection grace a I’intensité
des spots analysables par des logiciels d’analyse d’images de gels a I’instar de PD Quest (Bio-Rad Laboratories
Inc.), Progenesis™" (Nonlinear Dynamics Ltd) *°.

2. Séparation des protéines et peptides par chromatographie liquide

La chromatographie liquide est une technique de séparation trés utilisée en protéomique, car elle permet
une séparation rapide de macromolécules (protéines et peptides) et posséde une haute résolution et sensibilité
appréciable pour la détection des protéines en faible quantité *°.

De par son principe, la chromatographie liquide est une séparation des analytes qui s’opere entre deux
phases : une phase mobile (mélange de solvants) et une phase stationnaire (par exemple un solide divisé, un gel,
une résine). En analyse protéomique, les techniques de séparation chromatographie couramment utilisées sont,
la chromatographie d’exclusion stérique (SEC, Size Exclusion Chromatography), la chromatographie
d’échange d’ions (IEC, lon Exchange Chromatography), la chromatographie de phase inverse (RPLC, Reverse
Phase Liquid Chromatography), la chromatographie d’interaction hydrophile (HILIC, Hydrophilic Interaction
Chromatogaphy) et la chromatographie d’affinité (Affinity Chromatography) *°.

a. Séparation et purification des protéines par chromatographie liquide : LC

Pour faciliter 1’analyse des protéines d’un mélange complexe par spectrométrie de masse, il est parfois
nécessaire de les séparer dans une premicre étape en plusieurs fractions ou de les isoler et purifier sous forme
de complexes protéiques d’intérét. Plusieurs types de chromatographie liquide peuvent étre utilisés dans ce
contexte comme par exemple la SEC, IEC, la RPLC ou la chromatographie d’affinité. Ces techniques peuvent
étre combinées pour avoir plusieurs dimensions de séparation par exemple : IEC+RPLC ou SEC+RPLC .

Nous nous limiterons dans les paragraphes suivants a la chromatographie de phase inverse (RPLC) et
quelques variantes de la chromatographie d’affinité.

i. Séparation des protéines par chromatographie de phase inverse (RPLC)

La séparation des protéines d’un échantillon par RPLC peut étre intéressante pour séparer et collecter une
protéine afin de mieux la caractériser. Dans ce cas la séparation des protéines se fait généralement sur des
colonnes analytiques (colonne C4, C8 ou C18, de diamétre interne 2,1 mm ou 4,6 mm, particules de 5 um de
diamétre). Ces colonnes possédent de bonne capacité de chargement, efficacité de séparation et une bonne
reproductibilité qui vont permettre la séparation des protéines et leurs collectes. De plus les solvants utilisés
pour la séparation des protéines en RPLC (I’eau, acétonitrile, méthanol etc.) sont compatibles avec la
spectrométrie de masse, ce qui permet donc le couplage entre les deux techniques: LC-MS (cf., Résultats,
Chapitre 3).

. Séparation et purification des protéines par chromatographie d’affinité

La chromatographie d’affinité est particulierement utilisée pour isoler ou enrichir des protéines souvent
mineures comme par exemple les glycoprotéines, les protéines phosphorylées ou encore des complexes
protéiques par immuno-affinité (a partir d’une protéine cible). En effet les protéines portant des PTMs, ou les
complexes protéiques d’intérét peuvent étre mineures dans un milieu complexe, et leurs signaux en
spectrométrie de masse €tre entierement masqués par ceux des protéines majoritaires. La purification par
immuno-affinité va dans ce cas, permettre de purifier et concentrer une protéine et ses partenaires d’interaction
sous forme de complexes protéiques). Pour une chromatographie affinité classique, c¢’est une famille de
protéines (glycoprotéines, protéines phosphorylées) qui va étre enrichie. Ainsi I’échantillon est dé-complexifié
par rétention de protéines d’intérét sur la colonne d’affinité.
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Il existe plusieurs catégories de chromatographie d’affinité. Selon les contextes, on distingue par
exemple la chromatographie d’affinité pour I’enrichissement de glycoprotéines (lectine, concanavaline A etc.),
pour I’enrichissement des phosphoprotéines (IMAC (Immobilized Metal lon Affinity Chromatography), TiO2)
et I’immuno-affinité pour I’enrichissement de complexes protéiques (immunoaffinity purification, epitope
tagging, GST pulldown, TAP-tag (Tandem Affinity Purification tag)) >"*".

Aujourd’hui, on utilise de plus en plus I’immuno-affinité en protéomique pour 1I’étude des partenaires
d’interaction, un enrichissement des complexes protéines partenaires d’une protéine ou d’une molécule servant
de cible. Ces techniques se servent de I’affinité spécifique entre une protéine, un peptide et la colonne d’affinité
ou une enzyme et son substrat greffé sur la phase de la colonne ou des billes pour purifier les complexes
protéiques dont fait parti la protéine cible.

Il existe deux grandes stratégies de purification de complexes protéiques par immuno-affinité : les
méthodes de co-immunopurification et les méthodes de co-précipitation par affinité . Pour purifier alors
spécifiquement une protéine et ses partenaires d’interaction, cette protéine va servir d’appat pour ces
partenaires d’interaction.

Les méthodes de co-immunopurification

Les complexes protéiques sont purifiés directement du lysat cellulaire en utilisant un anticorps dirigé
contre une protéine du complexe (Figure 20, (A)). Cette technique est directe, mais demande un anticorps
spécifique a une protéine pour 1I’expérience, or ce n’est pas toujours le cas lorsqu’on explore pour la premiére
fois un mécanisme biologique par exemple.

Les méthodes de co-précipitation par affinité

Cette méthode est une alternative a la premiére. A défaut d’un anticorps spécifique, on utilise les
propriétés biochimiques d’une étiquette (peptide, protéine etc.) que 1’on exprime sur la protéine cible
constituant ainsi un appat pour les autres protéines du complexe (Figure 18, (B)). En effet la protéine cible est
fusionnée (du co6té N-terminale ou C-terminal de la protéine cible) avec I’étiquette. De fagon générale,
I’étiquette (tag) est choisie en fonction de la protéine cible (par exemple sa taille par rapport a la protéine cible)
pour que la fusion ait une interférence minime sur l’interaction protéine-étiquette (protéine-tag) et les
partenaires a co-purifier. Le construit (le géne) est alors introduit in vivo dans la cellule cible ou la protéine-tag
est mise en incubation in vitro avec le lysat cellulaire. La protéine-tag, est alors en contact avec d’autres
protéines de 1’organisme pour que les complexes multi-protéiques se forment. Pour purifier les complexes
protéiques d’intéréts, on utilise la chromatographie d’affinit¢é avec une colonne anti-tag, ou spécifique a
Iétiquette. Lors d’une premiére chromatographie, la colonne va retenir donc spécifiquement les complexes
protéiques dont fait partie la protéine-tag. Une deuxiéme chromatographie permettra d’éluer ("décrocher") les
complexes d’intérét. Il existe plusieurs sortes d’étiquette de taille et nature différentes, et chacune pouvant
influencer plus ou moins la conformation de la protéine cible, ou entrainer la non viabilit¢ de 1’organisme
modifié ** .

Deux étiquettes peuvent ensuite Etre utilisées pour bénéficier des avantages de chacune (Figure 20, (C)):
TAP-tag (Tandem Affinity Purification tag), une double co-purification par affinité (cf., Résultats, Chapitre 1.).

Les complexes protéiques ¢lués peuvent ensuite étre séparés sur gel 1D ou 2D avant la digestion pour
I’analyse protéomique par spectrométrie de masse.

Les limites des techniques de co-purification par affinité

L’approche d’enrichissement des complexes protéiques par co-purification par affinité permet la
purification de nombreux complexes certes, mais souvent avec une perte d’interactions transitoires les plus
faibles due aux étapes de lavage ®', des problémes de contamination dus a la multiplication des sources lors des
étapes de production de matériel sont souvent remarqués. Beaucoup d’interactions proté€ines-protéines, bien
qu’elles soient importantes, présentent une faible affinité et sont transitoires ou encore dépendent fortement de
I’environnement cellulaire dans lequel elles sont formées. Il est donc indispensable d’avoir des contrdles pour
vérifier la spécificité des interactions des différentes protéines du complexe. Les expériences sont ainsi
effectuées en plusieurs réplicas en paralleéle avec des expériences de contrdle pour éliminer les interférences
liées au tag (interactions aspécifiques), puisque les tags ou les phases stationnaires de par leur nature peuvent
eux-mémes recruter d’autres protéines qui ne participent pas aux différents complexes.

L’utilisation d’autres méthodes de purification des protéines par pontage chimique (technique appelée,
Cross-linking) a 1’aide d’agents pontants comme le DSP (Dithiobis(succinimidyl protionate)) peuvent s’avérer
intéressants pour lier les partenaires d’interaction entre eux in vivo avant la lyse cellulaire et 1’ultime étape de
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chromatographie d’affinité * . Cette méthode permet de maintenir 1’édifice du complexe protéique intact (cf.,

Résultats, Chapitre 1).
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Figure 20. Stratégies de séparation et purification des complexes protéiques par chromatographie d’affinité ( la figure a été réadaptée de
Kocher and Superti-Furga *).

b. Séparation des peptides par nano-chromatographie liquide : nanoLLC

L’analyse des protéines enti¢res et leur identification par spectrométrie de masse étant particuliérement
délicate et difficile, la majeure partie des analyses de protéines par spectrométrie de masse passe par la
digestion enzymatique de ces protéines en peptides (stratégie appelée, bottom up). La nano-chromatographie
liquide (nanoLC) est alors utilisée pour séparer les milliers de peptides contenus dans le digestat. La nanoLC
est couramment la plus utilisée a cause de sa sensibilité (utilisable sur de faibles quantité de matériels) mais
aussi a cause de sa compatibilité avec la spectrométrie de masse (faible débit de solvant). La nano-
chromatographie de phase inverse (nanoRPLC) est la plus utilisée a cause de sa reproductibilit¢ (Figure 21,
(A)), sa sensibilité, de son efficacité de séparation (Figure 21 (B)). Mais d’autres formes de chromatographie
liquide peuvent étre couplées avec la chromatographie en phase inversion pour avoir une deuxieme dimension
de séparation.

Le choix de la phase utilisée en nanoLC (taille de particules, taille des pores, type de phase stationnaire)
a plus un impact sur la sélectivité de séparation des peptides. Les colonnes utilisées en nanoLC sont souvent
remplies de billes sphériques greffées avec des composés différents selon le type de nanoLC. La taille des
particules varie généralement entre 1,7 et 5 um avec une porosité compris entre 130 - 300 A. Pour la
nanoRPLC, les billes sphériques sont greffées a leur surface par des chaines alkyl comme les phase C18 avec
18 carbones ®. Le faible débit de solvant en nanoLC (100 — 600 nL/min) permet d’avoir un bon compromis
entre la séparation chromatographique et une bonne efficacité d’ionisation au niveau de la sources ¢électrospray
(nanoESI) du spectrométre de masse et donc un meilleur signal pour les expériences MS ou MS/MS.
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Figure 21. Chromatogramme (BPC, Base peak Chromatogramme) du digeste trypsique de la BSA (Bovin Serum Albumine) sur une
colonne nano-RPLC (colonne ACQUITY UPLC BEH30 C18 de 200 mm, 75 pm de diamétre interne, particules de 1,7 um) en couplage
avec le Synapt HDMS (UPLC-Synapt H). (A) Evaluation de la répétabilité avec 4 injections de 50 fmol du digeste trypsique de BSA :
pas de décalage entre les pics. (B) Evaluation de la sensibilité avec injection de quantité croissante de digeste trypsique de BSA (10-20-
30-40 finol) : I’intensité des pics croit avec la quantité¢ d’échantillon injectée .

Les faibles débits utilisés en nanoLC et la faible teneur en analytes demandent une concentration des
échantillons avant leur injection sur la colonne pour éviter I’élargissement des pics chromatographiques. C’est
pourquoi ce type de systéme est généralement équipé de colonne de chargement ou s’effectuent la
concentration et le dessalage des échantillons, et d’une colonne analytique ou s’effectue la séparation
chromatographique de peptides sous I’effet d’un gradient d’¢lution (solvant A (majoritairement de eau), solvant
B (majoritairement de I’acétonitrile ou du méthanol).

Les innovations technologies des derni¢res années ont permis 1’amélioration des capacités de séparation
des composés en nanoLC et d’avoir parfois un gain en temps d’analyse. En effet, ces innovations
technologiques ont largement contribué a :

e la réduction de la taille des particules (taille de particules < 2 um) pour gagner encore plus en termes
de résolution et sensibilit¢é chromatographique (meilleure séparation avec des pics
chromatographiques de plus en plus fins FWHM < 5 s), ¢’est 1’arrivée de P'UHPLC . La réduction
de la taille des particules a permis de travailler a des débits plus élevés (>300 nL/min) que ceux
utilisés classiquement en nanoL.C (taille de particules compris entre 5-3 pum) donc des temps
d’analyse plus courts, ce qui a impos¢ une augmentation de pression sur les systémes et [’apparition
de nouveaux équipements pour pallier a ce probleme (nanoAcquity UPLC Ultra Performance Liquid
Chromatography de Waters Corporation, UHPLC * Ultra High Pressure Liguid Chromatography de
Thermo Scientific , UHPLC Agilent Technologies...);
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e la miniaturisation des colonnes nanoL.C et I’intégration de spray ESI a ces colonnes pour réduire le
volume mort et gagner en résolution chromatographique (ex. les puces microfluidiques HPLC-
Chip/MS (Agilent Technologies) et TRIZAIC nanoTile (Waters Corporation)) mais aussi le temps
d’analyse *;

e le développement de colonnes monolithiques * ™ permettant de travailler a des débits encore plus

¢levés a cause de la faible perte de charge de ces colonnes et de gagner ainsi en résolution et en temps
d’analyse.

Chromatographie liquide multidimensionnelle

Dans I’approche shotgun ou les protéines sont directement digérées sans préfractionnement ni séparation
sur gel, la chromatographie multidimensionnelle est souvent utilisée, pour mieux séparer les peptides issus de
ces digestes qui sont extrémement complexes. Cette approche combine plusieurs types de chromatographies
dans le but de tirer avantage de chacune des dimensions chromatographiques. Elle permet ainsi de mieux
détecter les peptides peu abondants dans 1’échantillon. C’est ainsi qu’une approche par chromatographie liquide
multidimensionnelle pour I’identification des protéines encore appelée MudPIT (Multi-Dimensional Protein
Identification Technology) a été introduite en 1999 ”'. L’approche la plus utilisée consiste a coupler une
premiére étape de séparation des peptides par une chromatographie d’échange de cation (SCX, Strong cation
Exchange) directement suivie par une deuxiéme étape de séparation de peptides sur une colonne nanoRPLC ">
7. Ces colonnes chromatographiques peuvent étre directement emboitées (MudPIT) ou encore connectées
successivement entre elles par des valves (2D on-line). De maniére générale, la derniére étape de séparation (la
derniére dimension de séparation) reste la RPLC et la premiére d’autres types de chromatographie liquide
comme la IEF *, RPLC a pH basique ”.

Le nombre de protéines identifiées par ces approches (shutgun) est parfois supérieur a 1’analyse des
protéines apres séparation sur gel 2D. Cependant, le nombre de peptides ayant servi a 1’identification des ces
protéines est souvent trés faibles et donc ces résultats peuvent comporter de fausses identifications (faux
positifs). A cela s’ajoute la difficulté d’interprétation des données d’identification des protéines, puisque, les
informations relatives a la protéine (poids moléculaire, pl) sont perdues des le départ avec la digestion des
protéines sans les avoir séparées au préalable '°. Il est plus difficile par cette approche de distinguer entre les
isoformes ou I’hétérogénéité des modifications post-traductionnelles.

Pour ces raisons que nous venons de citer, toutes les stratégies mise en place pour 1’analyse protéomique
par spectrométrie de masse utilisées dans ce travail de thése passent par une premicre séparation de protéines
par 1’électrophorese sur gel 1D ou 2D (cf., Résultats, Chapitre 1 et Chapitre 2), ou encore la séparation par une
technique de chromatographie liquide RPLC ou SCX (cf., Chapitre 3 et Chapitre 4).
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III. Stratégie d’identification des protéines par spectrométrie de masse :
nanoLC-MS/MS

L’analyse protéomique par spectrométrie de masse couplée aux méthodes de séparation des protéines et
des peptides, permet d’identifier les protéines contenues dans un échantillon grace a 1’ensemble des spectres
MS et MS/MS. En fonction du nombre de protéines contenues dans I’échantillon, des centaines voir des
milliers de spectres MS et MS/MS sont alors enregistrés. L’interprétation de ces spectres MS et MS/MS est
indispensable pour identifier les protéines correspondantes. Cette interprétation va consister en la mise en
relation des spectres de masse avec les séquences peptides et/ou protéiques correspondantes contenues dans la
banque protéique. Face a cette quantité de spectres, des outils bioinformatiques ont été développés pour faciliter
I’interprétation des données. Selon le type de spectres a interpréter (MS ou MS/MS) on distingue deux
approches d’interprétation des données d’analyse protéomique par spectrométrie de masse.

La premiére approche '’ consiste a interpréter les données MS (expérience MS de premiére dimension),
c'est-a-dire I’empreinte massique uniquement de la MS. Par exemple dans d’une stratégie "bottom-up", seule la
masse des peptides obtenus par analyse en MS, c'est-a-dire I’empreinte peptidique massique (PMF, "Peptide
Mass Fingerprinting") analysés sont prises en compte. Cette approche d’interprétation de données présente
beaucoup de limites comme : ’identification de faux positifs, les difficultés d’interprétation de données des
échantillons complexes ou les empreintes massiques des peptides sont complétement superposées (confusion
des peptides de mémes masses et peptides avec des PTMs par exemple) et la nécessité d’utiliser des
spectrometres de masse de haute résolution et précision de masse comme MALDI FT-ICR bien ¢videment plus
onéreux et surtout difficiles a utiliser en routine "> .

La deuxiéme approche ***' consiste a interpréter les données MS/MS, c'est-a-dire a la fois I’information
sur I’empreinte massique MS et les fragments obtenus dans la deuxiéme dimension MS (MS/MS). Cette
approche va permette d’identifier non seulement les peptides (ions parents) mais 1’enchainement en acide
aminés (ions fragments) de ces peptides permettant ainsi de distinguer entre différents peptides de mémes
masses par leur empreinte de fragmentation peptidique (PFF, "Peptide Fragmentation Fingerprinting").

Cette derniere approche d’identification des protéines basée sur I’interprétation des spectres MS/MS est
la plus utilisée car elle offre I’avantage de donner une meilleure fiabilité sur la séquence des peptides, plus
d’informations sur la séquence des peptides identifiés et donc des résultats d’identification de protéines
beaucoup plus fiables.

1. Acquisition de spectres de fragmentation peptidique (LC-MS/MS)

Il existe deux principaux modes d’acquisition automatique de données d’expériences MS a deux
dimensions : le premi¢re mode d’acquisition de données plus ancien est basé sur la sélection individuelle de
précurseurs en MS et leur fragmentation dans une cellule collision (Mode DDA, Data-Dependant-Acquisition)
et le deuxiéme mode d’acquisition de données plus récent, évite la sélection des précurseurs et fragmente
complétement tous les ions qui arrivent dans un spectrométre de masse en méme temps (Mode DIA, Data-
Independent-Acquisition). Chacun de ces modes présente des avantages et des inconvénients.

a. Mode d’acquisition données-dépendant : DDA (Data Dependant or Directed
Acquisition)

Lors d’une analyse nanoLC-MS/MS, le spectrométre de masse en mode DDA est programmé
automatiquement pour réaliser des mesures MS/MS. Cela va donc permettre a I’instrument en temps réel de
réaliser lors du premier scan MS (premicre dimension) une sélection d’un certain nombre d’ions pour une
fragmentation en MS/MS. La sélection est dynamique et basée sur des parametres de sélection physiques
(nombre, intensité, charge des ions parents en scan MS) et temporel (temps d’acquisition MS et MS/MS) que
I’utilisateur aura défini. Bien évidement, tous les ions ne sont pas sélectionnés lors d’un scan MS, mais
I’optimisation de ces parametres d’acquisition des spectres MS/MS et les conditions nanoLC permet d’avoir un
maximum d’informations sur les peptides de 1’échantillon. Ce mode d’acquisition des données LC-MS/MS est
la plus utilis¢ actuellement.
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b. Mode d’acquisition données-indépendant: DIA (Data-Independent-Acquisition)

La fragmentation peut se faire sans sélection préalable de précurseur : "shotgun-fragmentation". Il existe
plusieurs variantes de "shotgun-fragmentation". On distingue la fragmentation en source (nozzle-Kimmer
fragmentation) *, la fragmentation dans le cellule de collusion CID (Shotgun CID) * et la MS" de Waters Cor.
% _En Shotgun CID par exemple, on effectue une alternance d’acquisition de MS et MS/MS sans isolation de
précurseurs. Quand, a la MS® de Waters Corp, elle permet aprés un scan MS (a basse énergie) de fragmenter
tous les ions en méme temps lors de I’étape de fragmentation MS" (a haute énergie). Il n’y a en théorie pas de
perte d’informations sur les peptides liés a la sélection de précurseurs, puisque tous les ions observés sont
fragmentés. Les données MS sont alors utilisées pour déterminer la masse exacte et ’intensité du signale des
ions parents (peptides). Ces approches de "shotgun-fragmentation" sont intéressantes parce qu’elles permettent
d’éviter la sélection aléatoire des précurseurs au cours de I’acquisition et de ce fait améliorent la
reproductibilité des peptides et protéines identifiés entre réplicats techniques d’analyse nanoLC-MS/MS.
Cependant, les spectres acquis sont trés complexes puisque tous les ions observés dans un cycle MS ont leur
fils dans un seul spectre "pseudo MS/MS". Néanmoins, comme chaque ions fils suit le profil de son ion parent,
chaque ions du spectre acquis peut €tre associé a son parent par alignement de temps d’élution exact pour
reconstituer le profile de fragmentation de celui-ci a ’aide d’un algorithme de calcul ¥,

Une alternative intéressante a la fois pour le mode DDA et le "shotgun-fragmentation" a été reporté par
Venable et al *. Plutét que d’effectuer un scan MS complet des précurseurs pour pouvoir déclencher la
fragmentation MS/MS comme dans le cas de DDA, Venable et al on rapporté une approche qui procéde par une
fragmentation des précurseurs dans une fenétre m/z relativement large (par exemple, des fenétres de 10 m/z).
Tout au long du scan sur la gamme de mass, on effectue des fragmentations a chaque 10 m/z, et ainsi chaque
spectre MS/MS est acquis pour chaque m/z a intervalle de temps réguliers. Les spectres MS/MS sont acquis
indépendamment des données de scan MS antérieures d’ou le nom de mode d’acquisition données-indépendant
DIA (Data-Independent-Acquisition) *. Plus récemment Gillet et al. ont présenté une stratégie d’acquisition de
spectre de fragmentation MS/MS données — indépendantes nommée SWATH ¥'. Dans leur étude, les données
MS/MS ont été acquises sur QqTOF de haute résolution et vitesse de balayage avec une fenétre d’isolation de
précurseurs de 25 Da, soit 32 MS/MS consécutifs sur une gamme de masse 400 - 1200 m/z. Le mode
d’acquisition permet de gagner en sensibilité et reproductibilité par rapport au mode DDA. Le mode DIA
permet aussi d’avoir une meilleure quantification relative basée sur les courants d’ions DIA plus précise ** que
le comptage de spectres (spectral counting) communément effectuée en mode DDA .

Bien évidement, ces modes d’acquisitions vont générer un grand volume de données trés complexes
difficilement interprétable par 1’utilisateur qui se fie enticrement a l’algorithme de traitement de données.
Aucune vérification ou validation ultérieure ne peut donc avoir lieu manuellement comme en mode DDA. De
plus, ces modes de fragmentation ne sont pas pris en charge par la plupart moteurs recherche pour
I’interprétation des spectres de fragmentation. Ces raisons font que ces modes d’acquisition de données MS/MS
sont moins utilisées par rapport au DDA actuellement. Le développement des logiciels de traitement de
données et de d’interprétation universel de ce type de données MS/MS devrait permettre dans le futur une
utilisation plus répandue de ces méthodes d’acquisition.

2. Interprétation de données MS/MS

a. Approche par empreinte de fragmentation peptidique : Peptide Fragment
Fingerprinting (PFF)

Cette approche est basée sur la comparaison des listes de masses des ions parents (mesurés lors de la
premiere dimension MS (les spectres MS) et de leurs fragments associés (mesurés lors de la deuxieme
dimension MS (les spectres MS/MS)) avec des listes de masses issues de digestion théorique des protéines in
silico présentes dans des banques de séquences protéiques et de la fragmentation théorique des peptides
associés (Figure 22). Cette comparaison est réalisée grice a un moteur de recherche (Sequest *°, Mascot »°,
OMSSA !, X!tandem *).

Il existe aujourd’hui de nombreux moteurs de recherche de données d’analyse protéomique qui
fonctionnent sur I’approche par PFF et chacun avec ses spécificités (par exemple les critéres de score de qualité
de similitude en données expérimentales et théoriques issus de la banque, etc.) .
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Quelque soit le moteur de recherche celui-ci fonctionne a partir des parametres utilisateur qui sont : la
erreur de masse tolérée sur 1’ion parent (précurseur) et ions fils (fragments), I’enzyme de digestion utilisée
(coupures spécifiques ou aspécifiques), les modifications des acides aminés, le type de série de fragmentation
recherché (a, x, b, y, c, z etc.) et les formats de la liste de masses (mgf, pkl, mzxml etc.).

Pour avoir plus de fiabilit¢é dans les résultats d’identification, des recherches peuvent étre faites en
combinant plusieurs moteurs de recherche **. En effet des tests de comparaison effectués entre les moteurs de
recherche (Mascot, Sequest, X !tandem, Phenyx) et (Mascot, Sequest, X !tandem, OMSSA) ont montré des
variations en termes de résultats d’identification sur des mémes données LC-MS/MS. La combinaison de
moteur de recherche est un bon moyen de confirmation des résultats et d’identification des peptides candidats
supplémentaires **’.

Les moteurs de recherche sont en perpétuel amélioration pour augmenter leur vitesse, capacité et fiabilité
a traiter de grands volumes de données LC-MS/MS **,

Analyse LC-MS/MS Banques de séquences protéiques

A

LC/.*
-~ ) | J|L..LLL1¢.LL.\..

A — Ll L L

TRLFPFMLDKRNVCGDFSREFDGE
IRMLKLFPFMLDKRNVCGDFSREF
DGEDGGDFGFHERSDGDTSGOFAR
SFERDFCVWNFKFLDIKDLFLFMP
RLGFHHTFLFIKDKGHRDGFTEGD
H5G0FHODPMDLCNCISREFDDSG
GGOFASRAQFSRSDODIPMDLIRK
PMPLCCFD

IR T_r_ 171

Spectres MS Spectres MS/MS

Listes extraction des données @

Digestion et fragmentation
des peptides in silico de toutes
les protéines de la banque

Comparaison des
listes de masses
par un moteur de
recherche

!

Identification des protéines

Listes de masses expérimentales
des ions parents et de leurs fragments

Listes de masses théoriques
des peptides et de leurs fragments
pour chaque protéine

Figure 22. Principe d’identification des protéines par nanoLC-MS/MS
Limites de la recherche conventionnelle par les moteurs de recherche

Cette approche d’interprétation de données LC-MS/MS dite conventionnelle est "non tolérantes aux
erreurs", c'est-a-dire les algorithmes se basent sur des identités strictes entre données expérimentales et données
théoriques et donc cette approche n’est adaptée que pour les protéines présentes dans les banques de séquences
protéiques (Figure 23 (A)). Si nous considérons deux peptides quasi identiques comme TRYPSINE et
TRYQSINE dont uniquement TRYPQSINE se trouve dans la banque, le peptide TRYPSINE ne sera pas
identifi¢ méme si certains ions fragments sont communs entre les deux peptides. Les banques protéiques
doivent donc étre bien fournies (séquences correctes et complétes de protéines des génomes étudiées). Or dans
certains cas les organismes étudiés n’ont pas leurs génomes ou alors le séquengage du génome est inachevé.
Cette approche banque protéique-dépendante va entrainer une interprétation incompléte de données (Figure 23,
(B)), puisque seules les protéines provenant de génomes séquencés vont pouvoir étre identifiées dans une étude
mettant en jeu des organismes séquences et non séquencés (cf., Résultats, Chapitre 2).
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Figure 23. Principe de fonctionnement des moteurs de recherche : fonctionnement par stricte identité. (A) Les protéines identifiées sont
celles ayant des peptides avec la méme empreinte de fragment théorique que les empreintes de fragments dans les données LC-MS/MS.
(B) Les autres spectres ne correspondant pas strictement a des données dans la banque de séquences protéiques ne sont pas interprétés et
ne sont pas considérés, méme s’ils sont de bonne qualité. Ces peptides peuvent correspondre a des protéines qui ne sont pas dans la
banque de données.
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Seul donc une partie des spectres va servir a 1’identification. Les autres des spectres restant, méme s’ils
sont de bonne qualité et assez informatifs sur la séquence d’un peptide issue d’une protéine absente de la
banque protéique, ne sont pas utilisés (Figure 24). Une autre approche d’interprétation de données LC-MS/MS
permet de pallier a ce probléme : le séquencage de novo et ’identification inter-especes par recherche de
similarité (homologie de séquence).
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b. Approche par séquencage de novo et identification inter-espéces par recherche de
similarités de séquences (homologie de séquence)

Le séquencage de novo des données MS/MS est une alternative pour I’identification des protéines. Dans
cette approche réalisée manuellement au début du séquencage de novo, les séquences en acides aminés sont
directement déduites des spectres MS/MS par identification des différences de masse entre pics successifs
pouvant correspondre a la masse des acides aminés. La différence de masse entre deux fragments consécutifs
de la méme série de fragmentation d’un peptide correspond a I’acide aminé compris entre les deux fragments. 11
est donc possible a partir des différences de masse entre fragments successifs de la méme série de reconstruire
la totalit¢ ou en partie (tags de peptide) la séquence du peptide fragmenté (Figure 25). Le résultat du
séquengage de novo dépend de la qualité du spectre (nombre de fragments d’une série (a, b, ¢, X, y) et de la
précision de mesure de masse.

Face au volume des données d’analyse LC-MS/MS, des outils de séquengage de novo automatisés ont été
développés.

TRYPSINE
b r
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Figure 25. Principe de séquengage de novo (interprétation manuelle) : détermination des écarts de masse successifs entre des pics de
fragmentation de la méme série pour reconstituer la séquence en acides aminés du peptide fragmenté (exemple du peptide TRYPSINE).
Le spectre est simplifié et présente uniquement les ions de la série b et y.

i. Séquencage de novo automatisé des spectres MS/MS

A T’instar des moteurs de recherche dans les banques protéiques, il existe aussi plusieurs algorithmes de
séquencage de novo des données expérimentales de MS/MS. Les principaux algorithmes de séquengage de
novo sont: RapidDenovo (Biotools, Bruker), PepSeq (MassLynx, Waters), Sherenga °°, AUDENS '%,
ADEPTS ', Lutefisk , PEAKS '®, PepNovo '®. Différentes approches ont été développées pour
I’automatisation de I’interprétation des spectres par séquencage de novo. Deux grandes familles d’approches
sont les plus utilisées : I"approche par pseudo-PFF et la reconstruction itérative qui repose sur la notion de
graphe spectral '**.

Approche par pseudo-PFF (Exhaustive search approche)

A partir de la connaissance de la masse du peptide analysé (ion parent), ce type d’approche va consister a
générer toutes les combinaisons possibles d’acides aminés permettant de retrouver cette masse, et donc a créer
une banque de tous les peptides possibles (Figure 26, (A), Pseudo banque). Les spectres théoriques des ces
peptides sont ensuite comparés aux spectres expérimentaux de la méme maniére que dans une approche PFF
(Figure 26, (B) identité stricte) (PASS3, '®).

35



PARTIE I: INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE
Chapitre 1 : Les fondamentaux en analyses protéomiques par spectrométrie de masse _

Données expérimentales Pseudo-Banque de peptides

) - A .
@90,25 (+2) G candidats correspondant

!

143,06 TYRP
23815

2621
375,13
210
46221
51827
35921

)
Al

3
i}

2
:

s
;

603.3
718,38 B) Bon candidat
m33 TRYPSINE

Fragments théoriques
83243 £ N

87843 ‘ | l | | | | | | || | |V ;:i;';lgelﬂpseudo_

-y

Int
- )
| | l ‘ ‘ ‘ | l | Fragmentation
I | P 1 I expérimentale

[s] 100 200 300 400 SO0 GO0 o0 BOO S00

Figure 26. Principe de fonctionnement du séquengage de novo automatisé en mode pseudo-PFF.

Le principal défaut de ces méthodes est lié a I’explosion combinatoire du nombre de peptides artificiels
générés. Différentes méthodes de séquencage de novo basée sur ce type d’approche existent et se distinguent
par leur maniére de limiter I’impact de 1I’explosion combinatoire.

e [’usage par exemple des ions immonium permet de contraindre la composition des peptides.
L’immonium est un fragment présent occasionnellement dans le spectre, et qui signale la présence
d’un acide aminé précis sans pour autant donner d’information sur sa position au sein du peptide. Il
est donc possible de ne générer que des séquences d’acides aminés contenant au moins les acides
aminés désignés par la présence d’ions immonium, ce qui réduit ainsi fortement le nombre de

r . \ Lo 1
séquences candidates a générer ',

e [l est aussi possible de ne pas générer tous les peptides candidats. Dans ce cas un certain nombre de
peptides sont générés aléatoirement a I’aide de I’algorithme et évalués a 1’aide des critéres de score
pour retenir uniquement les bons peptides candidats avec de meilleurs scores ', ce qui va réduire
I’espace de recherche de solution.

Exemple de PEAKS (Bioinformatics Solutions Inc.)

PEAKS ', est un logiciel pour le séquencage de novo automatisé, qui fonctionne en deux étapes :

Dans un premier temps, un algorithme dynamique est utilisé pour générer les 10000 meilleurs peptides
candidats a partir de la masse de 1’ion parent. Durant cette génération de candidats, le score utilisé ne tient
compte que d’assez peu d’information (abondance des ions a, b, c, X, y ainsi que des variantes b/y présentant
une perte de H,O et NH3).

Dans un second temps, les 10000 candidats générés sont réévalués en utilisant une méthode de score plus
performante, qui va cette fois utiliser une tolérance de masse plus stricte et considérer la présence d’autres
types d’ions. Cet outil a pour particularité de donner un score de confiance pour chaque acide aminé en plus
de celui donné a la séquence compléte.

Cette méthode de séquencage de novo bien que trés performante pour des peptides non modifiés
(peptides sans PTMs) conduit souvent a des résultats complétement erronés lorsqu’il s’agit de peptides
modifiés. En effet, cette approche conduit a la proposition des séquences peptidiques méme si certaines
séquences (tags du peptide) proposés sont peu probables (faible degré de confiance). Il existe une autre
approche de séquencage de novo beaucoup plus fiable.

Reconstruction itérative d’une séquence de peptide (Spectrum graph approach)

A lieu de tester un grand nombre de peptides candidats sur chaque spectre expérimental, certaines
méthodes procédent par reconstruction du peptide de maniére itérative, tout comme dans la méthode manuelle.
Les fragments contenus dans les spectres sont directement utilisés avant de générer des peptides candidats. Ces
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méthodes s’appuient sur une représentation du spectre sous la forme d’un graphe spectral (Sherenga *, Lutefisk
1% PEAKS ', PepNovo '*).

Dans un graphe spectral, les ions issus d’un méme fragment de peptide sont regroupés en un nceud. Un
score est alors attribué a chaque nceud en fonction de la probabilit¢ que la fragmentation ait lieu a
I’emplacement de ce nceud. Deux nceuds sont reliés par un arc si leur différence de masse est égale a la masse
d’un ou plusieurs acides aminés. Chaque arc est étiqueté avec le nom du ou des acides aminés qu’il représente.
I1 est par la suite plus facile de rechercher le chemin de score maximal dans ce graphe. Le score d’un chemin
correspond a la somme des scores de tous les nceuds qu’il emprunte. La lecture des étiquettes le long des arcs
empruntés par ce chemin va donc donner la séquence qui correspond et interprete le mieux le spectre. La Figure
27 représente un exemple de graphe spectral. Dans ce graphe, le chemin de couleur rouge est le chemin de
score maximal. Par exemple, Sherenga est une méthode évaluant chaque nceud grace a un ratio de
vraisemblance entre deux hypothéses: (i) les pics sont issus d’une fragmentation, (ii) les pics sont du bruit.

Int. /I\

Figure 27. Principe de fonctionnement du séquencage de
novo itérative d’une séquence de peptide (Spectrum graph
approach). Exemple de graphe spectral : Chaque noeud
contient comme information la position (masse m) qu’il
représente ainsi qu’un score (s). Plusieurs arcs sont
représentés et portent tous 1’étiquette de 1’acide aminé qu’ils
représentent. Chaque chemin de ce graphe représente une
séquence d’acides aminés possible. La somme des scores de
chaque chemin permet de trouver le meilleur peptide
candidat (chemin de score maximal en rouge).

m/z

Exemple de PepNovo

En 2005, le concept de Sherenga a été repris dans PepNovo avec un calcul de score totalement redéfini.
PepNovo utilise un raisonnement probabiliste pour modéliser les événements de fragmentation de peptides dans
un spectrométre de masse '®. Les deux hypothéses utilisées pour calculer le ratio de vraisemblance y ont été
modifiées pour prendre en compte de nombreux aspects qui sont liés a la séquence protéique, aux conditions
expérimentales ou encore a I’appareil utilisé (basés sur les observations expérimentales du comportement de
peptides en MS/MS). Pour paramétrer chacun des ¢léments de ce score, PepNovo utilise un apprentissage basé
sur la fragmentation des peptides modé¢les.

L’intérét des graphes spectraux “Spectrum graph” par rapport aux méthodes de type Pseudo-PFF réside
dans la réduction de la taille de I’espace de recherche. Les graphes spectraux ont réduit cet espace de recherche
de I’ensemble des peptides possibles a un sous-ensemble correspondant a 1’ensemble des chemins de ces
graphes. De plus les résultats présentés sont ceux correspondant aux chemins qui expliquent le mieux possible
les spectres. Les spectres sont ainsi complétement annotés si tous les pics sont présents dans les spectres, sinon
seulement les tags (séquence partielle d’acides aminés consécutifs d’un peptide) justes sont identifiés. Cette
approche est bien plus réaliste puisque tous les fragments ne sont toujours pas présents dans les spectres
MS/MS (dépendant des conditions expérimentales et de la nature de 1’acide aminé). Comme le montrent
plusieurs différentes expériences indépendantes comparant PepNovo et d’autres algorithmes de séquengage de
novo, PepNovo a donné de meilleurs résultats en terme de peptides correctement séquencés par rapport a
plusieurs autres algorithmes de séquengage de novo "% ''°.

Cet algorithme de séquencage automatique des spectres MS/MS basé¢ sur les graphes spectraux
“Spectrum graph” a été utilisé dans I’un des projets de ces travaux de thése (cf. Résultats, Chapitre 2).
ii. Identification inter-especes par recherche de similitude (homologie de séquences)

Cette approche, contrairement a la recherche conventionnelle via les moteurs de recherche (cf., I11.2.a.)
est tolérante aux erreurs de séquence : elle permet 1’identification des protéines non présentes dans les banques
de données par homologie de séquence avec des protéines d’organismes phylogénétiquement proches. Cette
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approche offre donc la possibilité de travailler sur des organismes donc les génomes ne sont pas encore
séquencés. L approche se base sur le fait que, les organismes de différentes espéces, expriment des protéines
homologues (des protéines dont les séquences d’acides aminés sont quasi identiques, d’un organisme a 1’autre)
(Figure 28), qui présentent une forte similitude dans leurs séquences d’acides aminés.

Comparaison par homologie de Banques protéiques
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Figure 28. Alignement de séquences protéiques des chaines de globines entre différentes espéces (Homo sapiens, Bos taurus, Equus
caballus, Pan troglodytes, Canis familiaris, Sus scrofa, Equus asinus, Trematomus bernacchii, Cavia porcellus) et les peptides
séquencés par de novo. L’alignement montre que les peptides candidats sont issus d’une ou des protéines homologues a la globine alpha.
Dans ce cas il s’agit d’une variant de globine alpha dont le peptide normal FDLSH*GAQVVKGH porte une mutation au niveau de (H*)
qui est remplacé par L/I (FDLSL*GAQVVKGH).

L’alignement des tags ou peptides obtenus par séquencage de novo avec d’autres protéines dans les
banques protéiques (organismes séquences) va donc permettre de déterminer par similitude (homologie), la ou
les protéines homologues de ces organismes séquenceés.

Comme les moteurs de recherche, il existe plusieurs outils de comparaison de séquences protéiques et la
plupart de ces outils fonctionnent par alignement de séquence les unes contres les autres. Cet alignement
s’effectue de maniére a avoir la meilleure similitude possible entre les différentes séquences comparées. Le
score de similitude (homologie) entre les séquences est défini alors comme 1’optimum de 1’alignement de
séquences. Les algorithmes d’alignement de séquences les plus utilisés sont : BLAST '"', FASTA ''*. Ces outils
au départ destinés a I’alignement des séquences protéiques ont été modifiés pour prendre en compte la taille des
tags de séquences plus courts (CIDentify '*, MS-BLAST ¥, FASTS et FASTF '").

L’un des principaux atouts de ces outils est I’automatisation des recherches d’homologie de séquences a
partir des tags et la soumission de plusieurs requétes a la fois, ce qui constitue un gain de temps énorme devant
le volume des analyses LC-MS/MS. La combinaison de plusieurs de ces outils avec les algorithmes de
séquengage de novo ont été cités dans la littérature (PEAKS, PepNovo et MS-BLAST ou FASTS), %%,

c. Les banques de séquences protéiques

L’identification des protéines et I’interprétation biologique qui découle d’une analyse protéomique
dépend directement de la disponibilité de la banque de séquences protéiques et de sa qualité d’annotation. Le
développement des techniques de séquengage d’ADN et ARNm ces derni¢res années ont conduit a I’explosion
des banques génomiques et protéomiques (Figure 29) qui ont ainsi donné un grand essor a |’analyse
protéomique
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La disponibilité¢ croissante des banques de séquences protéiques a permis 1’émergence des stratégies
d’identification automatique des protéines. De nombreuses banques sont disponibles aujourd’hui "% et
chacune d’elle est caractérisée par son exhaustivité, son degré de redondance, la qualité de ses annotations. On
distingue deux catégories de banques protéiques :

e les banques généralistes de dépot contenant essentiellement des séquences protéiques issues de la
traduction des geénes prédits in silico par des algorithmes de prédiction de protéines sans vérification
et avec des annotations fonctionnelles limitées, voire quasi inexistantes. Comme exemple on peut
citer la banque GenPept (GenBank, Gene products Data Bank) qui est produite par le NCBI (National
Center for Biotechnology Information) et qui regroupe 1’ensemble des protéines traduites a partir des
banques nucléotidiques et avec une forte redondance des séquences.

e les banques protéiques spécialisées couramment utilisées en protéomiques sont des banques pour
lesquelles un travail de nettoyage, de tri, de documentation et d’annotation a été réalisé par des
experts'”. La liste de ces banques est longue mais néanmoins les plus utilisées sont Swiss-Prot
(UniprotKB/SwissProt), TrEMBL (UniprotK B/TrEMBL).

Les protéines sont classées par taxonomie (organismes), en fonction de I’organisme étudié, ces banques
peuvent étre restreintes a la taxonomie ou des protéines de I’organisme étudié étre extraites de ces banques pour
constituer une banque moins volumineuse. La prise en compte soigneuse de la taille de la banque (restriction de
la banque en fonction de I’étude) va permettre non seulement de réduire I’espace de recherche et donc gagner
en temps de recherche mais aussi, permettre une meilleure interprétation des résultats d’identification et limiter
le taux de faux positifs.

3. Evaluation des résultats

Face a la diversité des moteurs de recherche, les scores calculés par ces moteurs de recherche ne
constituent pas des indicateurs suffisamment fiables pour considérer la pertinence des identifications. Une étape
supplémentaire de vérification est particuliérement nécessaire lorsque les études nécessitent I’interprétation
d’un grand volume de données de LC-MS/MS. Il est en effet indispensable dans ce cas d’associer une
évaluation de la qualité et de la confiance accordée aux résultats d’identification afin de ne pas biaiser les
conclusions de 1’étude. C’est pourquoi les journaux spécialisés dans le domaine de I’analyse protéomique par
spectrométrie de masse comme MCP (Molecular and Cellular Proteomics) et JP (Journal of Proteomics) ont
établi des directives sur les informations et la documentation a associer aux résultats d’analyse protéomique
afin de faciliter le suivi et la reproductibilité de I’interprétation des résultats publiés.
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Cette vérification des résultats de recherche peut se faire manuellement, mais devant le volume de
données LC-MS/MS, il est devenu indispensable de disposer d’outils d’estimation empirique de la confiance a
corder aux identifications. Des stratégies d’évaluation de taux de faux positifs (mauvaises identifications) sont
alors apparues.

Une premiére approche d’estimation de taux de faux positifs est I’approche "Taget-Decoy" '**. Dans

cette stratégie, la recherche d’identification est faite dans une banque protéique classique "Target / cible"
combinée a une banque "Decoy / leurre" qui contient toutes les séquences inversées (ou mélangées ou
randomisées) de la méme banque. L’approche suppose que les identifications de peptides dans la banque
"Target" et "Decoy" suivent la méme distribution. Les résultats d’identification réalisée dans la banque Taget-
Decoy contiennent alors des vrais et faux positifs mélangés a des identifications de la banque leurre (Decoy).
Les identifications des peptides sont filtrés en ajustant les seuils de scores du moteur de recherche afin
d’obtenir un taux de faux positif le plus bas possible (Figure 30). Cette stratégie permet ainsi d’évaluer le taux
de faux positifs (FDR), et la probabilité qu’une identification soit correcte dans un ensemble d’identification
(peptides ou protéines). Comme le montre la Figure 30, le compromis qui doit étre fait entre le nombre
d’identifications et le taux de faux positifs (Figure 30, (A)). Plus le seuil de score appliqué est bas, plus le
nombre d’identification mais également le nombre de faux positifs est grand (FDR ¢élevé) (Figure 30, (B)). Par
contre, avec un seuil trop €levé, les identifications obtenues sont faibles mais sont fiables (FDR, bas) et le taux
de faux négatifs est important et I’on perd des identifications (Figure 30, (C)).

(A) (B) ©)
VN VN
[ Tousies spectres VN : Vrai Négatif
N : VP : Vrai Positif Taux de Faux Positifs
Tous les spectres dont I'identification passe les critéres E = :
® FP - Faux Posilif (FDR) = FP/(VP+FP)
O Tous les spectres dont lidentification est comecte FN : Faux Negatif
Figure 30. Illustration de la validation des identifications en fonction du seuil de score.
125, 126

La seconde approche, utilise les approches empirique de Bayes et consiste a utiliser des scores
probabilistes obtenus pour I’ensemble des listes de masses candidates a une identification. Ces scores sont
calculés par des algorithmes lors de la comparaison des listes de masses théoriques aux listes de masses
expérimentales. Deux populations de scores sont alors considérées : les scores des listes de masses théoriques
ayant conduit a une identification de rang 1 (identifications correctes) et les scores de listes de masses ayant
conduit a une identification de rang 2 ou supérieur (mauvaise identifications). Les distributions des scores des
deux populations sont modélisées par deux lois binomiales. Par comparaison des deux lois binomiales, il est
alors possible d’attribuer a chaque score probabiliste une probabilité d’appartenir a 1’une ou I’autre des
populations (Figure 31).
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Figure 31. Illustration de la distribution des vrais positifs (candidats de rang 1) et faux positifs (candidats de rang 2) et principe de
. . T . 125, 126
fixation du seuil pour ’utilisation des approches empiriques de Bayes .

Bien que ces outils permettent d’évaluer les identifications et assurent une certaine confiance dans la
qualité des résultats d’analyse protéomique par spectrométrie de masse, il est important de compléter 1’étude
avec des tests biologiques sur des protéines candidates identifiées par analyse protéomique. L’utilisation de
méthodes d’analyse différentes permet d’établir un ensemble de preuves sur la validation définitive de
I’identification d’une protéine (cf., Résultats, Chapitre 1 et 2).
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Conclusion

Comme nous avons pu le voir tout au long de ce chapitre, ’analyse protéomique comprend plusieurs
étapes importantes qui nécessitent 1’utilisation de plusieurs techniques et outils de protéomique : techniques de
préparation des échantillons, de purification et de séparation des protéines, la spectrométric de masse et
I’interprétation des données a I’aide d’outils bioinformatiques. Ce dernier point particuliérement nous a permis
de mettre en lumiere certaines limites de 1’analyse protéomique pour I’étude des organismes non ou mal
séquencés, ce qui a mis en évidence la nécessité de développer les approches par séquencage de novo. Chacune
de ces étapes de 1’analyse protéomique doit étre soigneusement choisie et réalisée de maniére optimale pour ne
pas biaiser les étapes suivantes.

En fonction de la question biologique posée et de la nature de I’échantillon, le "protéomiste" évalue le
parc instrumental et les outils bioinformatiques pour choisir les mieux adaptés au contexte d’étude. Il développe
alors des méthodologies analytiques, et met au point des stratégies d’interprétation de résultats pour avoir les
informations de qualité afin d’apporter des éléments de réponse moléculaire a la question posée. Puisque,
chaque technique utilisée est susceptible d’induire des biais, il est donc indispensable de maitriser parfaitement
les techniques utilisées. Et lorsque les outils existant ne permettent pas d’apporter de réponses a la question
posée, le "protéomiste" les adapte, ou développe avec I’aide des bioinformaticiens, de nouveaux outils
bioinformatiques pour pallier aux limites.

En dépit des étapes importantes de 1’analyse protéomique comme la préparation des échantillons, la
qualité et la quantité d’information d’analyse protéomique par spectrométrie de masse (MS et MS/MS) sont
étroitement liées au couplage LC-MS. Il faut donc s’assurer des bonnes performances du systéme
chromatographique et du spectrométre de masse qui sont I’'une des clés du succes de I’analyse protéomique et
plus particuliérement lorsque les échantillons sont disponibles en faible quantité.
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Chapitre 2 :

Modifications post-traductionnelles: N-glycosylation

Ce chapitre présente 1’état de 1’art de 1’analyse de glycoprotéines par spectrométrie de masse et
les difficultés analytiques rencontrées lors de ces analyses.
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Introduction

Les protéines controlent divers processus biologiques dans les organismes vivants grace a leurs
propriétés physico-chimiques. En effet, les 20 acides aminés codés génétiquement possédent des propriétés
chimiques suffisantes pour donner aux protéines certaines caractéristiques comme le repliement. Mais, des
roles beaucoup plus particuliers comme ceux liés au contrdle et a la régulation des processus biologiques
demande que les protéines soient complétées par des modifications covalentes qui sont généralement
introduites aprés la traduction: les modifications post-traductionnelles (PTMs) .

Les PTMs sont des processus primordiaux de la biosynthése des protéines au cours desquels, les
protéines issues de la traduction des ARN (Acides Ribonucléiques) sont modifiées pour acquérir des
fonctionnalités. Les PTMs affectent les protéines de fagon réversible ou définitive aprés la traduction et
étendent leurs propriétés et fonctionnalités en les rattachant a d’autres groupements fonctionnels biochimiques
(par exemple, les phosphates, divers lipides et glucides), ou en changeant la nature chimique des acides aminés
(par exemple, par la déamidation, la citrullination). Les PTMs vont fonctionnaliser les protéines afin qu’elles
soient facilement reconnues par d’autres protéines ou pour étre dirigées vers des cibles dans les différents
compartiments de la cellule *.

Aujourd’hui plus de 400 PTMs ont été rapportées dans la littérature (www.uniprot.org/docs/ptmlist), et a
ces modifications se rajoutent des modifications qui peuvent étre introduites in vitro artificiellement dans les
laboratoires (http://www.unimod.org). Bien que certaines modifications se produisent dans les cellules in vivo,
il arrive parfois que quelques unes se produisent artificiellement (artéfacts) in vitro au cours de la manipulation
des échantillons. Il est dans ces cas difficiles de déterminer parfois si la modification est intervenue dans la
cellule (ou tissu) ou aprés extraction des protéines °. Les PTMs peuvent consister en :

e (1) une modification de la structure primaire de la protéine par addition ou clivage d’un ou plusieurs
acides aminés (par exemple 1’élimination de la méthionine N-terminal de certaines protéines) ;

e (2) une modification de I’extrémité N- et C-terminale de la protéine par la fixation d’un groupement
(par exemple ’acétylation N-terminale des protéines) ;

e (3) une modification de la chaine latérale des acides aminés par fixation covalente d’un groupement
(par exemple la glycosylation ou la phosphorylation) ;

e (4) un clivage protéolytique.

Bien que l'importance des PTMs ait été reconnue trés tot en biologie, l'ampleur des PTMs sur les
processus biologiques a été surtout révélée grace a 1’analyse protéomique et 1’apparition des techniques
d’enrichissement des protéines. En effet, en utilisant des stratégies d'enrichissement sélectives différentes sur
un méme échantillon, il n'est pas rare d'identifier plusieurs modifications dans un seul échantillon comme le cas
des phosphorylations et des glycosylations *. Le caractére réversible de certaines PTMs et l'occupation non
steechiométrique de nombreux sites comme 1’illustre le cas de la glycosylation ou plusieurs sites peuvent ou
non étre occupés sur une méme protéine, rend I’analyse des protéines affectées par des PTMs particuliérement
difficile a cause de cette hétérogénéité. En plus de I’hétérogénéité des PTMs, il peut toujours exister des
problémes de distinction entre certaines PTMs comme la sulfatation et la phosphorylation qui ont la méme
masse (PTMs isobariques). Il y a aussi de nombreuses PTMs qui ont été observées souvent dans des
expériences de protéomique et qui n'ont pas encore été clairement caractérisées (PTMs inconnues). En
revanche, la distinction, I’identification précise et fiable du site occupé par des PTMs reste un réel challenge
analytique et bien souvent constitue une source potentielle d'erreurs dans les résultats publiés. Mais en regle
générale, des données de spectrométric de masse de bonne qualité sont nécessaires pour identifier sans
ambigiiité les résidus exactement modifiés dans la séquence des protéines modifiées.

La diversité et 1'é¢tendue des PTMs conduisent donc a des défis analytiques supplémentaires par rapport a
I’analyse d’une protéine non modifiée, qui vont au-dela de la simple identification d’une protéine lors d’analyse
protéomique par spectrométrie de masse . Aujourd’hui la meilleure connaissance des certaines modifications
post-traductionnelles comme la N-glycosylation ou la phosphorylation a permis de connaitre des motifs
d’acides aminés (3-10 acides aminés) sur lesquels certaines d’entre elles peuvent préférentiellement se produire
(sites consensus ®) et de prédire ainsi les sites potentiels possibles sur des protéines ” * a 1’aide d’outils
bioinformatiques. Mais la prédiction reste toujours théorique, et seule 1’identification expérimentale des PTMs
sur une protéine permet de confirmer son existence.
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Nous nous intéresserons dans les prochains paragraphes a la glycosylation et plus particulicrement la N-
glycosylation qui est I’une des plus importantes PTMs qui affectent les protéines des procaryotes et eucaryotes.

I. La glycosylation : une PTM courante

Une glycosylation est le résultat d’une réaction enzymatique conduisant a une liaison covalente de
glucides (sucres, glycanes) sur la chaine latérale d’un acide aminé d’une protéine. Les enzymes qui catalysent
la glycosylation de protéines sont en général des glycosyltransférases °. Ce processus enzymatique, qui affecte
plus souvent les protéines membranaires ainsi que les protéines sécrétées, a lieu dans le RER (Réticulum
Endoplasmique Rugueux) et/ou dans I’appareil de Golgi. Les glucides impliqués dans les glycosylations
peuvent étre des monosaccharides ou une succession de monosaccharides qui forment des structures
polysaccharidiques (oligosaccharides) variées. Les monosaccharides les plus connus sont indiqués dans le
Tableau 1.

Tableau 1. Récapitulatifs des noms, des abréviations, des symboles et des masses isotopiques des résidus des monosaccharides les plus
cités en littérature et observés dans les structures des oligosaccharides. La nomenclature et les symboles ont été établis par le
"Consortium for functional Glycomics" (www.functinalglycomics.org) '°.

Masses
Monosaccharides Abréviations | Symboles monoisotopiques
des résidus (Da)
Xylose Xyl * 132,04
Fucose Fuc A 146,06
Galactose Gal @) 162,05
Glucose Gle @ 162,05
Mannose Man (] 162,05
N-acétylglucosamine GlcNAc [ | 203,08
N-acétylgalactosamine GalNAc O 203,08
Acide N-acétylneuraminique NeuAc o 291,10

Une étude récente réalisée dans la banque SWISS-PROT a permis de montrer que les glycosylations
figurent parmi les trois PTMs les plus rependues affectant le plus de protéines ''. On estime a plus de 20% la
proportion des protéines affectées par des glycosylations. Cette PTM participe a divers processus biologiques
dont la transduction de signal, le repliement des protéines, la stabilité des interactions cellules-cellules et virus-
cellules ou encore les réponses immunitaires '*'®. Les défauts de glycosylation sont responsables de maladies
congénitales séveres ou peuvent dans certains cas conduire a des anomalies de développement embryonnaire ou
a des cas de pathologies comme le cancer, des maladies inflammatoires ou du foie '”*'. La caractérisation des
glycosylations est donc importante non seulement pour le développement des vaccins et des médicaments mais
aussi pour le diagnostique de certaines pathologies *.

I existe plusieurs types de glycosylations, mais les deux types les plus fréquents retrouvés chez les
procaryotes et les eucaryotes sont : les O-glycosylations (O-linked glycosylation) et les N-glycosylations (N-
linked glycosylation) (Figure 1).

53



PARTIE I : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE
Chapitre 2 : Modifications post-raductionnelles : N-glycosylation _

O-glycosylation N-glycosylation
OH OH
: s
; o ° 5o E N 0
0 0
HO HO 0
NHAC NHAC
R &
| ”‘J :
NH
T T H /NH
N-Acétyle Glucosamine * \ N-Acétyle Glucosamine E23 \
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Figure 1. Structures chimiques des liaisons sucre-protéine impliquées dans les O- et N-glycosylations.

Les O-glycosylations : dans une O-glycosylation, les résidus de monosaccharides sont liés aux protéines
par le groupement hydroxyle des résidus de sérine (Ser/S), de la thréonine (Thr/T), de I’hydroxyproline (Hyp)
ou I’hydroxylysine. La plus répandue des O-glycosylation est de type mucin ou le premier sucre lié a la sérine
ou a la thréonine est le N-Acétylglucosamine (GlcNAc). Cette glycosylation est un processus biologique qui a
lieu en général dans I’appareil de Golgi et peut conduire & de longues chaines de sucres souvent linéaires **. Il
n’existe pas de sites consensus pour la O-glycosylation, c'est-a-dire que la O-glycosylation peut se produire sur
n’importe quelle sérine ou thréonine d’une protéine **.

Les N-glycosylations : dans une N-glycosylation, les résidus de monosaccharides sont rattachés aux
protéines par le groupement amide d’une asparagine (Asn/N) via le premier monosaccharide qui est un N-
Acétylglycosamine (GlcNAc). Contrairement aux O-glycosylations qui n’ont pas de sites consensus, les N-
glycosylations s’effectuent sur ’asparagine située dans un motif Asn-X-Ser/Thr ou X peut étre n’importe quel
acide aminé a I’exception de la proline (Pro/P). Cependant dans de rares cas de N-glycosylations la Ser/Thr du
motif est remplacée par une cystéine ~. Les sucres des N-glycosylations ont une structure beaucoup plus
complexe que les sucres des O-glycosylations avec plusieurs ramifications appelées : les antennes. La voie de
biosynthése étant commune pour les N-glycoprotéines, tous les oligosaccharides des N-glycosylations ont un
squelette identique (conserved core) (Figure 2, encadré en rouge) qui est constitué de trois mannoses et deux N-
acétylglucosamines (Man;GlcNAc,) > 7.

Figure 2. Structure de base (conserved core, squelette commun) des
oligosaccharides des N-glycosylations : Man;GlcNAc, (encadré en rouge). B
N-acétylglycosamine,. Mannose.

I
N\/\Aan\/\

Dans les prochains paragraphes de ce chapitre nous nous focaliserons exclusivement sur le cas de la N-
glycosylation qui a fait I’objet d’une étude dans la partie Résultats de Chapitre 4 de ce travail de these.
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I1. Difficultés d’analyse des glycoprotéines : cas des N-glycosylations

1. Complexité de la N-glycosylation : Micro- et Macro-hétérogénéité.

Les N-glycosylations sont classées en 3 types suivant la composition des antennes >’. On distingue
ainsi (Figure 3):
e les sucres de type high-mannose ou les antennes sont constituées uniquement de mannoses ;
e les sucres de type complexe qui correspondent a des antennes composées des N-Acétylglucosamines,
des galactoses, des fucoses et/ou des acides sialiques ;
e les oligosaccharides de type hybride, qui sont composés des antennes de type highmannose d’un coté
et des antennes de type complexe de 1’autre.

Selon le nombre d’antennes que porte le squelette identique (conserved core), on parle
d’oligosaccharides bi-, tri- ou tétra-antennés respectivement pour deux, trois, et quatre antennes.

Chemin de synthése des N-glycoprotéines

Réticulum Appareil
_ Endoplasmique - de Golgi _
Type high mannose | Type hybride Type complexe
»n
= Avec:
?:) :
£ Bl N-acétylglucosamine (GIcNAc)
5 @ Mannose (Man)
E O Galactose (Gal)
ANANASN N AANASD NN AAANASN NN ‘ . o
Acide N-acétylneuraminique (NeuAc)
A Fucose (Fuc)
Y Xylose (Xyl)
»n
5
~N
=
=
=
AN ASD AN AN AS AN ANANASD N

Figure 3. Exemple de structure de N-glycosylation chez les mammiferes et les plantes.

En outre, ces structures ne sont pas statiques ni steechiométriques, puisqu’elles varient de manicre
qualitative et quantitative en fonction de 1’avancement du processus de biosynthése dans le RER et/ou appareil
de Golgi **. Une glycoprotéine (protéine glycosylée) va donc étre un mélange de la protéine qui est dans
plusieurs étapes de sa maturation (chalnes glycaniques plus ou moins longues). Les glycoprotéines vont
posséder par exemple sur un méme site (Asn) plusieurs structures d’oligosaccharides différentes. Les
glycoprotéines vont donc étre hétérogénes au niveau de ces structures oligosaccharidiques. Les différentes
formes de glycosylations peuvent avoir des roles tres différents et entrainer des changements de conformation
des protéines affectées qui vont totalement changer leur fonctionnalité biologique.
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On distingue deux types d’hétérogénéité : la macro- et la micro-hétérogénéité ». Dans le cas de la
macro-hétérogénéité, un ou plusieurs sites de glycosylation d’une glycoprotéine, vont ou non étre glycosylés.
Pour la micro-hétérogénéité, un site glycosylé va porter plusieurs structures d’oligosaccharides, et suivant
I’avancement de la biosynthése, les antennes (ramifications) vont étre trés variées et &tre plus ou moins longues
(Figure 4).
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Figure 4. Détail de I’hétérogénéité des N-glycosylation et de I’abondance des glycoformes caractérisées sur la lactoferrine bovine *°.

La Figure 4 indique les différents glycanes qui sont identifiés sur chaque Asn (micro-hétérogénéité), et
I’ensemble des sites de glycosylation (macro-hétérogénéité) présents sur la lactoferrine bovine. Le nombre de
glycoformes peut fortement varier sur un seul site de glycosylation, par exemple, la glycoprotéine CD59
(MAC-IP) humaine a plus de 100 différentes structures oligosaccharidiques sur un site de glycosylation > .
Les glycoprotéines peuvent devenir ainsi trés hétérogenes et complexes. Ces raisons expliquent pourquoi
I’analyse de glycoprotéines est souvent trés complexe et pourquoi il est parfois difficile de corréler les profils
d’expression d’une glycoprotéine a des états pathologiques .

Le role des glycosylations dans de nombreux processus biologiques n’est pas encore complétement
¢lucidé a cause de cette extréme complexité de la glycosylation et a cause des difficultés analytiques
rencontrées au cours de la caractérisation de cette PTM. Le développement de nouvelles méthodologies
d’analyse est donc indispensable pour parvenir a cette caractérisation et a la compréhension du réle des
glycosylations dans les processus biologiques.

2. Stratégie d’analyse de glycoprotéines par spectrométrie de masse

L’analyse d’une glycoprotéine va consister a (1) identifier et de caractériser les séquences d’acides
aminés de la structure primaire de la glycoprotéine, mais aussi a (2) caractériser les oligosaccharides et
d’identifier les sites Asn qu’occupent les oligosaccharides. L’analyse d’une glycoprotéine va donc étre plus
difficile que celle d’une protéines non glycosylée puisque plusieurs autres parametres vont entrer en jeu lors de
I’analyse par spectrométrie de masse *> comme :

e la complexité de I’échantillon : les différentes glycoprotéines peuvent &tre mineures dans un
mélange de protéines, ou les différentes glycoformes étre a différents ratio de concentration. Dans ce
cas I’analyse directe de 1’échantillon par spectrométrie de masse sans étapes d’enrichissement ne va
pas permettre de détecter toutes les glycoprotéines mineures qui auront leurs signaux complétement
masqués par ceux des protéines majoritaires;

e la complexité de la glycosylation : plusieurs glycoprotéines peuvent exister dans le méme
¢chantillon, et ces glycoprotéines posséder plusieurs sites qui sont glycosylés, et les oligosaccharides
au niveau de chaque site étre hétérogenes. Cette hétérogénéité va rendre encore plus complexe
I’échantillon a analyser, et entrainer une difficulté supplémentaire qui est la répartition du signal de la
glycoprotéine entre toutes ces glycoformes.

56



PARTIE I : INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE _
Chapitre 2 : Modifications post-raductionnelles : N-glycosylation

Pour ces principales raisons, les stratégies couramment utilisées en analyse des glycoprotéines passent
par I’enrichissement ou fractionnement des glycoprotéines ou glycopeptides pour réduire la complexité de
1’échantillon ou alors par la déglycosylation des protéines pour réduire la complexité liée a la glycosylation **
afin de faciliter la caractérisation de glycoprotéines (Figure 5).

Echantillon biologique
|

* Enrichissement
et/ou fractionnement

L4

Glycoprotéines > MS glycoprotéine enti¢re
I
Digestion

v

Mélange de glycopeptides et de peptides [ Déglycosylation =3| Peptides déglycosylés et glycanes

N e

* Enrichissement * Enrichissement
et/ou fractionnement et/ou fractionnement

~N

LC-MS, LC-MS/MS, MS et/ou MS/MS

U

Identification de la protéine, détermination du site de
glycosylation et de la structure des oligosaccharides

* : étapes facultatives en fonction de la nature de 1’échantillon

Figure 4. Stratégie d’analyse de glycoprotéines par spectrométrie de masse. Les glycoprotéines entiéres peuvent étre analysées par MS
généralement si elles sont enrichies et comportent un nombre réduit de glycoformes, elles peuvent étre digérées en glycopeptides ou
peptides déglycosylés et étre analysés pour déterminer leur micro- et macro-hétérogénéité. Selon la complexité des échantillons, ceux-ci
peuvent étre enrichis/fractionnés en glycoprotéines ou glycopeptides par chromatographie d’affinité avant I’analyse par spectrométrie de
masse (MS). Les oligosaccharides libérés par déglycosylation peuvent étre analysés par MS ou MS/MS pour déterminer la composition
des oligosaccharides.

La Figure 5 présente les techniques et les méthodologies couramment utilisées pour I’analyse de
glycoprotéines par spectrométriec de masse. Ces approches comportent plusieurs étapes qui peuvent étre
résumées de la maniére suivante:

e la purification des glycoprotéines a partir de 1’échantillon biologique (étape souvent facultative si
I’échantillon n’est pas complexe);

e J’analyse des glycoprotéines enticres par MS (étape possible lorsque la glycoprotéine est pure et
possede peut de glycoformes);

e la digestion des glycoprotéines par des endoprotéases afin d’obtenir un ensemble de peptides et
glycopeptides. Cette étape va conduire souvent a I’analyse des glycopeptides entiers apres
enrichissement ou non et/ou par la suite a la déglycosylation de glycopeptides pour obtenir des
peptides "nus" et des oligosaccharides libres qui vont étre analysés par MS ou MS/MS;

e [’identification de la protéine, la détermination des sites de glycosylation et la structure des
oligosaccharides.

3. Techniques d’enrichissement des glycoprotéines et glycopeptides

L’analyse protéomique par LC-MS et MS/MS est une méthode de choix pour identifier et caractériser
des milliers de peptides issus de la digestion des protéines. Cependant, seul un nombre limité de précurseurs
(ions parents) peuvent étre sélectionnés et fragmentés dans un cycle MS et MS/MS (en mode d’acquisition
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DDA Ie plus utilisé¢). Les especes moins abondantes comme par exemple les peptides issus de protéines
mineurs, sont défavorisées lors de cette sélection puisque leurs signaux en MS sont faibles par rapport aux
especes abondantes. Il est donc parfois important de procéder a une étape d’enrichissement des glycopeptides et
glycoprotéines pour faciliter leur détection au cours de 1’analyse par spectrométrie de masse. Cette étape
d’enrichissement présente plusieurs avantages pour 1’analyse de glycoprotéines. (1) L’élimination de peptides
non glycosylés va permettre de décomplexifier et de purifier les glycoprotéines qui généralement moins
abondante dans les échantillons **. (2) Les digestions & ’aide d’endoprotéases vont étre plus efficaces sur les
échantillons enrichis puisque les glycoprotéines sont plus abondantes et exposées a ces endoprotéases **. Les
techniques d’enrichissement ou purification des glycoprotéines et glycopeptides couramment utilisées sont
basées sur la chromatographie affinité et d’autre types de chromatographie comme 1’échangeuse d’ions. Selon
le type de chromatographie, il existe une panoplie de phases stationnaires qui peuvent étre utilisées et les
résultats obtenus peuvent variés en fonction de 1’échantillon étudié. Le choix de la phase est avant tout basé sur
le type de glycosylation que I’on veut enrichir.

a. La chromatographie d’affinité

Selon le type de phase stationnaire utilisée, les glycoprotéines ou glycopeptides vont se lier
spécifiquement avec cette phase de la colonne de maniére réversible ou irréversible.

e Les phases de lectines

Les lectines sont des protéines qui se lient spécifiquement et de fagon réversible a certains glucides. Les
propriétés des lectines sont utilisées pour purifier spécifiquement les glycoprotéines qui portent ces glucides.
Les lectines sont alors fixées sur de la sépharose ou de 1’agarose dans une colonne de chromatographie pour
purifier des glycoprotéines contenus dans les échantillons. Il existe plusieurs lectines avec des spécificités tres
différentes. Par exemple, la ConA (concanavaline A, une lectine extraite du haricot sabre) est spécifique aux
glucides contenant des mannoses ou des glucoses *°, la WGA (Wheat germ agglutinin, une lectine extraite du
soja) est spécifique a des sucres contenant les N-Acétylgucosamines et les acides sialiques ** *’. Plusieurs
lectines peuvent étre combinées aussi dans une colonne ou des colonnes séparées pour augmenter non
3sgzulement I’efficacité d’enrichissement mais aussi la variété de glycoformes a enrichir lors de I’enrichissement

Malgré 1’avantage qu’offre la spécificité des lectines pour les oligosaccharides portés par les
glycoprotéines et glycopeptides, leur utilisation s’accompagne de quelques inconvénients majeurs qui peuvent
entacher la qualité de données de I’analyse de glycoprotéines. En effet, vu que les lectines ont une affinité
limitée a certains oligosaccharides de glycoprotéines ou glycopeptides et que cette affinité est transitoire et
dépendante des tampons dans lesquels sont les échantillons, tous les types de glycoformes ne vont pas étre
enrichis sur les colonnes de lectines (les lectines sont sélectives). Des études récentes ont mis en évidence des
problémes relatifs a la spécificité et l'efficacité des lectines lors de I'enrichissement glycoprotéines provenant
des mélanges de protéines extrémement complexes *°. Ces limitations de l'utilisation des lectines en particulier
pour les mesures quantitatives ou qualitative des glycoprotéines ou glycopeptides sont donc a prendre en
considération lors des analyses par spectrométrie de masse.

e Les phases hydrazides

Au cours de cette méthode d’enrichissement sur les phases hydrazides, I’oxydation des diols vicinaux cis
d’oligosaccharides en aldéhyde est d’abord effectuée avec le periodate de sodium (NalO,). Ensuite, les
groupements aldéhydes formés sont utilisés pour purifier les glycopeptides et les glycoprotéines par réaction
g()ll}zrnique donnant lieu a une liaison covalente avec les phases hydrazides sous des conditions de pH contrdlées

~* (Figure 5).
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Figure 5. Schéma de la réaction entre les phases hydrazides et les glycopeptides ou glycopeptides. Les fonctions aldéhydes obtenues de
I’oxydation des oligosaccharides vont étre utilisées pour former des liaisons covalentes de types hydrazone avec les phases hydrazides
sous des conditions de pH contr6lées. La formation de cette liaison va permettre de retenir les glycopeptides sur la phase et d’éliminer
les protéines non glycosylées.

Un grand nombre de glycoprotéines et glycopeptides vont pouvoir étre purifiés par cette méthode,
puisque les groupements aldéhydes sont généralement absents dans les peptides et les protéines non
glycosylées. Ce qui rend la technique assez spécifique des glycopeptides et glycoprotéines de fagon générale.
En outre, cette technique permet d’avoir des étapes de lavage plus rigoureuses sans risque de décrocher les
analytes d’intérét de la colonne puisqu’ils sont liés de facon covalente sur la phase. Ces étapes de lavage vont
minimiser ainsi la co-purification par exemple des protéines non glycosylées. Les analytes d’intérét vont
ensuite étre libérés par réactions enzymatiques (avec la PNGase A ou PNGase F) qui vont couper par exemple
dans la structure des oligosaccharides pour libérer le reste des analytes (peptides déglycosylés) de la phase.

Dans la plupart des cas, les informations sur la micro-hétérogénéité sont perdues au cours de cette
méthode d’enrichissement. De plus ces méthodes d’enrichissement comprennent plusieurs étapes au cours
desquelles des quantités non négligeables de protéines peuvent étre perdues. A cela s’ajoutent les modifications
que peut induire la réaction d’oxydation sur certains acides aminés N-terminaux comme la sérine ou la
théorique qui vont se fragmenter différemment par spectrométrie de masse * et donc difficilement identifiables.

e Phase a base d’oxyde de métaux

Des phases solides a base d’oxydes de titane (TiO,) ont été utilisées récemment pour I’enrichissement
des glycopeptides dont les oligosaccharides portent des acides sialiques **. Le mécanisme de fonctionnement de
cette chromatographie d’affinité avec les oxydes de métaux reste encore mal connu. Il faut noter que ces
méthodes d’enrichissement sont aussi utilisées pour 1’enrichissement d’autres PTMs comme le cas de la
phosphorylation *. L’utilisation de cette méthode peut entrainer des interférences par co-purification des
protéines ou peptides phosphorylés “°. Pour D’instant Dutilisation de cette méthode d’enrichissement des
glycoprotéines et glycopeptides n’est pas trés répandue.

Comme dans le cas des phases hydrazides, I’information sur la micro-hétérogénéité sont souvent perdues
avec l’utilisation de cette méthode d’enrichissement, puisque les peptides déglycosylés par exemple sont
directement ¢lués de la phase par I’action des endoprotéases qui clivent les oligosaccharides du leur peptides
d’origine V.

b. La chromatographie d’interaction hydrophile

Grace aux groupements -OH portés par les oligosaccharides et les glycopeptides, ceux-ci vont étre plus
polaires et hydrophiles que la plupart des peptides issus de la digestion enzymatique des échantillons. Ce
caractere des glycopeptides va pouvoir étre exploité lors de la chromatographie d’interaction hydrophile
(HILIC, hydrophilic liquid chromatography) * ou la phase stationnaire est revétue de groupements polaires
considérée comme liquide. Ces groupements polaires sur la phase stationnaire vont interagir plus
spécifiquement avec les glycopeptides pour les séparer des peptides non glycosylés qui sont en général moins
polaires. Il se produit alors un phénomene semblable a I’extraction liquide-liquide ou les composés hydrophiles
vont passer de la phase mobile généralement concentrée en acétonitrile a la phase stationnaire polaire et
hydrophile. Par la suite ces composés vont pouvoir étre élués séparément pour 1’analyse par spectrométrie de
masse. Plusieurs phases peuvent étre utilisées dans ce type de chromatographie comme par exemple les phases
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ZIC-HILIC (Zwitterionic Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography), ou des billes de silice ou sépharose
modifiées ** ">,

Cette approche d’enrichissement des glycopeptides permet de conserver la structure intacte des
oligosaccharides. Cependant, une co-purification de peptides hydrophiles non glycosylés restent toujours
possible avec cette technique d’enrichissement. Mais, 1'efficacité de purification peut toutefois étre améliorée
en modifiant la concentration des ions d’appariement tels que l'acide trifluoroacétique (TFA) ce qui va ainsi
réduire la co-purification avec d’autres espéces non glycosylées °'. Il faut noter également que les effets
secondaires de la procédure doivent étre pris en compte, puisqu’avec des concentrations €levées des solvants
organiques, les protéines peuvent précipitées. Il faut donc garder a ’esprit que les protéines ont des degrés de
solubilité différents selon la concentration de solvants organiques utilisée .

D’autres types de chromatographies comme par 1’exemple la chromatographie d’exclusion stériques >, la
chromatographie échangeuse d’ion ou I’utilisation des micro-colonnes ou colonne avec des phases en carbone
graphite ***° ou des phase stationnaires utilisant I’acide phénylborique immobilisé *’ ont été citées dans la
littérature.

L’utilisation d’une phase par rapport a une autre va surtout dépendre du type d’échantillon, de I’étude
que I’on effectue et de la question posée, en fonction donc des phases utilisées les résultats peuvent varier.
C’est pourquoi dans certains cas plusieurs phases sont combinées pour avoir un maximum d’information pour
la caractérisation.

4. Analyse de glycoprotéines entiéres

La caractérisation des glycoprotéines intactes par spectrométriec de masse pose un certain nombre de
difficultés qui sont liées a leur hétérogénéité. Etant donné que la glycoprotéine est un mélange d’espéces
moléculaires avec la méme séquence en acides aminés mais des chaines glycaniques différentes, I’analyse
d’une glycoprotéine par spectrométrie de masse conduit a un spectre trés hétérogene et ’intensité des ions est
répartie entre les différentes glycoformes. Ces spectres sont d’autant plus complexes que le nombre de
glycoformes est important.

Les glycoprotéines intactes peuvent étre analysées par MALDI-TOF-MS. Ce type d’instrument ne
permet d’obtenir la résolution sur les glycoformes que pour des protéines de petite taille ou possédant peu de
glycoformes (cas des anticorps). Pour les glycoprotéines tres hétérogenes, 1’analyse MALDI-TOF donne un
spectre trés complexe et difficilement interprétable. Cependant, en optimisant le type de matrice et la
préparation du dépét, il est possible d’obtenir de meilleurs résultats °.

Les glycoprotéines intactes peuvent étre également analysés par ESI-MS *. Cependant, contrairement a
I’ionisation MALDI ou les espéces observées sont majoritairement monochargées, 1’ionisation ESI génére des
ions multichargés. Avec ce type de source, il est donc nécessaire d’utiliser un analyseur de résolution suffisante
pour séparer des glycoprotéines de masse trés proche. L’ESI-MS permet d’évaluer ’hétérogénéité glycanique
pour des glycoprotéines possédant un nombre limité de site glycosylés et est plus généralement utilisé pour
I’analyse de protéines recombinantes (Figure 6).
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Figure 6. Spectre correspondant a 1’analyse par électrospray en mode positif d’un anticorps monoclonal. Al : protéine intacte; A2 :
protéine apres déglycosylation a la PNGase F. En haut les ions multichargés et en bas les spectres déconvolués qui représentent la masse
moléculaire de I’anticorps et de ses différentes glycoformes *°.

De maniére générale, I’analyse des glycoprotéines intactes aboutit a trés peu d’informations
significatives deés lors que la glycoprotéine analysée comporte plus d’un site glycosylé. C’est pourquoi il est
nécessaire d’utiliser d’autres approches qui passent par la digestion de la glycoprotéine a 1’aide glycosydases ou
d’endoprotéases de fagon a générer des glycopeptides portant chacun un seul site de glycosylation et aussi
caractériser la macro- ou micro-hétérogénéité.

5. Analyse des peptides déglycosylés et glycopeptides

a. Analyse des peptides déglycosylés

L’une des stratégies d’identification des sites de glycosylation d’une glycoprotéine consiste a décrocher
partiellement ou totalement les structures oligosaccharidiques de cette glycoprotéine pour obtenir des peptides
"nus" et des oligosaccharides libres qui sont plus faciles a analyser séparément en spectrométrie de masse.

La déglycosylation d’un glycopeptide ou d’une glycoprotéine peut se faire chimiquement (-élimination
en milieu alcalin, hydrazynolyse, acide trifluoro-methanesulfonique (TFMS)) ou alors a 1’aide d’enzymes de
déglycosylation comme la PNGase F (Peptide-N-Glycosydase F ou N-glycosydase F) et dans des cas rares avec
la PNGase A (Peptide-N-glycosydase A ou N-glycosydase A) et ’endoH (Endo-Beta-N-acetylglycosaminidase
H ou endoglycosydase H) **°'.

La déglycosylation enzymatique avec la PNGase F et la PNGase A, lorsqu’elle fonctionne va libérer les
oligosaccharides sur les glycopeptides ou sur les glycoprotéines et provoquer le changement de 1’asparagine
(Asn/N) porteur des glycanes en acide aspartique (Asp/D, Am = 1 Da).

L’endoH quant a elle laisse uniquement le GIcNAc sur le peptide porteur de I’oligosaccharide initial
(Asp/N + Am = 203 Da) (Figure 7).

Cette déglycosylation va simplifier 1’analyse par spectrométrie de masse (nanoLC-MS/MS) car elle
permet d’éliminer I’hétérogénéité des glycopeptides et glycoprotéines.
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Les peptides nus ou peptides-GlucNAc obtenus ont des structures quasi similaires que les peptides avec
des modifications variables généralement analysés par spectrométric de masse. La position de 1’Asn
initialement glycosylée va étre retrouvée (Figure 8) lors de I’identification a 1’aide de moteurs de recherche par
indication de la modification induite par le déglycosylation sur I’asparagine (par exemple la déamidation de
I’Asn (Asn + 1 Da). La Figure 8 montre I’interprétation d’un spectre de fragmentation MS/MS en mode CID
d’un peptide issu de la digestion trypsique d’une protéine membranaire de I’E. Coli. déglycosylée avec la
PNGase A

Cependant, il faut mentionner que certaines enzymes de déglycosylation sont spécifiques de certains
types de polysaccharides, par exemple I’endoH et la PNGase F fonctionnent uniquement sur les
polysaccharides de type hybride et high mannose et non sur les polysaccharides de type complexe ou le GlcNac
proximal de la chaine glycanique posséde un fucose en position a(1,3) .
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Figure 8. Spectre de fragmentation CID annoté du peptide TIVSDGKPQTDD DTGMISYK (M+H= 2171.01) ou D’est une Asn/N
déamidée du peptide TIVSDGKPQTDN DTGMISYK (M+H= 2170,03) soit une différence de Am ~ 1Da entre les deux peptides *.

Le choix de I’enzyme de déglycosylation va donc étre déterminant dans cette stratégie d’identification de
site de glycosylation, de méme que I’instrument MS utilisé puisque celui-ci doit posséder par exemple une
précision et une résolution suffisantes pour pouvoir observer une modification de 1 Da sur les peptides
déglycosylés. De plus, la déamidation de 1’asparagine peut se faire naturellement a pH basique, et donc dans
certains cas les résultats d’identification de site de glycosylation peuvent &tre entachés d’erreurs. C’est
pourquoi il est important d’utiliser une technique d’enrichissement assez spécifique aux glycopeptides et
glycoprotéines pour éviter la co-purification d’autres espéces non glycosylées. Dans certains cas, pour
distinguer la déamidation naturelle et de celle induite par la déglycosylation, la digestion avec le PNGase A ou
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PNGase F est faite dans de 1’eau lourde (H,'*0) ®*. La déamidation naturelle entraine dans ce cas une différence
de masse de 1 Da sur I’Asn alors que celle induite par la digestion enzymatique a 1’aide de PNGase A ou
PNGase F induit une différence de masse de 3 Da. Il est possible de réduire le risque de déamidation in vitro en
optimisant les conditions de préparation des échantillons par réduction de pH de digestion trypsique et la
déglycosylation .

Cette stratégie d’identification des sites de glycosylation par analyse de peptides déglycosylés a été
utilisée dans la partie Résultats Chapitre 4 de ce travail de thése. Cependant I’analyse de peptides déglycosylés
ne donne pas I’information sur la micro-hétérogénéité et la structure des oligosaccharides.

b. Analyse MS" des oligosaccharides

Les oligosaccharides obtenus de la déglycosylation par exemple avec la PNGase A ou F peuvent étre
analysés, déterminer 1’information sur leur composition en monosaccharide. En effet, Domon et Castello ont
montré dans leurs travaux ® que, tout comme les peptides, la fragmentation des oligosaccharides en
spectrométrie de masse suit une régle et des séries d’ions pouvaient €tre obtenues au cours de cette
fragmentation. L’identification d’ions successifs d’une méme série permet alors de reconstituer la composition
de I’oligosaccharide fragmenté. Ils ont établi ainsi la nomenclature pour la fragmentation des sucres (Figure 9).

Figure 9. Nomenclature de fragmentation des
polysaccharides *. Pour les fragments de type Ai et
Xi, les numéros en exposants correspondent a des
fragmentations intracycliques.

Cependant la caractérisation structurale d’oligosaccharides présente des difficultés analytiques
différentes de celles d’un peptide. En effet, les oligosaccharides peuvent étre constitués de plusieurs
monosaccharides de natures différentes et avoir plusieurs antennes. De plus, les monosaccharides de méme
masse peuvent correspondre a des structures différentes. La mesure précise de la masse des oligosaccharides
suffit quelque fois pour déduire la composition de ceux-ci, lors qu’ils ont des structures assez simples (puisque
le nombre de monosaccharides entrant dans leur composition est limité). Cependant, la MS/MS est parfois
indispensable pour identifier chaque monosaccharide des oligosaccharides de taille plus volumineuse. Mais, le
caractére hydrophile des oligosaccharides est responsable d'une diminution de leur efficacité d'ionisation et
donc d'un manque de sensibilité lorsqu'on les analyse par spectrométrie de masse.
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Pour contourner ce probléme, les oligosaccharides peuvent étre dérivatisés par perméthylation °° ou

analysés sous forme d’adduits de métaux alcalins comme par exemple les adduits de sodium ®® pour pouvoir
étre mieux détecté en spectrométrie de masse. Mais il faut préciser que la fragmentation des oligosaccharides
non dérivatisés (Figure 10) est moins complexe que celle obtenue par exemple avec des adduits de sodium ou
par la perméthylation (Figure 10). En effet, alors que les oligosaccharides non dérivatisés produisent
principalement les ions de série Bi et Yi (Figure 10), les oligosaccharides avec des adduits de métaux alcalins
vont donner des fragments supplémentaires comme les fragments intercycliques Xi et Ai (Figure 11). Ces
fragments sont informatifs lorsqu’on recherche la structure détaillée des oligosaccharides, mais augmentent
aussi considérablement la complexité des spectres (Figure 11) et rendent difficile I’interprétation des spectres
de fragmentation lors qu’on s’intéresse uniquement a la composition des glycanes.
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Figure 10. Spectre de fragmentation CID d’un oligosaccharide (MansGlcNac,) (MH" = 1235,4). Les ions observés sont de la série Bi et
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Figure 11. Spectre de fragmentation CID d’un oligosaccharide (MansGlcNac,) (MNa' = 1235,4). Les ions observés sont de la série Bi,
Yi et les ions intracycliques (ions Ai) .

En conclusion I’approche par déglycosylation permet d’identifier les sites de glycosylation sur la
protéine et de déterminer la composition des oligosaccharides, mais 1’information sur la micro-hétérogénéité de
chaque site est perdue. Pour pallier a cet inconvénient, 1’identification et la caractérisation des sites et des
oligosaccharides peuvent se faire sans déglycosylation des glycoprotéines aux niveaux des glycopeptides.

c. Analyse de glycopeptides par MS

L’analyse des glycopeptides permet d’obtenir a la fois I’information sur le site de glycosylation et la
composition des oligosaccharidiques portés par les glycopeptides. Dans ce cas les glycopeptides sont générés
par digestion enzymatique des glycoprotéines. Différentes enzymes par exemple la trypsine, la GluC, 1’AspN
ou la chymotrypsine sont alors utilisées pour générer des séquences d’acides aminés plus ou moins longues et
par conséquent des glycopeptides de tailles différentes pour 1’analyse nanoLC-MS/MS *.

Les glycopeptides sont composés d’acides aminés et d’oligosaccharides et leurs fragmentations en
MS/MS sont différentes de celles des peptides analysés classiquement en spectrométrie de masse. Deux types
de fragmentation vont pouvoir étre observeés en théorie sur un spectre de fragmentation des glycopeptides : (1)
la fragmentation de la séquence d’acides aminés © et (2) la fragmentation de la chaine de glycanes ®. Mais en
pratique, il est difficile d’obtenir les deux types de fragmentation et selon le mode de fragmentation choisie
(CID ou ETD), une voie de fragmentation ou ’autre va étre favorisée. De plus, les glycopeptides sont difficiles
a ioniser que les peptides par la technique d’électrospray habituellement utilisée a cause de leurs propriétés
physico-chimiques. En outre puisqu’un méme site peut porter plusieurs glycanes, le signal en spectrométrie de
masse est réparti sur de nombreuses espéces moléculaires dont 1’intensité est bien plus faible que celle des
peptides correspondant non glycosylés.
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En réponse & ce probléme de détection des glycopeptides, une approche a été développée . Cette
approche permet de détecter les glycopeptides dans les spectres de masse a 1’aide d’ions spécifiques de la
fragmentation des glycosylations : "les ions diagnostiques" (Figure 12).
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Figure 12. Structures chimiques des ions oxoniums servant d’ions diagnostiques

Les ions diagnostiques peuvent étre générés de deux manieres: soit par fragmentation dans la cellule de
collision "°, soit par fragmentation en source '”’'. Ces ions sont issus de la fragmentation interne des glycanes
et ont donc des masses moléculaires différentes en fonction du type de glycosylation. Par exemple, dans le cas
des glycanes de type high mannoses, on observe 1’ion m/z 366 (ManGIcNAc") dans des proportions moins
importantes que dans le cas de glycopeptides complexes "°. En effet, comme le montre la Figure 13, la
génération de cet ion nécessite la coupure de 3 liaisons dans le cas de glycanes de type high mannose et
seulement d’une ou deux liaisons dans le cas des glycanes complexes.

. N-acétyle hexosamine : 203 Da
O Hexose : 162 Da
<> Acide N-acétyle neuraminique : 291 Da

AN Asn AN ANANASD AN

Figure 13. Liaisons devant étre fragmentées pour la génération de 1’ion m/z 360.

De fagon générale, on distingue sur les spectres de fragmentation de N-glycopeptides, 3 types d’ions
fragments :

e des ions fragments correspondant a des pertes de sucres successifs sur la chaine peptidique : ces ions
permettent de déterminer I’enchainement des monosaccharides et ainsi de remonter a la composition
de chaque oligosaccharide;

e des ions oxoniums de type Bi et Yi qui sont issus de la fragmentation interne des glycanes. Ces ions
donnent des informations supplémentaires sur la composition des glycanes mais surtout ils sont
caractéristiques de celui-ci et donc peuventt servir pour identifier rapidement si un spectre MS/MS
correspond a la fragmentation d’un glycopeptide ou non;

e des ions correspondant a la fragmentation du peptide non glycosylé.
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Par la fragmentation CID, le mode fragmentation le plus courant, les liaisons osidiques des glycanes
nettement plus labiles que les liaisons peptidiques se fragmentent préférentiellement au détriment de la
séquence d’acides aminés (Figure 15, A). Les spectres obtenus sont en général relativement plus simples a
interpréter puisque les ions correspondant a la fragmentation des oligosaccharides sont les plus intenses et les
rares fragments des peptides sont moins intenses. Pour obtenir plus d’information sur les peptides, des ions
fragments comme par exemple 1’ion du peptide portant un GlcNac peut étre sélectionné et fragmenté en MS®
(Figure 15, B) dans une trappe ionique (IT), ou alors 1’énergie de collision étre optimisée pour augmenter la
fragmentation de la chaine peptidique .
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Figure 14. Exemple de spectres de fragmentation CID de glycopeptides obtenus sur la trappe ionique (HCT ultra, Bruker Daltonics):
(A) spectre MS/MS de I’ion trichargé de m/z = 1119 correspondant au glycopeptide trypsique Ser®- Arg"® de la peroxidase de raifort
(horseradish peroxidase HRP) ; (B) I’ion fragment monochargé m/z = 1194,03 a été sélectionné isolé et fragmenté en MS® pour avoir
plus d’information sur le la séquences d’acides aminés ™.

Comme nous venons de le voir, la fragmentation CID, conduit majoritairement a la fragmentation du
glycanes et un faible nombre de fragments de la séquence d’acides aminés. Ces fragments ne sont en général
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pas assez nombreux pour permettre de reconstituer la séquence du peptide. En complément au mode de
fragmentation CID d’autres modes de fragmentation comme I’ETD peuvent étre utilisés .

En mode de fragmentation ETD, la fragmentation de glycopeptides est statistique, c'est-a-dire que I’ETD
fragmente aussi bien le peptide que 1’oligosaccharide. On obtient ainsi des informations sur le peptide et
I’oligosaccharide. Cependant, les spectres ETD des glycopeptides sont assez complexes a interpréter surtout si
la séquence du glycopeptide n’est pas connue. Il est donc difficile avec ce mode de fragmentation d’obtenir
I’information sur la composition de I’oligosaccharide "* 7, mais néanmoins 1’Asn portant les glycanes peut étre
identifiée (Figure 15).
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Figure 15. Exemple de spectres de fragmentation ETD de glycopeptides obtenus sur la trappe ionique (HCT ultra, Bruker Daltonics):
spectre MS/MS de I’ion trichargé de m/z = 1119 correspondant au glycopeptide trypsique Ser295-Arg313 de la peroxidase de raifort
(horseradish peroxidase HRP) 2,

Le mode de fragmentation ETD et CID peuvent dans certains cas étre combiné pour remonter a la
structure des glycanes et a la séquence des peptides ' 7°. Cependant, toute la séquence du peptide ne se
fragmente pas et les spectres de fragmentation ETD sont trés complexes et I’interprétation doit souvent étre
faite manuellement.
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III. Les outils d’interprétation des données LC-MS/MS des glycopeptides et
oligosaccharides

1. Interprétation des données MS et MS/MS des oligosaccharides.

Il existe plusieurs outils d’aide pour I’interprétation des données MS d’oligosaccharides comme par
exemple GlycanMass (http://web.expasy.org/glycanmass/) qui permettent de calculer la masse théorique des
oligosaccharides dérivatisés ou non. Il existe également des outils qui permettent de proposer des structures
d’oligosaccharidiques a partir d’une liste de masses (MS) comme c’est le cas pour exemple GlycoMod
(http://web.expasy.org/glycomod/) 7" 7). Cependant 1’utilisation de ces outils reste conditionnée par la
connaissance préalable du type de sucres contenus dans les oligosaccharides étudiés. Les structures
d’oligosaccharides proposées ne sont parfois pas réalistes. En effet les structures d’oligosaccharides qui sont
parfois proposées ne sont que des combinaisons linéaires de sucres alors que les oligosaccharides des N-
glycoprotéines sont de structures ramifiées. Ce qui a pour conséquence d’augmenter considérablement le
nombre des oligosaccharides candidats a examiner. L’identification de structure d’oligosaccharides par simple
mesure de masse (MS) va étre limitée puisque plusieurs oligosaccharides vont avoir la méme masse
(oligosaccharides isobariques). Cette recherche peut se faire également dans des banques d’oligosaccharides
comme GlycosuiteDB (http:/glycosuitedb.expasy.org) °, GlycomeDB (http://www.glycome-db.org/) ** *' ou
autres banques pour limiter la recherche a des cas de structure d’oligosaccharides déja connues. Cependant,
cela peut constituer un frein a la découverte de nouvelles structures d’oligosaccharides ou glycoformes chez
une espece ou protéine particuliére.

La MS/MS est une solution pour identifier et caractériser la structure d’oligosaccharides, cependant la
fragmentation de 1’oligosaccharide est dépendante de sa composition en monosaccharides et de son état
d’ionisation (adduits de sodium, potassium) . Il existe plusieurs outils d’interprétation de spectres MS/MS des
oligosaccharides comme Glycoworkbench en accés libre ¥ ou commercialisés comme SysBioWare ** ou
SymGylcan (http://www.premierbiosoft.com/) ** qui permet d’interpréter automatiquement les spectres MS/MS
aprés indication préalable de glycanes composant les oligosaccharides peptides fragmentés. L’ interprétation des
données peut donc étre facilement biaisée lorsqu’on n’a pas de connaissance suffisante sur les types de

glycanes qui sont présents sur les glycoprotéines.

2. Interprétation des données MS/MS de glycopeptides

Bien que plusieurs outils existent pour I’identification et la caractérisation des glycopeptides a partir des
données MS/MS, I’automatisation de I’interprétation de novo des spectres reste difficile. En effet n’existe pas a
ce jour une banque de glycopeptides a méme de fournir des données de comparaisons avec les données
expérimentales de MS/MS. De plus, les tailles des glycopeptides dans des digestes sont trés variées et
dépendantes des endoprotéases utilisés et des différentes glycoformes présentes sur chaque site de
glycosylation. Mais la véritable difficult¢é de I’automatisation d’identification et de caractérisation de
glycopeptides reste surtout liée a la grande différence de fragmentation de glycopeptides qui sont trés
dépendants des spectrométres de masse utilisés et du mode de fragmentation MS/MS utilisé. En effet, étant
donné que tres peu de fragments de peptides sont observés dans les spectres, il est difficile d’établir la séquence
en acides aminés de glycopeptides a partir des spectres MS/MS.

Pour ces multiples raisons, beaucoup de logiciel développés a ce jour nécessitent de connaitre la
séquence en acides aminés des glycoprotéines **°. Et pour limiter le nombre de faux positifs, Iutilisation de
spectrométres de masse de trés hautes résolution de type FTICR * est parfois indispensable. Des problémes liés
a la compatibilité avec les formats des listes de masse se posent également dans certains cas, puisque certains
logiciels sont développés uniquement pour un constructeur de spectrométres de masse. Il faut noter également
que ces logiciels sont souvent développés avec un nombre limité d’endoprotéases classiquement utilisées en
protéomique comme la trypsine, I’Asp N, la Glu C et la chymotrypsine, alors que d’autres endoprotéases
comme la pronase, protéinase K, pepsine, papaine, et la subtilisine ont été utilisés avec succes pour la
caractérisation de glycopeptides *" ">. Ces outils imposent ainsi une stratégie d’analyse qui n’est pas forcement
la mieux adaptée dans un contexte ou un autre. Enfin, certains programmes, semblent prometteurs mais ne sont
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utilisables que sur de trés petites quantités de données °’. Ainsi, il n’a y a pas a ce jour, de logiciel permettant
d’effectuer une interprétation de spectres MS/MS de glycopeptides présents dans un mélange inconnue de
maniére indépendante.
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Conclusion

La glycosylation est ’'une des modifications post-traductionnelles les plus courantes et posséde un role
essentiel dans la fonction biologique des protéines. Cependant, la caractérisation de glycoprotéines reste trés
complexe en partie & cause de leur hétérogénéité et le manque de matériel standard de référence *°.

Pour caractériser aussi finement que possible les protéines N-glycosylées, un certain nombre de critéres
sont a prendre alors en considération comme par exemple, la qualité et la quantité du matériel, la taille de la
glycoprotéine, son hétérogénéité, la complexité de 1’échantillon et I’information précisément recherchée sur les
glycoprotéines. Pour parvenir a cette caractérisation des protéines N-glycosylées, il est donc nécessaire de
mettre en place des méthodologies combinant plusieurs techniques et approches analytiques aussi bien au
niveau de la préparation d’échantillon, de ’acquisition des données MS et MS/MS, que I’interprétation des
résultats. Ces techniques et approches analytiques vont apporter des ¢léments de caractérisation
complémentaires nécessaire pour la caractérisation. Chacune des étapes demande une grande expertise et doit
étre adaptée au contexte d’étude.

Deux grandes stratégies sont utilisées pour la caractérisation des glycoprotéines. La premicre stratégie
consiste a déglycosyler les glycopeptides obtenus apres digestion de la glycoprotéine par une endoprotéase et
d’analyser les glycanes libres et les peptides séparément. Les récents progres réalisés au niveau de la sensibilité
et de la résolution de nouvelle génération de spectrométres de masse ont favorisé le développement d’une
deuxiéme stratégie qui consiste a analyser les glycopeptides intacts. Cette stratégie permet ainsi de travailler
avec de faible quantité¢ de matériel et de déterminer a la fois la composition de 1’oligosaccharide, le site de
glycosylation, mais également la micro-hétérogénéité ce qui n’est pas le cas de la premicre stratégie. Ces deux
stratégies ont été combinées dans la Partie Résultats, Chapitre 4, pour tirer profit des avantages de chacune des
deux stratégies.

Si Dinterprétation de spectres MS/MS de peptides non glycosylés est aujourd’hui entiérement
automatisée, il n’en est pas de méme pour les spectres de glycopeptides, puisque les quelques logiciels existant
a ce jour fonctionnent de maniére semi-automatique avec une partie des €tapes entiérement manuelle. De plus
ces logiciels fonctionnent sur la base d’une connaissance préalable du type de glycosylation, de la
glycoprotéine et parfois imposent un mode opératoire bien déterminé (un spectrometre de masse particulier ou
une enzyme particuliere a utilisée). En outre, les quantités de données prises en charge par ces logiciels sont
parfois limitées.

Pour éviter toutes ces contraintes un grand nombre de spectres MS/MS des glycopeptides sont encore
enticrement interprété manuellement (cf. Partie Résultats, Chapitre 4). Et pour faciliter la localisation des
spectres MS/MS de glycopeptides on utilise alors les ions diagnostiques formés a partir de la fragmentation
partielle des oligosaccharides de glycopeptides (cf. Partie Résultats, Chapitre 4).

Aujourd’hui face a des données de spectrométrie de masse de plus en plus volumineuses et qui portent
sur des échantillons pour la plupart trés complexes ou sur des especes parfois trés hétérogeénes, il apparait
indispensable de développer des méthodologies adaptées a chaque contexte mais aussi des logiciels plus
¢élaborés et universels afin de faciliter I’interprétation de données MS/MS de glycopeptides.

Les projets communs comme MIRAGE lancé en novembre 2011 ’' | devraient permettre la centralisation
des informations de qualité de glycomique comme les données expérimentales LC MS/MS et données
biologiques du monde entier et la construction d’un base de données communes a toute la communauté de
glycomique a I’instar de Swissprot. De nouvelles directives sur les données MS et MS/MS des glycopeptides et
oligosaccharides devraient conduire dans les années a venir au développement des algorithmes d’interprétation
des spectres des MS/MS capable de fonctionner de maniére autonome et admis par toute la communauté de
glycomique.
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Chapitre 1 :

Etude du parasite Toxoplasma gondii responsable de la toxoplasmose

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le Dr. S. Tomavo de ’Institut Pasteur de Lille.

Ce sujet s’inscrit dans la continuité de la thése réalisée au laboratoire par Agnés Hovasse '. Au cours de
ce travail de these, une premiére étude de caractérisation d’une glycoprotéine de 7. gondii impliquée dans
I’invasion du parasite chez 1I’hdte a été menée. En parallele, une étude protéomique des facteurs de
transcriptions impliqués dans I’interconversion de la forme virulente en forme dormante du parasite avait
permis de mettre en évidence 39 facteurs de transcription > >,

Ces différentes études ont ainsi permis aux biologistes de dégager des pistes intéressantes pour ensuite
aller "décortiquer" la fonction biologique de chacune de ces protéines. L’¢étude des différentes protéines
parasitaires (TgGAPS50, les TgAlba et TgSORTLR) a donc fait 1’objet de ma thése.
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I. Contexte de cette étude

1. Toxoplasma gondii et 1a toxoplasmose

Toxoplasma gondii, I’agent pathogéne responsable de la toxoplasmose, a été isolé pour la premiére fois
en 1908 chez le rongeur africain Ctenodactylus gondii *°. T. gondii est un organisme eucaryote protozoaire et
un parasite obligatoire appartenant au phylum des Apicomplexa (sporozoaires) qui inclut d’autres pathogeénes
comme Plasmodium falciparum, responsable de la malaria chez I’homme.

T. gondii est trés répandu dans le monde et touche un large éventail d’hotes, principalement les animaux
a sang chaud, ce qui en fait un des parasites les plus étudiés. La prévalence de la toxoplasmose dans la
population humaine varie d’un pays a l’autre, en fonction des conditions d’hygiéne ou des habitudes
alimentaires. Des études épidémiologiques menées entre 1990 et 2001 ont montré que 23% aux USA et 58% en
France des populations étudiées étaient atteintes de toxoplasmose 7. Dans un rapport publié en 2005 par
I’Agence Francaise de Sécurit¢ Sanitaire des Aliments, la séroprévalence de la toxoplasmose en France était
estimée entre 50 et 70% de la population adulte *. Aujourd’hui, on estime a un tiers la population mondiale
infectée par la toxoplasmose.

La toxoplasmose est une maladie asymptomatique et bénigne mais peut étre fatale chez les individus
immunodéprimés comme cela est le cas pour les personnes atteintes du sida > '°. 1l existe plusieurs voies
d’infection de la toxoplasmose parmi lesquelles : 1’infection par ingestion '" ', I’infection congénitale > ¢,
I’infection par greffe d’organes ' '° et/ou encore celle par transfusion . La toxoplasmose congénitale,
cérébrale et oculaire sont les cas de toxoplasmose les plus cités chez I’homme '*. La toxoplasmose est a

.o , ;. . , . . 1
I’origine de nombreux avortements dans les élevages de bétail et a donc un impact économique important '°.

T. gondii a un cycle de vie appelé hétéroxéne, qui comporte une phase sexuée qui se déroule chez I’hote
définitif uniquement (le chat et d’autres félidés) et une phase de multiplication asexuée qui se déroule chez les
hétes intermédiaires (les animaux a sang chaud). Les hotes sont contaminés par ingestion d’aliments ou d’eau
souillés par des oocystes. Chez I’homme, 1’infection est le plus souvent causée par la consommation de fruits et
légumes non épluchés ou par la consommation de viandes crues. La toxoplasmose au cours d’une grossesse,
peut se transmettre d’une mere a I’enfant via le placenta (Figure 1).

Le parasite se présente sous différentes formes selon le stade de son évolution au cours de son cycle de
vie . On distingue les 4 stades parasitaires:

e e tachyzoite, qui désigne la forme virulente, se multiplie trés rapidement a ’intérieur d’une vacuole
parasitophore dans les cellules des hotes ;

e le bradyzoite, qui désigne la forme latente, se multiplie trés lentement dans les cellules des hotes, et
est souvent renfermé dans des kystes ;

e le sporozoite, désigne la forme infectieuse, provient de la sporulation des oocystes libérés dans les
matieres fécales par 1’hote définitif (chat et d’autres félidés) ;

Comme tout eucaryote, 7. gondii posséde la machinerie nécessaire a la synthése et au trafic de ses

propres protéines : noyau, appareil de Golgi, mitochondrie, réticulum endoplasmique (Figure 2). Cependant, 7.

gondii prolifere obligatoirement dans les cellules de ses hotes desquels il tire un certain nombre de nutriments
essentiels a son développement, et pour lesquelles il ne dispose pas de voie métabolique propre.
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Figure 1: Source de contamination de I’lhomme par 7. gondii *'.
Complexe (Lranule Appareil
membranaire ense de Golgi

Apicoplaste

) interne
Réticulum /‘
endoplasmique

Conoide

Rhoptrie
Mitochondrie
Membrane

Pole plasmique Pole
basale apicale
Figure 2. Schéma de Iultra-structure de la forme tachyzoite de Toxoplasma gondii **.

Trois organelles sécrétoires, spécifiques au phylum des Apicomplexa, sont présentes dans le cytoplasme
de T. gondii: les micronémes, les rhoptries et les granules denses. Ces organelles déversent leur contenu
protéique (ex. protéines telles que les rhoptries (ROP) et les micronémes (MIC)) dans la vacuole parasitophore
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autour du parasite a travers la membrane plasmique apres le conoide. Ces organelles sont impliquées dans
. . . . . N 232
I’invasion et dans ’interaction des parasites avec les cellules hotes >,

T. gondii comme les autres Apicomplexa, ne possede pas de cils ni flagelles pour sa mobilité. L’invasion
active du parasite est basée sur la présence d’une complexe moteur actine-myosine permettant la translocation
du pole apical vers le pdle basal du parasite. Ce mouvement par glissement est dépendant de la polymérisation
des filaments d’actines parasitaires avec lesquels interagissent les molécules de myosine. La machinerie

r . 1z 2
moléculaire responsable de ce mouvement porte le nom de "glidéosome" *°.

La conversion de la forme virulente tachyzoite a la forme latente bradyzoite et de la transformation de la
vacuole parasitophore en kyste est un phénomeéne fréquemment observé au cours de la réponse immunitaire des
hétes intermédiaires. Ce phénomeéne est contrdlé par I’inhibition de I’activité mitochondriale des parasites sous
I’influence de protéines du stress du toxoplasme > *. Ce processus d’inter-conversion est au centre de la
pathogenése, puisqu’il s’accompagne de I’activation ou de la répression des génes spécifiques * et pourrait
impliquer des processus de régulation transcriptionnelle encore mal connus.

2. Problématique et objectifs de I’étude

Les incidences graves de la toxoplasmose congénitale chez les nouveaux nés ou chez les patients
immunodéprimés comme les sidéens et les taux de prévalence élevés dans les populations, ont conduit des
équipes de recherche a se lancer dans la quéte de solutions thérapeutiques contre cette maladie. Ainsi des tests
de dépistage et de diagnostic de la toxoplasmose utilisant des antigenes dirigés contre les anticorps de 7. gondii
ont été proposés . La recherche de I’ADN parasitaire, comme par exemple le géne de SAGI par réaction en
chaine par Polymérase (RT-PCR), a permis de détecter la présence de 7. gondii chez un model murin *'. La
recherche de vaccins contre la toxoplasmose a conduit a la découverte du vaccin S48 d’abord utilisé chez les
ovins, et par la suite chez le chat *. Il n’existe a ce jour aucun de vaccin contre la toxoplasmose développée
pour I’homme. Le développement de vaccins contre la toxoplasmose passe par une meilleure connaissance du
parasite et de I’interaction hote-parasite. Il est donc nécessaire de mieux comprendre la biologie du parasite et
les mécanismes qui se mettent en place lors de I’infection.

L’étape d’invasion du parasite dans les cellules hotes est contrdlée par la motilité et la formation de
jonction mobile permettant & 7. gondii de pénétrer a I’intérieur des cellules de mammiferes. La présence de N-
glycoprotéines chez 7. gondii et la participation de N-glycosylation, dans le processus d’invasion chez les
Apicomplexa ont fait I’objet de controverse . De plus, I’absence des génes codant pour les enzymes de
transfert des N-glycanes sur les protéines chez certains Apicomplexa tel que le Plasmodium falciparum n’a fait
qu’alimenter cette controverse. Néanmoins quelques études ont mis en évidence la présence de glycoprotéines
chez T. gondii **.

L'étape cruciale de la pathogénicité de ce parasite réside dans sa conversion du stade virulent (tachyzoite)
au stade latent (bradyzoite) et inversement. Cette inter-conversion de 7. gondii permet 1’enkystement de 7.
gondii et le rend résistant aux attaques de médicaments tels que la pyriméthamine et la sulfadiazine lors des
traitements des formes graves de toxoplasmose chez les patients immunodéprimés *°. Dans les systémes
immunitaires affaiblis comme le cas des sidéens, le parasite enkysté (bradyzoite), peut reprendre sa forme
virulente tachyzoite et causer des encéphalites mortelles. Il a bien été mis en évidence que, les génes exprimés
pendant les deux phases (virulente et latente) sont différents **, et que le controle de la régulation de la
transcription est un facteur clé dans le processus de développement et la virulence *°. Cependant les protéines
qui contrdlent ce mécanisme de régulation des genes sont encore mal connues.

Trois organelles sécrétoires apicales : rhoptries, micronemes et granules denses sont essentiels pour
I’invasion, et la survie du parasite dans les cellules hotes. Les récepteurs qui sont impliqués dans le tri et le
transport des protéines présentes dans ces organelles sécrétoires ne sont pas encore connus mais sont au centre
du développement des stratégies thérapeutiques.

Ce travail a donc porté sur trois aspects fondamentaux de la biologie du parasite 7. gondii (la motilité, la
virulence et le trafic intracellulaire du parasite), avec pour objectif final d’apporter des éléments de réponse
moléculaire et donc de cibles pour développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

L’objectif commun entre ces 3 sous-projets (détaillés dans les trois parties ci-apres) est d’apporter des
connaissances sur la fonction biologique et sur les mécanismes d’action de plusieurs protéines clés de 7. gondii.
Ceci impliquait donc d’étudier les complexes protéiques dans lesquelles ces différentes protéines sont
impliquées et d’identifier leurs protéines partenaires.
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En effet, les interactions protéines-protéines sont impliquées dans de nombreuses fonctions essentielles
pour le parasite telles que la régulation de 1’expression des génes, les voies de signalisation, le transport
intracellulaire des protéines ou la modulation de la spécificité d’un substrat pour une enzyme, etc. La
caractérisation de ces complexes est donc essentielle pour une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires intracellulaires. Pour étudier ces complexes protéiques, la combinaison de méthodes d’immuno-
purification (pour enrichir en complexes protéiques) et 1’analyse protéomique par spectrométric de masse
représentent des méthodes de choix *” **. Ainsi des techniques d’immuno-purification ont été mises en place
lors de notre étude pour « piocher » les complexes protéiques concernés par I’intermédiaire d’une protéine
appat qui correspond a protéine cible étudiée.

Dans une premiére partie, nous avons abordé 1’étude du complexe multi-protéique du "glidéosome" et
plus particuliérement, le role des glycosylations sur les interactions des protéines partenaires de la N-
glycoprotéine impliquée dans la motilité parasitaire, TeGAP50 (Toxoplosma gondii Glideosome Associated
Protein 50).

Dans une deuxiéme partie, nous avons abordé¢ 1’étude de deux protéines identifiées comme
spécifiquement liées a certains motifs d’ADN ou d’ARN indispensables a la transcription ou traduction
induisant le changement de formes de 7. gondii. Ces deux protéines nommées TgAlba (7. gondii Acetylation
Lower Binding Affinity) présentent de fortes homologies avec des protéines d’archaebactéries ** *. Nos
investigations ont porté plus spécifiquement sur 1’identification des protéines partenaires de ces deux facteurs
de transcription Alba chez T. gondii.

Dans une troisiéme partie, nous nous sommes intéressés a un récepteur membranaire putatif nommé
TgSORTLR (Toxoplasma gondii Sortilin-Like Receptor), homologue de la sortiline humaine qui est décrite
notamment pour jouer un role dans la maladie d’Alzheimer et le métabolisme du cholestérol *" .

Nous conclurons le chapitre par I’ensemble des apports de notre travail de protéomique dans 1’étude du
parasite 7. gondii et les différentes perspectives.
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II. Identification des protéines impliquées dans I’intrusion du parasite chez
I’hote

Ce travail a fait I’objet d’un article publi¢ dans Molecular & Cellular Proteomics * disponible dans
I’annexe 1.

1. Contexte et objectif de cette étude

Une étude protéomique et glycomique menée au laboratoire >, a permis d’identifier 15 protéines dont 6
sont impliquées dans l'invasion de la cellule hote par le parasite. TgGAPS50 encore appelée "Membrane anchor
for myosin XIV precursor” était I’'une des glycoprotéines identifiées. TeGAPS50 fait partie des constituants
principaux du "glidéosome". Le "glidéosome" est un complexe macromoléculaire, constitué de protéines
adhésives du cytoplasme mais également libérées par les micronémes dans la région apicale et transloquées
vers le pdle basal par I’action des filaments d’actine et de myosine ancrés dans le complexe membranaire
interne. TgGAPS50 est une protéine membranaire, qui constitue le point essentiel d’ancrage de I’ensemble du
mécanisme d’invasion des cellules hotes et posséde trois sites consensus de glycosylation Asn-X-(Ser/Thr):
Asn'”, Asn'®, Asn***. Parmi les trois sites de glycosylation, un seul (Asn'*) avec deux glycoformes avait pu
étre identifié °. Grice a une stratégie spécifiquement développée pour I’analyse de glycopeptides, la
caractérisation des 3 sites avec la description de leur micro-hétérogénéité a pu étre réalisée .

Ce travail présente 1’étude protéomique d’identification des partenaires de TgGAPS0 glycosylée et non
glycosylée avec pour objectif de déterminer I’impact de la glycosylation de TgGAPS50 dans le processus
d’invasion du parasite chez 1’hote.

2. Stratégie d’analyse protéomique des complexes protéiques de TgGAPS0

a. Description des échantillons

Deux types de parasites différents exprimant d’un coté, le clone de la protéine TgGAPS50 sauvage
TgGAP50wt HA-FLAG sous sa forme glycosylée, et de ’autre un mutant de TgGAP50mx HA-FLAG non
glycosylé, ont été produits en grande quantité (10° parasites pour chaque type de parasite). Le mutant
TgGAP50mx HA-FLAG a été produit par mutagénése dirigée, par remplacement de chacune des asparagines
101, 136 et 228 par des alanines pour empécher la glycosylation de TgGAP50 chez le mutant. Les parasites
exprimant chacun différentes formes de TgGAPS50 ont été lysés et les contenus cytoplasmiques ont été purifiés
par chromatographie d’affinité (billes FLAG M2 agarose Sigma-Aldrich) spécifique anti-FLAG *".

Les ¢luats de chaque purification ont ensuite été concentrés et séparés sur gel SDS-PAGE. Apres
coloration au bleu de Coomassie, les bandes de gels SDS-PAGE obtenues ont été découpées de fagon
systématique pour 1’analyse nanoLC-MS/MS.

Les protocoles utilisés pour la préparation des échantillons sont détaillés dans la partie expérimentale de
la publication (Annexe 1).

b. Analyses nanoLC-MS/MS

La stratégie adoptée pour I’identification des partenaires de TgGAPS0 glycosylée et non glycosylée est
décrite sur la Figure 3.
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Extraits protéiques de TeGAP50mx HA-FLAG Extraits protéiques de TeGAP50wt HA-FLAG
‘ .
Purification par Chromatographie d’affinité anti-FLAG

| o

| Gel SDS-PAGE |

Réduction, Alkylation, Digestion trypsique in gel

¥ v

Analyse nanoLC-MS/MS (Q-TOF maXis, Bruker)

| v

Identification des différents partenaires protéiques de T¢GAP50 a
I’aide de Mascot et OMSSA

U

Liste de protéines partenaires de TgeGAP50

Figure 3. Stratégie globale d’analyse protéomique pour I’identification des partenaires protéiques de TgGAP50 glycosylée et non
glycosylée.

La faible quantité de matériel due a la préparation des échantillons, nous a conduit a faire une dé-
complexification des échantillons sur gel SDS-PAGE, afin de séparer les protéines mineurs des protéines
majoritaires suivant leur poids moléculaires. Pour 1’analyse nanoLC-MS/MS, notre choix a porté sur un
couplage entre la nanoACQUITY Ultra-performance-LC (Waters) avec un spectromeétre de masse de type Q-
TOF (maXis, Bruker). Ce systéme nanoACQUITY avec les petites particules de ses nano-colonnes offre une
bonne résolution chromatographique avec des pics fins permettant de gagner en sensibilité. Quant au Q-TOF, il
posséde une vitesse de balayage assez rapide (quelques millisecondes (ms)) pour permettre le séquencage d’un
grand nombre de peptides €élués et une trés bonne précision de masse de I’ordre de 5 ppm en MS.

Pour I’identification des protéines partenaires de TgGAPS50 deux algorithmes de recherche (Mascot et
Open Mass Spectrometry Search Algorithm OMSSA) ont été utilisés pour augmenter la fiabilité des résultats **
*_ Les paramétres utilisés lors de ces recherches et les critéres de validation des résultats sont décrits dans les
résultats publiés (Annexe 1).

3. Résultats publiés

Les analyses nanoLC-MS/MS des bandes de gel SDS-PAGE des partenaires de TgGAP50 sauvage
glycosylée (protéine native non mutée) ont permis d’identifier une vingtaine de protéines de fonctions
biologiques connues et d’autres de fonctions biologiques inconnues "hypothetical protein". Parmi les protéines
de fonction connue, nous avons identifi¢ différents composants du "glidéosome" (TgGAP45, TgMLC1 et
TgMyoA), I’actine, des enzymes de la glycolyse ainsi que des protéines intervenant dans le trafic
intracellulaire. Parmi les protéines inconnues, un certain nombre avait des segments transmembranaires
putatifs, et présentaient des sites consensus de N-glycosylation (Annexe 1, Tableau 1). Ces protéines seraient
potentiellement des protéines membranaires encore non décrites.

La comparaison des résultats d’identification des partenaires de TgGAPS50 sauvage et les résultats
d’identification des partenaires TgGAP50 mutante non glycosylée, a permis de montrer 1’absence de certaine
protéines chez le mutant TgGAP50. Par exemple, TgGAP45, les enzymes de glycolyse et quelques protéines
inconnues n’ont pas été identifiées chez le mutant (Annexe 1, Tableau 1). Ces résultats montrent la spécificité
de la N-glycosylation de TgGAPS50 dans les interactions protéines-protéines du "glidéosome". De plus, grace a
I’alignement de séquences des protéines inconnues identifiées, des protéines orthologues aux protéines des
Apicomplexa (P. falciparum, N caninum, C. parvum et E. tenella) ont pu étre identifiées par homologie de
séquence *. En outre des segments transmembranaires putatifs ont pu étre identifiés chez certaines de ces
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protéines inconnues, et qui sont considérées désormais comme des protéines potentiellement impliquées dans
I’invasion du parasite.

Conclusion

Grace a la stratégie d’analyse protéomique des partenaires de TgGAP50 glycosylée et non glycosylée,
nous avons identifié les composants du "glidéosome" et des protéines intervenant dans le trafic intracellulaire.
La comparaison des résultats obtenus pour le mutant et la protéine TgGAPS50 sauvage, a permis d’identifier les
protéines du complexe membranaire interne directement impactées par la glycosylation de TgGAPS50. En outre,
les expériences de mutagénése dirigée de chacun des sites consensus de glycosylation de TgGAP50 et de co-
localisation par microscopie confocale faites par nos collaborateurs biologistes ont permis de montrer que ces
sites de glycosylation ne jouent pas tous le méme role. Par exemple, la mutation de 1’asparagine du site 101 ou
du site 136 par une alanine ou des trois sites, a conduit a une délocalisation de 75% de TgGAPS50 par rapport
aux autres protéines du "glidéosome" alors que la mutation du site 228 n’a provoqué qu’une délocalisation de
25%. L’ensemble de ces études démontre le role fondamental de la glycosylation dans la formation et le
maintien du complexe membranaire impliqué dans I’invasion du parasite dans les cellules hotes.

Ces études de protéomique ont permis d’orienter le choix des tests biologiques menés par nos
collaborateurs biologistes. Par exemple, le suivi de I’expression des génes des protéines "hypothetical" a
montré que certaines d’entre elles avaient le méme profil d’expression que TeGAP50 *°. Les expériences de
microscopie confocale sur des parasites exprimant les mutants et la protéine TgGAP50 sauvage ont permis de
confirmer la co-localisation des TgGAPS50 et de certaines protéines identifiées par analyse protéomique.
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Annexe 1: Publication

Unusual N-glycan structures required for trafficking Toxoplasma gondii GAPS0 to
the inner membrane complex regulate host cell entry through parasite motility

Fauquenoy, S. ; Hovasse, A. ; Sloves, P. J. ; Morelle, W. ; Dilezitoko Alayi, T. ; Slomianny, C.;
Werkmeister, E. ; Schaeffer, C. ; Van Dorsselaer, A. ; Tomavo, S.

Molecular & cellular proteomics, 2011, 10:9
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Unusual N-glycan Structures Required for
Trafficking Toxoplasma gondii GAP50 to the
Inner Membrane Complex Regulate Host Cell
Entry Through Parasite Motility*s
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Toxoplasma gondii motility, which is essential for host cell
entry, migration through host tissues, and invasion, is a
unique form of actin-dependent gliding. It is powered by a
motor complex mainly composed of myosin heavy chain
A, myosin light chain 1, gliding associated proteins
GAP45, and GAP50, the only integral membrane anchor so
far described. In the present study, we have combined
glycomic and proteomic approaches to demonstrate that
all three potential N-glycosylated sites of GAP50 are oc-
cupied by unusual N-glycan structures that are rarely
found on mature mammalian glycoproteins. Using site-
directed mutagenesis, we show that N-glycosylation is a
prerequisite for GAP50 transport from the endoplasmic
reticulum to the Golgi apparatus and for its subsequent
delivery into the inner complex membrane. Assembly of
key partners into the gliding complex, and parasite motil-
ity are severely impaired in the unglycosylated GAP50
mutants. Furthermore, comparative affinity purification
using N-glycosylated and unglycosylated GAP50 as bait
identified three novel hypothetical proteins including the
recently described gliding associated protein GAP40, and
we demonstrate that N-glycans are required for efficient
binding to gliding partners. Collectively, these results pro-
vide the first detailed analyses of T. gondii N-glycosylation
functions that are vital for parasite motility and host cell
entry. Molecular & Cellular Proteomics 10: 10.1074/
mcp.M111.008953, 1-17, 2011.
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Apicomplexans are protozoan intracellular parasites that
cause many life threatening diseases of humans and animals
including malaria (Plasmodium spp.), chicken coccidiosis
(Eimeria spp.), lymphoproliferative diseases of cattle (Theleria
spp.), as well as some of the opportunistic infections associ-
ated with AIDS patients (Cryptosporidium parvum and Toxo-
plasma gondii). Among apicomplexan parasites, T. gondii is
uniquely adapted to infect a wide range of hosts, including
virtually all warm blooded animals. Like all other apicompl-
exan parasites, the ability of T. gondii to invade host cells is
critical for its survival and its ability to egress from host cells
is equally essential to ensure its survival and proliferation
through host tissues. Therefore, the apicomplexan parasites
require motility to migrate through distinct invertebrates
and/or vertebrate hosts and internationalize themselves within
targeted host cells. Yet, these parasites lack the classical
means of motility such as flagellum, cilia, pseudopodia, and
lamellipodia. Instead, they move by a unique form of actin-
based locomotion called gliding motility, which is character-
ized by circular, forward twisting and rolling movements (1, 2).

Gliding motility requires apical organelles such as mi-
cronemes for efficient release of micronemal adhesin proteins
(MIC2) onto the parasite surface for directional attachment (3).
The cytoplasmic tail of extracellular T. gondii adhesin MIC2 is
linked internally to an anchor, the glycolytic enzyme aldolase,
which in turn mediates association with actin filaments under-
lying the plasma membrane (4) (also depicted in Fig. 9). Ulti-
mately, the unique mechanism of parasite gliding motility is
dependent on the interaction of actin filaments and the type
XIV myosin (TgMyoA) located between the plasma membrane
and its underlying outer flattened membrane cisternae, called
the inner membrane complex (IMC)" (see Fig. 9). The motor

" The abbreviations used are: ER, endoplasmic reticulum; DMEM,
Dulbecco’s modified Eagle’s medium; GAP, gliding-associated pro-
tein; HFF, human foreskin fibroblast; HA, hemagglutinin; IP, immuno-
precipitation; IMC, inner membrane complex; MyoA, myosin A; MLC,
myosin light chain; DHB, 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB, Sigma);
PFA, paraformaldehyde.
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Crucial Roles of Toxoplasma N-glycans

essential for gliding motility in apicomplexan parasites is com-
posed of a tetrameric complex encompassing MyoA, a myo-
sin tail interacting protein also called myosin light chain 1
(MLCH1) (5-7), and the two glideosome-associated proteins
GAP45 and GAP50, which are anchored to the outer IMC
membrane (8, 9). GAP50 is firmly immobilized in the IMC and
considered to act as a fixed anchor for the motor complex
(10). To power the forward movement of apicomplexan par-
asites, myosin pulls the actin filaments and their attached
adhesins rearward. This requires the GAP-myosin complex to
be anchored to the IMC and the underlying cytoskeleton
(9-11), in addition to energy and diverse regulatory events.
Most importantly, the gliding machinery (including MyoA,
MLC1, GAP45, and GAP50) appears to be highly and exclu-
sively conserved across Apicomplexa species (12). Therefore,
the elucidation of molecular mechanisms controlling gliding
motility and, ultimately the invasion of and egress from host
cells could be valuable for the development of new therapeu-
tic strategies against these major human and animal patho-
gens. A recent study focusing on TgMLC1 demonstrated that
the mechanical activity of Class XIV myosins (TgMyoA) can be
modulated by a small-molecule inhibitor of myosin motor
activity, which interferes with the post-translational modifica-
tions of its associated light chains (13). The regulation of
gliding motility can also be controlled at additional stages,
including actin polymerization (14) and calcium-mediated se-
cretion of adhesins (15). The final assembly of the gliding
motor is controlled by phosphorylation of pre-assembled
TgGAP45-MyoA-MLC1 complex (16). In addition, the gliding
associating protein GAP45 is modified by acylation, whereas
GAP50 is an integral membrane protein of the IMC. Both
GAP45 and GAP50 were proposed to anchor MyoA to the
IMC (9). The precomplex MyoA-MLC1-GAP45 is anchored to
the IMC through association with GAP50 and GAP45, whose
acylation by both myristoylation and palmitoylation appears
as potentially important translational modifications (17). T.
gondii is also capable of mobilizing its main source of energy
by differential sub-localization of glycolytic enzymes, which
are located between the plasma membrane and IMC, instead
of being normally present in the parasite cytoplasm (18). This
novel location of glycolytic enzymes, which remain pellicle-
associated until parasites have completed host cell invasion,
probably optimizes ATP delivery required for gliding motility.

Despite the importance of N-glycosylation of proteins, a
relatively common post-translational modification of eukary-
otic proteins translocated into the endoplasmic reticulum,
several studies have suggested that this is a rare event in
apicomplexan parasites (19, 20). Indeed, the presence of
N-glycosylation for the gliding associated protein TgGAPS50,
which was initially suspected by Gaskins et al. (9), has only
recently been demonstrated by us and others (21, 22). Be-
yond a very limited number of N-glycoproteins discovered in
the parasite, the precise functions of N-glycans are still un-
known in T. gondii. Here, we present evidence that the un-

usual N-glycan structures on the TgGAP50 protein are crucial
for its trafficking through ER/Golgi apparatus to a final loading
into the IMC, and for its subsequent interactions with other
key gliding partners. Our study provides insight into how
N-glycosylation regulates the trafficking of GAP50 and its
association to other members of the actin-myosin motor com-
plex and also demonstrates that N-glycosylation is important
for parasite motility and host cell entry.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Culture of Parasites—Human foreskin fibroblasts (HFFs) were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Invitro-
gen) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, Invitrogen), 2 mm
L-glutamine, Invitrogen) and 10 000 U/ml Penicillin-Streptomycin (In-
vitrogen). Tachyzoites from T. gondii RH strain were grown in mono-
layers of HFF cells until they lysed the host cells spontaneously. Freed
tachyzoites were harvested and purified using glass wool columns
and 3-mm pore filters followed by centrifugation at 2200 rpm for 15
min.

Cloning of TgGAP50 into T. gondii Expressing Vector and Site-
Directed Mutagenesis—The gene encoding TgGAP50 protein was
obtained in http://www.toxodb.org and the following forward and
reverse primers, 5’-ccggctgcagATGGCAGGCGCCCCCGTC-3" and
5'-ccggcetgcagTTTCATGTAGCGAGAGAGACCGTTC-3', were de-
signed to amplify the complete open reading frame of TgGAP50 using
cDNA from tachyzoites of RH strain and Accuprime TagDNA Poly-
merase High Fidelity (Invitrogen). The PCR product was purified and
cloned in pMAH14 plasmid using Pstl restriction site and nucleotide
sequence accuracy was checked by DNA sequencing. The pMAH14
vector allows fusion at the C-terminus with the HAFLAG tag and
expression of TgGAP50-HAFLAG was under the control of the GRA1
promoter (23). The selectable marker, bleomycin, was amplified from
pTub5Bleo plasmid by PCR, sequenced and subcloned via Kpnl
restriction sites into pTgGAP50-HAFLAG, resulting in a pMAH14-
TgGAP50-HAFLAG vector containing the bleomycin-selectable
marker (under the control of tubulin promoter) for the cloning of
transgenic stable parasites (23). The replacement of individual and all
three potential N-glycosylation sites (Asn101, 136 and 228) of
TgGAP50 to Ala was performed by PCR using QuickChange Site-
Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). The plasmid pMAH14TgGAP50-
HAFLAG encoding the wild-type GAP50 protein was used as template
with the following primer pairs, which allow mutation of Asn residues
(underlined): 5'-GGCGGAGTTTCCAGCCTGGCGGACACCAGGTGG-
CAATCC-3', 5’-GGATTGCCACCTGGTGTCCGCCAGGCTGGAAAC-
TCCGCC-3' for the first potential N-glycosylation site (the mutant was
designated pMAH14TgGAPS50 N_101A-HAFLAG); 5'-GTCGATGACT-
GGAGTAGAGCGTACACCTCTGAGGCCCTG-3', 5'CAGGGCCTCA-
GAGGTG TACGCTCTACTCCAGTCATCGAC-3' for the second po-
tential N-glycosylation site (PMAH14TgGAP50 N_136-A-HAFLAG);
5'TCGTCGTTCCCGTTCTCGGCGGTGACGAGTCG CGCCTGG-3/,
5'-CCAGGCGCGACTCGTCACCGCCGAGAACGGGAACGACGA-3’ for
the third potential N-glycosylation site (PMAH14TgGAP50N_228-A-
HAFLAG). The following double mutants were also generated:
pPMAH14TgGAP50N_101_136-AA-HAFLAG, pMAH14TgGAP50 N-
101_228-AA-HAFLAG, pMAH14TgGAPS50N_136_228-AA-HAFLAG.
Finally, the triple mutant pMAH14TgGAP50 N_101_136_228_AAA-
HAFLAG plasmid was made by successive PCR and site-directed
mutation that sequentially replaced all three Asn to Ala. In addition,
the GRA1 promoter was replaced by the putative TgGAP50 promoter
using genomic DNA corresponding to 2.2 kb chosen upstream of the
ATG of the gene coding GAP50. The following forward and reverse
primers were used to amplify the promoter region of TgGAP50 and
PCR product was cloned between BamHI and Smal restriction sites:

10.1074/mcp.M111.008953-2
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5’-ccggeccgggTTITGGAGTTGGCCGAGAGCAG-3' and 5'-ccgggag-
ctcGCAAAGCATTGGTAAGCACGTGC-3'.

Transient and Stable T. gondii Transfections and Immunofluores-
cence Assay— Transient transfection was performed using 100 ng of
circular plasmids corresponding to wild type and mutated TgGAP50
into 107 tachyzoites of the RH strain. After transfection, the parasites
were loaded onto confluent monolayers of HFF and 24 h later the
intracellular tachyzoites were fixed and processed for immunofluo-
rescence assay. Stable T. gondii transformants were obtained by two
selections of transfected tachyzoites in DMEM supplemented with 10
mmM Hepes and 50 png/ml phleomycin (InvivoGen) for 4 h at 37 °C or 5
ng/ml phleomycin for 10 h at 37 °C and the resistant parasites were
cloned by limiting dilution. Intracellular transfected tachyzoites were
fixed for 30 min in 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered
saline (PBS), permeabilized and saturated in PBS containing 0.2%
Triton X-100 and 0.1 m glycine at room temperature for 15 min.
Samples were blocked with 5% FCS in the same buffer and mouse
monoclonal anti-HA.11 antibodies (Covance), diluted at 1:1000, were
added to parasites in the same buffer for one hour at 37 °C. Rabbit
secondary antibody coupled to Alexa-488 (Molecular Probes), diluted
at 1:1000 was added in addition to DAPI for nucleus staining. For
colocalization assays, the rabbit antibodies specific to IMC1 (gener-
ous gift of Dr G Ward, University of Vermont, USA), anti-GAP45,
anti-MLC1 (kindly provided by Dr D Soldati, University of Geneva,
Switzerland) and the goat secondary antibody coupled to Alexa-594
(Molecular Probes) were used at the same dilution. Fluorescence was
visualized with a ZEISS Axiophot microscope whereas confocal im-
aging was performed with a LSM710 microscope (Zeiss) and a Plan
Apochromat objective (Plan-Apochromat 63x/1.40 QOil DIC M27,
Zeiss). The associated software (Zen 2008) enabled the adjustment of
acquisition parameters. Overlay images were assembled with Image
J (National Institutes of Health).

Gene Knockin for Epitope-tagged Protein Expression in T. gondlii—
The plasmid for the gene knockin of the hypothetical proteins was
made with the pLIC-HA-DHFR plasmid. A DNA fragment of 2165-bp
upstream of the stop codon from the TGME49_049850 genomic
sequence was cloned in the Pacl restriction site of the pLIC-HA-
DHFR plasmid with the ligation independent cloning techniques,
using the following primers: 5'-TACTTCCAATCCAATTTAATGCGAG-
AAGGAACA CCAAATCGGAATCTG-3' and 5'- TCCTCCACTTCCAA-
TTTTAGCGCTCGAATGGGCTTCGT CGTCA-3'. For the cloning of the
4386-bp upstream of the stop codon from the TGME49_020950
genomic sequence, the following primers were used: 5-TACTTCCA-
ATCCAATTTAATGCA AAGTGTGGTTGTTCGACATTTCGATTTC-3’
and 5'-TCCTCCACTTCCAATTTTAGCCTCG GACTCACAAGCCAGT-
GAATAC-3'. For the cloning of the 2700-bp upstream of the stop
codon from the TGME49_058060 genomic sequence, the primers
used were: 5'-TACTTCCAATCCAAT TTAATGCGTGCGCGCGCCTT-
TTTCAGC-3' and 5'-TCCTCCACTTCCAATTTTAGCTTTGC CTTCG-
ACCAAGTCCA-3'. The plasmid corresponding to TGME49_049850
was digested with BssHIl restriction enzyme whereas TGME49_
020950 plasmid was cut with BssHIl, and TGME49_058060 plasmid
with BstBl. Ten micrograms of each digested plasmid were trans-
fected in 5 X 10° tachyzoites from Ku80 strain and stable parasites
were obtained after a selection with 1 um pyrimethamine. Emerging
resistant parasites were loaded onto a new confluent monolayer of
HFF cells without pyrimethamine and cloned by limiting dilution.

Affinity Purification Using Anti-FLAG Chromatography—For pilot
experiments, immunopurification of the different TgGAP50-HAFLAG
tagged proteins was performed using anti-FLAG M2 Affinity beads
(Sigma-Aldrich) and 108 stable transformants were lysed in Tris-
buffered saline (TBS) (50 mm Tris.HCI, pH 7.4 containing 1% Triton
X-100, 150 mm NaCl, 1 mm EDTA) for 1h at 4 °C. After centrifugation,
lysates were cleared at 14,000 rpm at 30 min and incubated overnight

at 4 °C with 50 ul of anti-FLAG M2 beads under agitation. After five
washes in TBS, bound proteins were eluted with 2X SDS Laemmli
buffer and subjected to SDS-PAGE followed by Western blots. A large
scale purification of TgGAP50 partners was performed with lysate
from 5 X 10'° stable transformants expressing the wild-type
TgGAP50-HAFLAG and incubated with 1 ml of anti-FLAG beads.
After five washes with TBS, the bound proteins were eluted with 0.1
M glycine.HCI pH 2.5 and neutralized with 0.1 m Tris.HCI pH 9.4.
Following SDS-PAGE and Coomassie blue staining, the band corre-
sponding to GAP50-HAFLAG was excised and processed for gly-
comic and proteomic analyses. Comparative proteomic analyses
were also performed using lysates from equal numbers (10'°) of
parasites from stable wild type expressing triple N-glycosylated
GAP50-HAFLAG tachyzoites and completely N-deglycosylated
GAP50-HAFLAG parasites. In this case, the affinity chromatography
was performed under higher salt stringency using TBS containing 0.5
M NaCl and bound proteins were also eluted with 0.1 m glycine.HCI pH
2.5 and neutralized with 0.1 m Tris.HCI pH 9.4. The eluted proteins
were dialyzed and concentrated before SDS-PAGE analysis followed
by Coomassie blue staining.

Protein Identification and N-glycopeptide Analysis by Mass Spec-
trometry —Reduction, alkylation and tryptic in-gel digestion were per-
formed as previously described (22). For N-glycopeptide analysis, the
band corresponding to TgGAP50-HAFLAG was also treated overnight
with 1.25 pg of chymotrypsin (Roche, Mannheim, Germany) at room
temperature. Both digests were analyzed by C18 reversed phase
nanoHPLC on a nanoACQUITY Ultra-Performance-LC system cou-
pled to a Q-TOF maXis (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) mass
spectrometer. The complete system was fully controlled by Hystar 3.2
(Bruker Daltonics). For tandem MS experiments, the system was
operated in the data-dependant mode with 3 tandem MS (MS/MS)
scans.

For N-glycopeptides analysis, oxonium ions for glycopeptide de-
tection were generated using alternate collision energy in the collision
cell (10/28 eV). Glycopeptides were highlighted by searching MS data
for the presence of the 204.09 m/z HexNAc and the 366.14 m/z
Hex(HexNAc) and confirmed by fragment ions generated by CID from
liquid chromatography (LC)-MS/MS data. The glycopeptide se-
quences were validated by manual assignment of peptide fragment
ions as previously described (24). Mass data collected during nano-
LC-MS/MS analysis were processed, converted into ".mgf files using
Data Analysis 4.0 software (Bruker Daltonics). MS and MS/MS data
were analyzed using the Mascot 2.2.0 algorithm (Matrix Science,
London, UK) and OMSSA (Open Mass Spectrometry Search Algo-
rithm) (25). For peptide identification, an in-house generated protein
database composed of protein sequences of Toxoplasma gondii
downloaded from NCBInr (February 17, 2010) concatenated with
reversed copies of all sequences (total 51258 entries) was used.
Searches were performed with a mass tolerance of 5 ppm in MS
mode and 0.02 Da in MS/MS mode. Enzyme specified was trypsin
and one missed cleavage per peptide was allowed. Variable modifi-
cations were taken into account such as carbamidomethylation of
cysteine residues and oxidation of methionine residues. Neither pro-
tein molecular weight nor isoelectric point constrains were applied.
The Mascot and OMSSA results were loaded into the Scaffold soft-
ware (Proteome Software, Portland, OR). To minimize false positive
identifications, results were subjected to very stringent filtering criteria
as follows: 1) for the identification of proteins with two peptides or
more, a Mascot ion score must be higher than 20 and had to be
minimum 10 below the 95% Mascot significance threshold (“Identity
score”) or an OMSSA E-value above -log(e3) was required; 2) in the
case of single peptide hits, the Mascot score of the unique peptide
must be higher than 25 and had a minimal “difference score” of 5 than
the “Identity score” and the OMSSA E-value must be greater than 6.
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The target-decoy database search allowed us to control and estimate
the false positive identification rate of our study (26, 27). Thus, the
final catalogue of proteins presents an estimated false positive rate
below 0.5%.

Determination of N-glycan Structures Using Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS)—The
Coomassie-stained bands were excised from the gel, destained and
the protein was then reduced and alkylated with iodoacetamide as
previously described (28). After PNGase F digestion, N-glycans were
eluted from the gel pieces and desalted on minicolumns with 10 mg
of nonporous graphitized carbon followed by mass spectrometry.
MALDI-TOF MS experiments were carried out on Voyager Elite
DE-STR Pro instrument (PersSeptive Biosystem, Framingham, MA)
equipped with a pulsed nitrogen laser (337 nm) and a gridless delayed
extraction ion source. The spectrometer was operated in positive
reflectron mode by delayed extraction with an accelerating voltage of
20 kV and a pulse delay time of 200 nsec and a grid voltage of 66%.
All spectra shown represent accumulated spectra obtained by 500
laser shots. Sample was prepared by mixing 1 ul aliquot (5 to 10
picomoles) with 1 ul of matrix solution, on the MALDI sample plate.
The matrix solution was prepared by saturating methanol-water (1:1)
with DHB (10 mg/ml). The on-target a-mannosidase digestion was
performed on desalted N-glycans dissolved with water at 5 to 10
picomoles/ul and incubated with Jack bean a-mannosidase (EC
3.2.1.24, Sigma Chemicals). One pl of the sample was spotted on the
MALDI sample plate and 1 ul of 10 mm ammonium acetate (pH 4.5),
and 35 mU of a-mannosidase were added. The MALDI plate was then
placed in a crystallization beaker containing water, at 37 °C for 6 h.
The enzymatic reaction was terminated by addition of 1 ul of a matrix
solution (DHB) and the sample was analyzed by MALDI-TOF-MS.
Ribonuclease B (Sigma Chemicals, St. Louis, MO) was used as con-
trol N-glycoprotein.

Biochemical Analyses of Glycoform Heterogeneity Using LC-MS—
Five microliters of chymotrypsin GAP50 digest were analyzed by
nanoLC-MS using the nanoACQUITY Ultra-Performance-LC system
(UPLC, Waters, Milford, MA) coupled to a SYNAPT High Definition
Mass Spectrometry quadrupole time-of-flight tandem mass spec-
trometer (Waters, Milford, MA) equipped with a nano-electrospray
source. Extraction of the current ions corresponding to the different
glycoforms, identified by preliminary MS/MS experiments, was per-
formed (m/z 1150.0, 1231.0, 1245.5, 1326.5, 1407.5, 1261.0, 1342.1,
1423.1, = 0.2 Da) and for each glycosylation site, MS spectra of
glycopeptides elution zone were combined.

In Vitro Gliding Assay, Host Cell Invasion and Proliferation Assay—
The wild-type parasites, ectopic GAP50-HAFLAG expressers and
completely deglycosylated GAP50-HAFLAG parasites, treated or un-
treated with 5-10 ug/ml of tunicamycin, were released 30 h post-
infection and filtered in DMEM containing 10 mm Hepes and 1 mm
EGTA. After centrifugation at 1000 rpm for 10 min, the parasite pellet
was resuspended in the same medium and the parasites were al-
lowed to move for 15min at 37 °C on slides previously coated over-
night with 50% FCS prepared in PBS. Slides were immediately fixed
with 4% PFA and processed for immunofluorescence assays using
antibodies specific to the major surface antigen SAG1 in PBS. Trails
of gliding parasites were visualized with a Zeiss Axiophot microscope.
These treated or untreated wild type, ectopic expresser and com-
pletely deglycosylated GAP50 expressing parasites were also resus-
pended with DMEM medium containing 10% FCS, 2 mm L-glutamine
and 10 000 U/ml Penicillin-Streptomycin, loaded onto confluent
monolayer HFF cells and grown for 24 h at 37 °C. The intracellular
parasites were fixed and stained with monoclonal antibody specific to
SAG1 for immunofluorescence as above and intracellular tachyzoites
were counted under Zeiss Axiophot microscopy.

RESULTS

Ectopic Expression of the Integral Membrane Anchor
GAP50 of the T. gondii Gliding Motor—We and others have
previously shown that GAP50, the membrane anchor for the
gliding motor complex in T. gondli, contains potential N-linked
oligosaccharides (9, 21, and 22). We have previously investi-
gated the N-glycosylation status of T. gondii by exploring the
presence of N-glycosylated peptides isolated from trypsin-
digested total detergent extract proteins followed by exten-
sive glycomic and proteomic analyses. This led to the identi-
fication of one N-glycopeptide of GAP50, which carries
immature oligomannosidic glycans (22). To gain more insight
into protein N-glycosylation functions in T. gondii, we decided
to determine the fine structures of N-glycan chains of all three
potential N-glycosylation sites: Asn residues at position 101,
136, and 228. Toward this goal, we engineered stable T.
gondii transgenic parasites, ectopically expressing HAFLAG-
tagged GAP50 protein, using both endogenous GAP50 and
heterologous dense granule GRA7 gene promoters. We
chose the heterologous GRA1 promoter because the weak
expression driven by GAP50 promoter yields an insufficient
amount of protein for further classical glycomic (gas chroma-
tography coupled to mass spectrometry) and proteomic anal-
yses. To ascertain if, like the wild-type GAP50 protein, the
ectopically expressed GAP50-HAFLAG protein (under GRAT
promoter control) localizes in the IMC, we first investigated
the localization of GAP50-HAFLAG protein using specific
anti-HA antibodies and indirect immunofluorescence visual-
ized by confocal microscopy. This confirmed that the ectop-
ically expressed GAP50-HAFAG protein (green) was strongly
detected in the inner membrane complex, which was stained
with monoclonal antibodies specific to IMC1 (red), a major
component of the subpellicular network that tightly apposes
the cytoplasmic face of the IMC (29) (supplemental
Fig. S1, panel A). The GAP50-HAFLAG protein was shown to
be in association with the newly formed IMC membranes of
daughter parasites (supplemental Fig. S1, panel A). Proteomic
analyses using a large scale affinity purification of the
HAFLAG-tagged GAP50 and its binding partners under a low
salt stringency (see details under “Experimental Procedures”)
showed after separation by SDS-PAGE and Coomassie blue
staining (supplemental Fig. S1, panel B), all major known
gliding partners, such as myosin A (MyoA), myosin-light chain
(MLC1), glideosome associated proteins GAP45 and GAP50
(supplemental Table S1). Under these low salt stringency
conditions, other proteins identified by proteomics were eno-
lase, fructose-1, 6-bisphosphatase, glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase, hexokinase, lactate dehydrogenase,
phosphofructokinase and numerous hypothetical proteins
(supplemental Table S1 and supplemental Fig. S1, panel B).
Although, the pull down of the glycolytic enzymes is also
consistent with their dual role in both glycolysis and specific
relocation from the cytoplasm to IMC before host cell egress
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TaBLE |
Comparison of proteins that bind to N-glycosylated and unglycosylated GAP50-HAFLAG using nanoLC-MS/MS. The affinity purification was
performed under high stringency conditions and protein identity was determined using a protein database of T. gondii downloaded from NCBInr
databases. The corresponding identity in T. gondii databases (http://www/toxodb.org) and the different genome sequences of T. gondii strains
RH, GT1, VEG, and ME49 used for protein identification are shown. We identified three novel putative GAP50 binding proteins including GAP40,
which has been independently reported and validated as a novel glideosome component that interacts with GAP45 (34)

i N-glycosylated GAP50  Unglycosylated GAP50
Protein mli)rlztced?ar gyeosy - gyeosy - Number of Number of
Protein name and function accession iaht Number of unique Number of unique potential N-gly- transmembrane
numbers weDlg peptides/Percentage  peptides/Percentage  cosylation site domaine
(Da) sequence coverage sequence coverage
Glideosome and regulatory
proteins
Actin gii1703160 41891 3 12%
Actin depolymerizing factor, gii221481151 12904 2 21%
putative®
Gliding-associated protein 45, gii30840677 27316 2 13%
GAP457
Membrane anchor for myosin XIV  gii46948064 46590 18 47% 11 36% 3 1
precursor, GAP50?
Myosin A, putative® gii221483418 93319 33 56% 11 15%
Myosin light chain TgMLC1?2 gii16580144 24107 8 65% 2 11%
Glideosome multiprotein complex
Actin gii1703160 41891 7 24% 8 27%
Gliding-associated protein 45, gii30840677 27316 3 20%
GAP457
Membrane anchor for myosin XIV  gii46948064 46590 11 37% 8 26% 3 1
precursor, GAP50?
Myosin A, putative® gii221483418 93319 51 73% 15 22%
Myosin light chain TgMLC1? gii16580144 24107 4 25%
Unknown funtions
Conserved hypothetical protein®?  gii221480609 47891 4 11% 5 12% 2 1
TGME49 020950
Conserved hypothetical protein® gii221487120 23334 2 10%
TGME49 058060
Hypothetical protein, conserved®  gii221484942 43063 2 8% 1 9

TGME49 049850

@ Toxoplasma gondii.

® Toxoplasma gondii RH.

¢ Toxoplasma gondii GT1.
9 Toxoplasma gondii VEG.
¢ Toxoplasma gondii ME49.

to presumably provide ATP to the actin-myosin motor, as
reported by Pomel et al. (18), most of these enzymes and
proteins were not identified when higher salt stringency con-
ditions were used (Table I). This suggests that these abundant
glycolytic enzymes and hypothetical proteins could also be
nonspecific contaminants. However, none of these glideosome
components, glycolytic enzymes and hypothetical proteins was
identified when nonimmune purified IgGs and unrelated IgGs
specific to T. gondii sortilin-like receptor (22 and our unpub-
lished data) were used as negative controls for the pull down
experiments. In these cases, only few cytoplasmic organelles
such dense granules, micronemes, rhoptries, and ribosomal
proteins were detected and these nonspecific and irrelevant
components were therefore removed from the proteomic data.
In addition, Western blots performed with the affinity purified
materials and different specific polyclonal antibodies confirmed
the presence of all known glideosome proteins (Fig. 6, lanes
GAP50 WT), thereby demonstrating that the ectopic HAFLAG-
GAP50 fusion protein was full-length, had been properly tagged
and retained its ability to bind to gliding partners.

The Integral Membrane Anchor GAP50 of T. gondii Gliding
Motor Contains Unusual N-glycan Structures—The GAP50

protein was excised and purified from SDS-PAGE described
in supplemental Fig. S1, panel B, and the nature of its N-
glycans was determined after reduction, carboxyamidom-
ethylation, digestion with PNGase F, purification on a
non-porous graphitized carbon column followed by MALDI-
TOF-MS analyses. The predominant molecular ion corre-
sponding to HexgHexNAc, + Na™ (m/z 1419) and two addi-
tional weaker ions, Hex,HexNAc, + Na® (m/z 1581), and
HexgHexNAc, + Na™ (m/z 1743) were identified (Fig. 1A). To
discriminate the oligomannosylated type N-glycans from the
glucose-containing truncated glycans, the glycans were sub-
mitted to on-plate a-mannosidase digestion followed by
MALDI-TOF-MS analysis (Fig. 1B). After this treatment, two
new molecular ions were observed at m/z 771 (Hex,HexNAc,)
and 933 (HexzHexNAc,). The intensity of ion at m/z 1419
(HexgHexNAc,) was reduced, and this strongly suggests the
existence of an oligomannosylated type N-glycans with six
mannose residues. However, a significant a-mannose resist-
ant signal was also present (see enlarged insert in Fig. 1B).
These data suggest that other isomeric structures, which
probably correspond to terminal glucose-containing N-gly-
cans that are unaffected by a-mannosidase, are also present
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Fic. 1. T. gondii GAP50 contains unusual oligomannose-rich N-glycan with terminal glucose residues. MALDI-TOF-MS spectra of the
in-gel PNGase F released N-glycans from T. gondii GAP50-HAFLAG before (A) and after a-mannosidase digestion (B). Purified GAP50 (as
described in supplemental Fig. S1B) was excised, de-stained and the protein was reduced and alkylated with iodoacetamide. After in-gel
deglycosylation by treatment with PNGase F, the extracted glycans were purified on nonporous graphitized carbon solid phase extraction
cartridge and characterized by MALDI-TOF-MS analysis, as [M+Na]* pseudomolecular ions, before (A) and after on-plate a-mannosidase
digestion (B). Mass spectra were recorded in positive ion reflective mode. C, MALDI-TOF-MS spectrum of the PNGase F released N-glycans
from ribonuclease B after on-plate a-mannosidase digestion was used as positive control. D, Proposed structures of N-glycans on T. gondii
GAP50. The data do not exclude the presence of N-glycans with seven or eight mannose residues. Symbols were as follows:H, N-acetylglu-

cosamine; @, mannose; O, glucose.

on GAP50. We also checked whether a-mannose digestion
under our experimental conditions is optimal on a positive
control using on-plate a-mannosidase digestion applied to
free N-glycans of bovine ribonuclease B that contains well-
characterized oligomannosylated N-glycans composed of
HexsHexNAc,, HexgHexNAc, Hex;HexNAc, HexgHexNAc,
andHexgHexNAc,. Similarly, two major molecular ions were
also observed at m/z 771 (Hex,HexNAc,) and 933
(HexsHexNAc,) and a minor one at m/z 609 (Hex,;HexNAc,)
(Fig. 1C). The ions at m/z 1257 (HexgHexNAc,), 1419
(HexgHexNAc,), 1581 (Hex,HexNAc,), 1743 (HexgHexNAc,),
and 1905 (HexgHexNAc,) disappeared after the a-mannosi-
dase treatment, which demonstrates that these oligomanno-
sylated N-glycans of ribonuclease B were efficiently and sim-
ilarly digested by a«-mannosidase as for GAP50. We therefore
conclude that biochemical properties of N-glycans at m/z
1581 (Hex,HexNAc,) and 1743 (HexgHexNAc,), shown to be
unaffected by a-mannosidase, are consistent with the assign-
ment of terminal glucose-containing N-oligomannosidic
chains to these ions (Fig. 1D). In agreement with this state-
ment, no shift in electrophoretic migration was observed after
SDS-PAGE and Western blotting when GAP50 was incubated
with endo H, an exoglycosidase known to specifically cleave

off oligomannosylated glycans from N-glycoproteins, con-
firming the occupancy of GAP50 N-glycans by terminal glu-
cose or other sugars (21). In contrast, we demonstrated that
GAP50 was sensitive to PNGase F, resulting in a mobility shift
(Fig. 5C). Thus, we propose that N-glycan structures com-
posed of oligomannosylated type N-glycans (HexgHexNAc,)
and glucose-containing truncated glycans (Hexs_gHexNAc,)
are both linked to T. gondii GAP50 protein even though we
cannot rule out the presence of additional minor N-glycans
with seven mannose (m/z 1581) or eight mannose residues
(m/z 1743) (Fig. 1D).

Positioning N-glycan Structures on Asn-X-Ser/Thr Sequons
of T. gondii GAP50 and Glycoform Heterogeneity—To deter-
mine which N-glycan structure is precisely carried by each
individual N-glycosylation site in the GAP50 glycoprotein, the
in-gel purified protein was separately subjected to trypsin and
chymotrypsin digestions. Both digests were first analyzed by
LC-MS under conditions which generate glycan-specific frag-
ment ions (m/z 204.09 from HexNAc™ and m/z 366.14 from
HexHexNAc™) indicating the location of the glycopeptides in
the chromatogram. Based on the glycopeptide fragmentation
pattern, high-level confidence assignment for each glyco-
sylated site was identified by LC-MS/MS (Fig. 2, panels A-C).
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Fic. 2. Deciphering N-glycan structures and positioning on GAP50 protein. A, GAP50 glycopeptides were identified using nanoLC-MS/

MS. The MS/MS spectrum from the parent ion m/z

1150.48 corresponds to the chymotryptic peptide 22”SNVTSRAW?3* with the

N-glycosylation Hexg(HexNAc), in position Asn228. B, The MS/MS spectrum from parent ion at m/z = 1329.03 corresponds to the tryptic
peptide '*6NYTSEALR'#® with the N-glycosylation Hexg(HexNAc), in position Asn136. C, The MS/MS spectrum from parent ion at m/z =
1414.31 corresponds to the tryptic peptide “"VAANEHISFIASPGSNFLGGVSSLNDTR'®* with the N-glycosylation Hexg(HexNAc), in position
Asn101. Symbols were as follows: p, peptide; B, N-acetylglucosamine; ®, mannose; ®, hexose. (D-G) Chymotryptic digestion of GAP50-
HAFLAG profile using nanoLC-MS. D, Extracted ion chromatograms (m/z 1150.0, 1231.0 for peak 1; 1245.5, 1326.5, 1407.5 for peak 2; 1261.0,
1342.1, 1423.1, for peak 3; = 0.2 Da) indicated the elution zone of glycopeptides assigned by MS/MS. E, Combined mass spectrum of the
glycopeptides containing Asn228 eluting at 17 min (peak 1). F, Combined mass spectrum of the glycopeptides containing Asn136 eluting at
19 min (peak 2). G, Combined mass spectrum of the glycopeptides containing Asn101 eluting at 23 min (peak 3).

In the MS/MS spectrum of the doubly protonated parent ion at
m/z 1150.48 (Fig. 2A), the most intense fragment ion at
corresponds to peptide sequence
227SNVTSRAW?3* with one HexNAc. This interpretation is
based on the previous observation indicating that often the
MS/MS spectrum of doubly charged ion of a glycopeptide is
dominated by a fragment ion corresponding to the peptide
carrying a single HexNAc (30). This allows the identification of
peptide carrying the N-glycopeptide at Asn228 because only
one chymotryptic peptide is expected at mass 919.46 Da. The
corresponding spectrum displayed a series of single proto-
nated ion fragments higher than molecular ion at m/z 1150.48
and a series of lower double protonated ion fragments, most

m/z 1123.55

(1+)

of them corresponding to successive sugar neutral losses.
The other fragment ions are oxonium ions which correspond
to internal glycan fragmentations. Taken together, these data
demonstrate the presence of Hexgs HexNAc, structure at po-
sition Asn228 of GAP50. In addition, MS/MS spectra of mo-
lecular ions m/z 1329.03 (2+) and m/z 1414.31 (3+) displayed
intense ion fragments respectively at m/z 1156.54 (1+) and
m/z 1532.26 (2+), which represent the two other N-glyco-
sylated sites of the tryptic peptides '**NYTSEALR'*® and
""VAANEHISFIASPGSNFLGGVSSLNDTR'™*  carrying one
HexNAc on Asn136 and Asn101, respectively (Figs. 2B and
2C). These MS/MS spectra also revealed the structures of the
N-linked glycans, HexgHexNAc, at position Asn136 and
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Fic. 3. Mutations of N-glycosylation sites on GAP50 cause retention of the deglycosylated protein in the endoplasmic reticulum (ER)
and Golgi apparatus. Schematic representations showing the GAP50 gene sequences corresponding to the three potential N-glycosylated
sites in the wild-type GAP50-HAFLAG and the different mutants used for transient transfection and IFA are shown on /eft. (A-E) Location of
GAP50-HAFLAG, GAP50N_101-A-HAFLAG, GAP50N_136-A-HAFLAG and GAP50N_101_136_228-AAA-HAFLAG proteins (green) in intracel-
lular tachyzoites from wild-type RH strain using anti-HA and antibodies specific to another glideosome partner GAP45 (red). (F-J) Location of
GAP50-HAFLAG, GAP50N_101-A-HAFLAG, GAP50N_136-A-HAFLAG and GAP50N_101_136_228-AAA-HAFLAG proteins (green) in trans-
genic tachyzoites expressing the ER marker HDEL (HDEL-Red Florescent Protein). (K-O) Location of GAP50-HAFLAG, GAP50N_101-A-
HAFLAG, GAP50N_136-A-HAFLAG and GAP50N_101_136_228-AAA-HAFLAG proteins (green) in transgenic tachyzoites expressing the Golgi
marker GRASP (GRASP-Red Fluorescent Protein). The intracellular parasites shown in the merged pictures were transiently transfected and
analyzed 24 h postinfection. Scale bar, 5 um. Colocalization values are measured with the ImageJ software (NIH) and expressed as histograms
below each IFA column and the letters A-E, F-J, and K-O correspond to the corresponding IFA panels. Results are from two experiments each
measuring the colocalization within at least four to eight vacuoles each with four or eight transfected parasites. The ratio (% colocalized area)
was calculated using Red and Green Area Fraction/Red Area Fraction. Bars represent S.E. from two independent experiments (n = 2 and p <
0.05).

HexgHexNAc, at position Asn101, respectively. It should be Asn228 and Asn101 whereas Hexg (HexNAc) , and Hex,

noted that this MS-based approach led to the identification of
8 distinct glycopeptides assigned to the three glycosylation
sites as follows: Hexs_, HexNAc, (3 N-glycan chains) at po-
sition Asn101, Hexs_g HexNAc, (three N-glycan chains) at
position Asn136 and Hexs_, HexNAc, (two N-glycan chains)
at position Asn228. We showed that there was also hetero-
geneity of oligosaccharides at each three N-glycosylation
sites. A better picture of the relative abundance of the differ-
ent glycoforms present on each of the three N-glycosylated
sites was given by an LC-MS experiment (Figs. 2D-2G). The
N-glycan Hexg (HexNAC) , is the most predominant sugar on

(HexNAc) ,, are present in equal amount on the N-glycosyla-
tion site Asn136. Together, these data provide insights into
the structures, length, heterogeneity and topology of N-gly-
cans present on each Asn-X-Ser/Thr sequon of T. gondii
GAP50.

N-glycosylation is Required for Proper Targeting of GAP50
into the Inner Membrane Complex of T. gondii—Previous
studies have reported that N-glycosylation inhibition using
tunicamycin can affect parasite gliding (21, 22). We specu-
lated that the effect of tunicamycin on N-glycans of GAP50
may occur either by direct inhibition of N-glycosylation syn-
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thesis or through indirect and nonspecific effect, as tunica-
mycin-treatment of mammalian cells can also result in global
decrease of cellular protein synthesis (31). In the light of these
two possibilities, we first decided to determine whether ungly-
cosylated GAP50 can be used in vivo for proper targeting into
IMC and gliding motor assembly using reverse genetic ap-
proaches instead of biochemical assays with N-glycosylation
inhibitors. To address this issue, T. gondii GAP50 mutants
lacking one, two or three of the normally occupied N-glyco-
sylation sites were constructed by site directed mutagenesis
(replacement of Asn of the sequon to Ala) and the corre-
sponding expression vectors, under the control of homolo-
gous GAP50 promoter, were transfected into the parasites.
The localization of mutated GAP50 proteins tagged with
HAFLAG was analyzed by indirect immunofluorescence and
confocal microscopy. A schematic depicting the position and
number of sites mutated in GAP50 is shown on the left corner
of Fig. 3. Under the control of GAP50 promoter, the transgenic
wild-type GAP50-HAFLAG protein and GAP45 partially colo-
calized in the IMC, as expected (Fig. 3A). It should be noticed
that the signal of the ectopic GAP50-HAFLAG (green), which
is transiently expressed after transfection appeared only in
few areas of the inner membrane complex that are estimated
to cover ~70% (histogram A, yellow) of areas occupied by the
endogenous GAP45 signal that is used as a marker delineat-
ing the whole IMC surface (red, Fig. 3A). These data also
confirm the previous studies that indicate that the endoge-
nous GAP50 has lower turnover rates (10). Consistent with
these results, the stably expressing GAP50-HAFLAG protein
showed fluorescence signal that occupied the whole IMC
surface (supplemental Fig. S1, panel A). The mutation of the
first Asn at the position 101 in GAP50, however, revealed a
confocal fluorescence signal restricted to the parasite cyto-
plasm with a significant decrease of co-localization (about
25%) with GAP45 (Fig. 3B, histogram B). It is worth noting that
despite the presence of the two other sequons that were
demonstrated by glycomic approaches and enzymatic diges-
tions to be readily occupied by N-glycans (Figs. 2 and 5B), a
single replacement of the first N-glycosylation site Asn101 by
Ala prevents an efficient targeting of GAP50 into the IMC.
Moreover, the single mutation of the second N-glycosylation
site Asn136 behaves similar to the first Asn101 mutant, with
the mutated GAP50 protein detected mostly in the parasite
cytoplasm (Fig. 3C). About 25% of co-localization with GAP45
(Fig. 3C, histogram C) was observed despite the presence of
the two other sites Asn101 and Asn228 occupied by N-gly-
cans (Fig. 5B). In constrast, the mutation of the third N-gly-
cosylation site Asn228 reveals no changes in the classical
IMC localization, about 75% of this mutated GAP50 colocal-
ized with GAP45 in the IMC (Fig. 3D, histogram D), similarly to
the wild-type GAP50 (Fig. 3A, histogram A). The mutants
lacking all three N-glycosylated sites show behavior similar to
the single first or second Asn-x-Ser/Thr sequon with a stron-
ger fluorescence signal surrounding the nucleus and more
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Fic. 4. Ectopic expression of double mutant GAP50 prevents
targeting of the deglycosylated GAP50 protein into T. gondii inner
membrane complex. Schematic representations showing the
GAP50 gene sequences corresponding to the three potential N-gly-
cosylated sites in the wild-type GAP50-HAFLAG and the different
mutants used for transient transfection and IFA are shown on left.
Location of GAP50-HAFLAG (A-B), GAP50N_101_136-AA-HAFLAG
(C-D), GAP50N_136_228-HAFLAG (E-F) and GAP50N_101_228-AA-
HAFLAG (G-H) proteins in intracellular tachyzoites from wild-type RH
strain using anti-HA and anti-GAP45. These intracellular parasites
were transiently transfected and analyzed 24 h post-infection. Scale
bar, 5 um.

intra-cytoplasmic vesicles (Fig. 3E). In this case, about 25-
30% of deglycosylated GAP50 colocalized with GAP45 (Fig.
3E, histogram E). Taken together, these results strongly sug-
gest that mutation of either first, second or all three N-glyco-
sylation sites may cause the deglycosylated GAP50 protein to
remain in the perinuclear compartment defining T. gondii en-
doplasmic reticulum and Golgi apparatus.

The Deglycosylation of GAP50 Impaired Its Intracellular
Trafficking in T. gondii—We next focused on the intracellular
trafficking of deglycosylated GAP50 to know if the different
mutated GAP50 proteins reside in specific sub-cellular com-
partments of T. gondii. Therefore, we transfected the expres-
sion vectors corresponding to wild type and each deglyco-
sylated GAP50 protein into the transgenic parasite line, which
stably expressed a marker of the endoplasmic reticulum,
named HDEL, tagged to red fluorescent protein (RFP) (32).
The confocal images demonstrate that mutants at the first
(Fig. 3G), second (Fig. 3H), and all three (Fig. 3J) N-glyco-
sylated sites displayed fluorescence signals (green) that co-
localized with HDEL-RFP (red), suggesting that significant
levels of deglycosylated GAP50 (about 70% of colocalization,
histograms G, H and J) are retained in the parasite ER. In
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Fic. 5. Biochemical analysis of N-glycan site occupancy of wild type and mutated TgGAPS50. A, Both mislocalization of deglycosylated
GAP50N_101-A-HAFLAG, GAP50N_136-A-HAFLAG and GAP50N_101_136_228-AAA-HAFLAG mutants and classical location of wild-type
GAP50-HAFLAG and deglycosylated GAP50N_228-A-HAFLAG in the IMC were confirmed in stably transformed tachyzoites. B, Western blots
of lysates from the stable parasites expressing wild-type GAP50-HAFLAG (GAP50 WT) or mutants lacking one potential N-glycosylation site
(GAP50N_101-A, GAP50N_136-A, GAP50N_228-A) or all three N-glycosylation site (GAP50N_101_136_228-AAA) proteins. The samples were
reduced before electrophoresis. The absence of one or all three N-glycans was confirmed by the mobility shift of partial or fully deglycosylated
GAP50 relative to wild-type GAP50-HAFLAG. The housekeeping actin was used as a loading control. C, Analysis of N-glycan site occupancy
in wild-type GAP50-HAFLAG (GAP50 WT) or mutants lacking one potential N-glycosylation site (GAP50N_101-A, GAP50N_136-A,
GAP50N_228-A) or all three N-glycosylation site (GAP50N_101_136_228-AAA) after PNGase F digestion. Tachyzoite lysates were treated with
PNGase F (lanes 3) or with buffer alone (lanes 2) at 37 °C for 4 h and compared with untreated control (lanes 1). The samples were reduced
before electrophoresis followed by Western blots as above. After PNGase F treatments, all single deglycosylated mutants (GAP50N_101-A,
GAP50N_136-A, GAP50N_228-A) collapse into one major and faster mobility band that co-migrates with the triple deglycosylated mutant
(GAP50N101_136_228-AAA), itself insensitive to PNGase F, as expected (right panel, lane 3).

contrast, the wild-type GAP50 protein (Fig. 3F) and the third
N-glycan mutant (Fig. 3/) were mostly found in the IMC,
thereby only weakly detectable in the ER (histograms F and ).
In addition, when GAP50 protein mutants at the first, second,
and all three N-glycosylated sites were transfected in the
transgenic parasites, which stably expressed in T. gondii
Golgi apparatus, the RFP-tagged Golgi marker GRASP (33,
red signal), the fluorescence signal of these deglycosylated
GAP50 (green) significantly colocalized (about 75% of colo-
calization, histograms L, M and O) with GRASP protein (Figs.
3L, 3M, and 30, respectively). In the case of the wild type and
third N-glycan GAP50 mutant, again the deglycosylated and
wild-type proteins, which are correctly transported to the IMC
cannot be detected in the Golgi apparatus (Fig. 3K and 3N). In
this case, only 15-25% of colocalization was observed (his-
tograms K and N). In addition, we also created three inde-
pendent double mutants GAP50N101_N136AA (Fig. 4C
and 4D), GAP50N136_N228AA (Fig. 4E and 4F) and
GAP50N101_N228AA (Fig. 4G and 4H), which should lead to
simultaneous deglycosylation of GAP50 protein at two Asn
sites. Consistently, these double mutations prevent the trans-

port and insertion of their respective double mutated GAP50
protein into the IMC (Fig. 4), and these double deglycosylated
transgenic GAP50 retained in the ER and Golgi apparatus
(supplemental Fig. S2), similar to the single deglycosylated
GAP50 (Fig. 3). Taken together, our data strongly suggest that
the two first N-glycosylation sites are more critical for proper
trafficking of GAP50 than the third N-glycosylated site.
N-glycosylation is Critical for Association of GAP50 with
Other Components of T. gondii Glideosome—To investigate
whether the lack of N-glycans on GAP50 might have a direct
consequence in the formation of multi-complex proteins as-
sembled as glideosome components, stable transgenic par-
asites expressing GAP50 mutants and wild-type proteins
tagged to HAFLAG were generated (Fig. 5A). We confirmed
that in the stable transgenic parasite lines, which were cloned,
the deglycosylated GAP50 at the first (GAP50N_101-A), the
second (GAP50N_136-A) and at all three N-glycosylated sites
GAP50N_101_136_228-AAA, the mutated GAP50 was not
localized in the IMC whereas GAP50 proteins from stably
transformed wild-type HAFLAG-GAP50 and mutant at third
N-glycosylation site GAP50N_228-A-HAFLAG are readily
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Fic. 6. Deglycosylation of GAP50 prevents its association with other components of T. gondii glideosome. (A-D) Parasites expressing
wild-type GAP50-HAFLAG (GAP50 WT) or mutants lacking one potential N-glycosylation site (GAP50N_101-A, GAP50N_136-A,
GAP50N_228-A) or all three N-glycosylation sites (GAP50N_101_136_228-AAA) were subjected to immunoprecipitation (IP) with anti-FLAG
beads. Under non-reducing electrophoretic conditions, these Western blots (revealed with polyclonal antibodies specific to MyoA and MLC1)
showed that the mutations of the first two N-glycan sites reduced or completely abolished MyoA (A) and MLC1 (B) pull-down. C, Cross-linking
parasites expressing wild-type GAP50-HAFLAG (GAP50 WT) or mutants lacking one potential N-glycosylation site (GAP50N_101-A,
GAP50N_136-A, GAP50N_228-A) or all three N-glycosylation sites (GAP50_N101_136_228-AAA) with DSP followed by IP and Western blots
under reduced electrophoretic conditions demonstrated that the partial deglycosylated GAP50 in GAP50N_101-A, GAP50_N136-A and in the
complete unglycosylated GAP50N_101_136_228-AAA transgenic prevent interactions with key glideosome partners in vivo. Note that the lack
of N-glycan in the third site Asn (GAP50N_228-A) has no consequence on partner binding, instead this partial deglycosylated GAP50 behaves
similar to wild-type GAP50. D, Western blots of parasites expressing wild-type GAP50-HAFLAG (GAP50 WT) or mutants lacking one potential
N-glycosylation site (GAP50N_101-A, GAP50N_136-A, GAP50N_228-A) or all three N-glycosylation sites (GAP50N101_136_228-AAA) after IP
with anti-FLAG beads and staining with polyclonal antibodies specific to GAP45. Note the presence of GAP45 assembled with other
glideosome components as large macromolecular complexes under nonreduced electrophoretic conditions (black arrows). Note the presence
of a band of 55 kDa in the immunoprecipated materials derived from the wild type and deglycosylated mutants tested with the anti-GAP45

antibodies. This band, which could represent a cross-reacting protein, was not further investigated.

present in the IMC (Fig. 5A). In addition, we have also checked
the N-glycosylation status of all four stable mutant lines ex-
pressing transgenic GAP50 protein using crude protein ex-
tracts and Western blots. Fig. 5B shows that all three GAP50
mutants lacking respectively the first (GAP50N_101-A), sec-
ond (GAP50N_136-A) and third (GAP50N_228-A) of the nor-
mally occupied N-glycosylated sites shifted similarly and mi-
grate faster than the wild-type GAP50 protein (GAP50 WT).
These electrophoretic mobility shifts and co-migration pat-
terns were consistent with the molecular weight estimated at
52 kDa of the single mutated proteins lacking only one N-
glycans because the triple GAP50 mutant (lacking all three
N-glycans) displayed faster mobility shift with a molecular
mass estimated at 45 kDa (Fig. 5B, lane GAP50HA
N101_136_228-AAA) relative to the wild-type protein with a
molecular mass of 55 kDa (lane GAP50 HA WT). Consistent
with this conclusion, all three single mutants treated with
PNGase F, which removed the two remaining N-glycans, lead
to fully deglycosylated GAP50 species that co-migrate with
the genetically engineered triple GAP50 mutant (Fig. 5C).
Moreover, digestion of the wild-type GAP50 protein with
PGNase F confirmed the electropheretic mobility behavior of
triple deglycosylated GAP50 mutants. Altogether, these data
demonstrated that effective transfer of the two other N-gly-

cans occurs efficiently at some extends on each single mutant
protein even though we noticed faster migrating bands in the
first two mutants (Fig. 5B and 5C, lanes GAP50_N101-A and
GAP50N_136-A) that perhaps more likely suggested that mu-
tation of the first or second glycosylation site may also affect
glycosylation of the other sites. Consistent with this notion,
the fastest migrating species in the first mutant comigrates
with the fully deglycosylated protein (Fig. 5B and 5C, lanes
GAP50_N101-A).

Next, we examined the potential of deglycosylated GAP50
proteins to interact with glideosome partners. The stably
transgenic expressing wild type and deglycosylated mutants
were lysed with nonionic detergent (Triton X-100) and immu-
noprecipated using anti-FLAG beads. Fig. 6 shows that
the mutations of the first (GAP50N_101-A), second
(GAP50N_136-A) or all three N-glycosylation sites
(GAP50N_101_136_228-AAA), dramatically reduced the abil-
ity to co-immunoprecipate the key gliding partner, TgMyoA
(Fig. B6A). A significant reduction in the level of Myosin A-as-
sociated light chain 1 (MLC1, another actin-myosin motor)
pulled down by the three deglycosylated GAP50 proteins was
also noticed (Fig. 6B). To ensure that the wild type and mu-
tated HAFLAG-tagged GAP50 proteins, used to co-immuno-
precipitate partners, would reflect the association of glideo-
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some components in vivo, living transgenic parasites were
cross-linked with the reduction sensitive, cell-permeable
cross-linker dithiobis succinimidyl propionate (DSP), which
has a bond length of 7.7 Angstrém. After cross-linking, para-
sites were lysed with Triton X-100 followed by immunopre-
cipitation using anti-FLAG column. The binding protein com-
plexes were reduced by dithiothreitol before SDS-PAGE and
Western blots confirmed that the mutations of the first, sec-
ond or all three N-glycosylation sites prevent the ability of
these mutated proteins to co-immunoprecipitate GAP45, one
of its important partners involved in glideosome formation
(Fig. 6C). As expected, the mutation of the third N-glyco-
sylated site, which has no critical effect on trafficking and IMC
localization, readily immunoprecipitated GAP45 in a manner
similar to the wild-type GAP50 (Fig. 6C, lanes GAP50WT and
GAP50N_228-A). Taken together, these data are in good
agreement with the two-step assembly of the glideosome:
first, the transmembrane type | GAP50 protein is inserted in
the nascent IMC during daughter parasite formation and,
second, GAP45, TgMyoA and TgMLC are preformed cyto-
plasmic complexes, which associate to GAP50, already pres-
ent in the IMC (9). Therefore, we interpreted that the residual
binding of MyoA, MLC and GAP45 to deglycosylated GAP50
is likely because of the detergent lysis of transgenic parasites
that disrupts the ER/Golgi compartment where deglycosy-
lated GAP50 was stuck, thereby bringing GAP50 to the pre-
formed cytoplasmic GAP45-MyoA-MLC complexes to close
vicinity for binding. Thus, the single GAP50 mutant at the first
and second N-glycosylation site and the triple GAP50 mutant
protein, which result in deglycosylation of GAP50 proteins,
preventing proper trafficking to IMC, also implies the absence
of association with the other glideosome partners.
Glideosome Complexes are Disrupted by the Absence of
N-glycans on GAP50 —We discovered that, in contrast to
previous studies (9), a mild detergent extraction (1% Triton
X-100) followed by SDS-PAGE analysis under unreduced
conditions (without B-mercaptoethanol or dithiothreitol) in
SDS-containing buffers was insufficient to completely disso-
ciate all of the glideosome proteins, even after sample boiling
at 100 °C, suggesting that the glideosome proteins can form
a large stable and lower migrating complexes of about 125
kDa (Fig. 6D, lanes WT and GAP50N228-A, black arrows).
When this lower migrating protein complex (>120 kDa) was
excised after SDS-PAGE (supplemental Fig. S1, panel B) and
subjected to in-gel trypsin digestion followed by proteomic
analyses, we identified numerous peptides from all known
glideosome components such as GAP50, GAP45, MyoA,
MLC, and actin (Table I). The presence of all glideosome
components was confirmed by proteomic analyses under
lower (supplemental Table S1) and higher salt stringency (Ta-
ble I), and by Western blots using specific antibodies. These
data provide new evidence of the existence of a glideosome
multiprotein  complex containing GAP50, GAP45, MyoA,
MLC1, and actin, which cannot be dissociated under mild

detergent, boiling and unreduced electrophoretic conditions.
In light of the fact that myosin and actin are known to multi-
merize, it remains to estimate whether all proteins are in near
stoichiometric amounts in this glideosome multiprotein com-
plex. However, the tiny amounts of proteins that can be
isolated from the glideosome multiprotein complex did not
allow us to perform such quantitative proteomic experiments.

To further investigate the implications of N-glycosylation in
partner binding by GAP50, we have compared wild type,
single and triple deglycosylated GAP50 proteins in pull down
assays using anti-FLAG beads. In contrast to wild-type
GAP50 and the GAP50N_228-A mutant, we found that the
deglycosylated GAP50N_101-A, GAP50N_136-A and fully
deglycolylated GAP50N_101_136_228-AAA mutants were not
able to form significant levels of the faster migrating band
(Fig. 6D, lanes GAP50N_101-A, GAP50N_136-A and
GAP50N_101_136_228-AAA), similar to the absence of MyoA
and GAP45 binding (Fig. 6A and 6C).

Among the glideosome proteins identified under high salt
stringency in Table | is also GAP40, a polytopic protein of the
IMC, which has been recently validated as an additional
glideosome component (34). Our comparative proteomic
analyses also indicated that GAP40 (hypothetical protein
TGME49_049850) is present in both monomeric and large
macromolecular complexes pulled down with wild-type
GAP50, whereas the triple deglycosylated mutant failed to
immunoprecipitate GAP40 (Table I). As for GAP40, two other
novel hypothetical proteins (TGME49_020950 and TGME49_
058060) were also pulled down when GAP50 is N-glyco-
sylated (Table I). To get more insight into the possible roles of
these three novel hypothetical proteins that are pulled down
by GAP50-HAFLAG, we generated stable transgenic para-
sites that ectopically expressed these novel proteins using
knockin promoter targeting strategy that allowed the expres-
sion of HA tagged version of these genes in their correspond-
ing loci in the parasite genome. We confirmed that the hypo-
thetical protein coded by TGME49_049850, which has been
recently described as a novel gliding associated protein
GAP40 (34) colocalized with two IMC markers, GAP45 and
IMC1 (Fig. 7A). In contrast, the two other hypothetical pro-
teins, which were respectively coded by TGME49_020950
and TGME49_058060, were detected in dense granules and
also in the parasitophorous vacuole, suggesting that these
two other hypothetical proteins are unrelated components
that localized in the dense granules. Therefore, these two later
hypothetical proteins were not further investigated. Because,
we found that GAP40 protein can be only pulled down by
N-glycosylated GAP50, the role of N-glycans in the associa-
tion between GAP40 and other gliding partners was investi-
gated. When the parasites expressing GAP40-HA were incu-
bated with the N-glycosylation inhibitor tunicamycin, neither
GAP45 nor MLC1 protein can be immunoprecipated by
GAP40-HA (Fig. 7B, lanes 4). As a positive control, GAP45
and MLC1 can be specifically immunoprecipitated by
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GAP40-HA - . .
Knock in ™| Phase contrast GAP40-HA IMC1
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3 4 1 2 3 4
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FiG. 7. Gene knock-in for HA-tagged GAP40 expression in T.
gondii. A, Tachyzoites expressing the GAP40-HA protein (green)
under the control of its own promoter targeted by gene knock-in
strategy. A perfect colocalization between GAP40-HA fluorescence
signal and that of GAP45 (red, upper panels) and IMC1 (red, lower
panels), two markers of the inner membrane complex was observed.
Note the presence of GAP40 in the newly formed daughter parasites
(intracellular green dots), indicating that GAP40 is inserted as early as
GAP50 in the IMC of the daughter parasites. B, Western blots after
immunoprecipitation of GAP40-HA using detergent lysates from sta-
ble transgenic parasites and antibodies specific to HA. In addition to
GAP40-HA, two gliding partners GAP45 and MLC1 were shown to be
specifically immunoprecipitated. Lanes 1, total protein extracts from
transgenic GAP40-HA expressers; lanes 2, lysates were immunopre-
cipitated with anti-HA; lanes 3, lysates were immunoprecipitated with
negative sera; lane 4, lysates from transgenic GAP40 expressers
treated with tunicamycin were immunoprecipitated with mouse anti-
HA. Western blots were performed using rabbit anti-HA, anti-GAP45
and anti-MLCH1, respectively.

%

GAP40-HA in the absence of tunicamycin (lanes 2). Collec-
tively, these data support the notion that N-glycosylation is
important for the assembly of the glideosome components in
the parasite’s pellicle.

N-glycosylation of GAP50 is Pertinent to Parasite Motility
and Host Cell Invasion—We and others have previously re-
ported that tunicamycin, an inhibitor which prevents the ad-
dition of N-glycans to the Asn residues of N-glycoproteins,
also acts in a peculiar manner in T. gondii (21, 22) compared
with other eukaryotic cells. Although no obvious effects can
be seen during the first round of intracellular development of
tachyzoites inside the host cells, the tunicamycin-treated par-
asites were considerably reduced in motility and host cell
invasion when they ruptured from the cell and are engaged in
a second infection cycle. We observed that tunicamycin in-
duces important alterations in the biogenesis of T. gondii IMC
and the parasite motile apparatus are impaired. To determine
whether the effect of tunicamycin observed specifically in-
volved N-glycosylation of GAP50, we first wanted to knockout
the gene encoding wild-type GAP50 in the transgenic para-
sites already containing a second mutant copy of the gene,
which ectopically expressing either N-glycosylated or ungly-
cosylated GAP50 protein. As previously reported (9), our at-

tempts to knock-out GAP50 gene, despite the presence of the
second gene copy, have also been unsuccessful. Therefore,
we decided to investigate how the wild type and mutant
parasites ectopically expressing wild type and unglycosylated
GAP50-HAFLAG protein behave in the presence of tunicamy-
cin. It should be noted that we chose to study a transgenic line
where fluorescence and Western blot signals of ectopic
GAP50-HAFLAG were roughly comparable to endogenous
signals (9). In the transgenic parasites, the sum of GAP50
levels is made up of both ectopically expressed GAP50-
HAFLAG plus endogenous GAP50 and, as a consequence,
the overall GAP50 protein levels are higher than in wild-type
parasites. We then monitored the gliding of drug-treated and
untreated parasites using immunofluorescence staining to de-
tect the trails left on slides by motile parasites (Fig. 8). When
intracellular parasites expressing GAP50-HAFLAG protein ec-
topically in addition to wild-type GAP50 protein were incu-
bated with tunicamycin, the freshly released ectopic express-
ers were able to display linear trail motility that was longer
(Fig. 8D) than those of the normal wild type (Fig. 8B and triple
deglycosylated GAP50 mutant (Fig. 8F), also treated by the
same concentration of tunicamycin. We estimated that the
parasites expressing two copies of N-glycosylated GAP50
gene trailed three times longer than the two other parasite
lines (Fig. 8G). In the absence of tunicamycin, these ectop-
ically expressing GAP50 parasites displayed a normal cir-
cular gliding (Fig. 8C), a behavior typical of either wild type
(Fig. 8A) or fully deglycosylated GAP50-expressing para-
sites (Fig. 8E). Interestingly, we notice that the circular trail,
another characteristic of parasite motility, is completely
abolished in all parasite lines in the presence of tunicamycin
(Fig. 8, compare left panels A, C, and E to right panels B, D,
and F). To establish whether tunicamycin could inhibit the
host cell invasion of the three parasite lines, we monitored
host cell re-infection after the first cycle of intracellular
parasite treatment. Fig. 8H shows that the capability of the
ectopic GAP50-expressers to display longer trails or motility
in the presence of tunicamycin is consistent with these
transgenic parasites being able to invade new host cells
more efficiently (53%) than wild-type parasites (26%) and
unglycosylated GAP50 mutants (29%). This suggests that
tunicamycin does not completely shut down glycosylation
under our experimental conditions, and the over-expression
of GAP50 probably allows obtaining a larger share of the
available N-glycans than the wild-type GAP50. We conclude
that N-glycosylation plays key roles in the trafficking of
gliding components to the IMC, in the assembly of func-
tional glideosome that is required for parasite motility and
host cell invasion.

DISCUSSION

In this study, we demonstrate that N-linked glycosylation
plays two important roles in T. gondii GAP50. First, N-linked
glycans are essential for the correct intracellular trafficking of
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Fic. 8. Assessment of gliding motility by trail deposition and host cell invasion. (A, C, and E) Tachyzoites from wild-type RH strain,
ectopic GAP50-HAFLAG expressers and triple mutant (GAP50N101_136_228-AAA-HAFLAG) lines were treated with DMSO as a control. (B,
D, and F) The three transgenic lines treated with tunicamycin were released and allowed to glide on serum-coated slides and visualized by
staining with anti-SAG1 antibodies. Scale bar, 5 um. G, Quantification of the length of linear trails of tachyzoites from wild-type RH strain,
ectopic GAP50-HAFLAG expressers and triple mutant (GAP50N101_136_228-AAA-HAFLAG,) parasite lines treated with tunicamycin during the
first cycle of host cell infection as above. Results are mean + S.E. of at least three experiments (n = 3 and p < 0.005). H, Effect of tunicamycin
on host cell entry by tachyzoites from wild-type RH strain, ectopic GAP50-HAFLAG expressers and triple mutant (GAP50N101_136_228-
AAA-HAFLAG). The percentage of invaded host cell was calculated by comparing that of the untreated (DMSO control) and tunicamycin-
treated parasites, which were allowed to invade new HFF, fixed and stained with anti-SAG1 for IFA. Bars represent S.E. from three independent

experiments (n = 2 and p < 0.001).

GAP50 and for its insertion into the IMC, a structure that
powers parasite motility, migration through host tissues, host
cell invasion and egress. Second, the interactions between
components of the gliding machinery can be influenced by the
N-glycosylation status of GAP50. Although the third N-glyco-
sylation site is apparently not crucial, both the first or second
N-glycosylation sites has to carry at least one N-linked sugar
for GAP50 to be properly trafficked to the IMC. When drafting
this paper, we were aware about the discovery of GAP40, a
novel glideosome component recently validated by Frénal et
al. (34), thereby defining this motor machinery as being com-
posed of at least five proteins (MyoA-MLC1-GAP45-GAP50-
GAP40). We independently identified GAP40 during our study
as a hypothetical protein (TGME49_049850), which is present
in both monomeric protein and is associated with the glideo-
some multiprotein complex pulled down using higher salt

stringency. We showed that removal of N-glycans from
GAP50 results in dissociation of this glideosome multicom-
plex complex and losses of several key glideosome compo-
nents, including GAP40.

Interestingly, we also found that the two first key N-glyco-
sylation sites for GAP50 trafficking in T. gondii are well-con-
served in two other related apicomplexan parasites, Neospora
caninum and Eimeria tenella, whereas the third N-glycosyla-
tion site, apparently not essential, is absent in E. tenella
(supplemental Fig. S3). Furthermore, the two first putative
N-glycosylation sites are also present as divergent sequons in
GAP50 proteins of Plasmodia species. Despite, the apparent
lack of numerous genes coding glycosyl-transferases in-
volved in the assembly of complex N-glycan structures, bio-
chemical studies recently indicated that Plasmodium falcipa-
rum also synthesizes N-glycans that are shorter than that of
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Fic. 9. Proposed model of N-glycan functions of T. gondii GAP50 in trafficking and binding key glideosome partners. According to
the currently accepted model, which has been recently revisited and improved by Frénal et al. (34), our data indicate that N-glycosylation may
be a key post-translational modification for GAP50 transport through the classical ER-Golgi secretory pathway (left panel) until its final
destination, the IMC, where it will associate with other glideosome partners (right panel). The N-glycans on GAP50 are not only essential for
proper trafficking but probably also important for direct or indirect interactions with the other glideosome partners GAP45, GAP40, MLC1,

MyoA, and Actin.

mammalian and T. gondii counterparts (35, 36). Interestingly,
recent studies have also demonstrated that GAP50 of P.
falciparum is located in the endoplasmic reticulum in early
stage parasites (37). However, it remains to be determined if
the shorter N-glycan structures could also play a direct role
for trafficking P. falciparum GAP50 to the inner membrane
complex.

Our present study provides for first time insights into how
N-glycosylation could regulate correct protein folding and
trafficking of N-glycoproteins in a model of apicomplexan
parasites. It is tempting to hypothesize that in T. gondii, the
correct protein trafficking may be ensured by the unusual
N-glycan chains, which are present on the three potential
glycosylated sites of GAP50. These N-glycan chains are com-
posed of immature and truncated oligomannose-rich sugars,
which in some cases contain abnormally uncleaved terminal
glucoses that are rarely present on N-glycoproteins of higher
eukaryotes. In addition, our studies also provide evidence on
the degree of N-glycan heterogeneity and site occupancy on
GAP50. The absence of these N-glycans on the first two sites
of GAP50 held the mutated protein in the ER/Golgi. Thus, the
deglycosylated GAP50 cannot reach the IMC and participate
in glideosome formation.

Previous studies have recently proposed models of how the
glideosome is inserted in the IMC and this is schematically
depicted in Fig. 9, updated according to the potential of

N-glycosylation functions reported herein. This model sug-
gests that GAP50 functions as the protein that anchors the
glideosome via its transmembrane domain, with the much
larger N-terminal part of the protein being located in the lumen
of the IMC, except the last C-terminal six amino acids that is
involved in binding to GAP45, the novel GAP40 and the motor
MyoA-MLC1-Actin. Even though the simplest interpretation of
N-glycans functions on GAP50 protein could be that ungly-
cosylated GAP50 is stuck in the traffickihg ER and Golgi
pathway, thereby preventing its interactions with other glideo-
some partners, we also demonstrated that deglycosylated
GAP50 cannot physically bind to partners. This supports the
notion that glycan-glycan or glycan-protein interactions may
be involved in the glideosome formation and parasite’s mo-
tility. Furthermore, we show in this study that N-glycosylation
status of GAP50 is important for parasite gliding and host cell
invasion.

Because the three N-glycans of GAP50 protein are lo-
cated inside the lumen of the IMC, we hypothesize that
these N-glycan chains may impact glideosome assembly
and functions at the opposite side of the outer IMC mem-
brane through glycan-glycan and/or glycan-protein interac-
tions (Fig. 9). One of these GAP50 interacting partners that
could cross the outer IMC is the novel GAP40, which con-
tains nine spanning transmembrane domains and one po-
tential N-glycosylation site. However, the exact topology of
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GAP40, its precise N-glycosylation status and contribution
to the glideosome’s functions will await further experimental
investigations.

The conservation of the motor complex across apicom-
plexan parasites is further supported by the recent demon-
stration that gliding motility of these pathogens to invade
host cells can be inhibited in T. gondii (38), Cryptosporidium
(89), Theleria (40), and Babesia (41). Together with the pres-
ence of glideosome in Plasmodium falciparum (11, 12), we
conclude that a generic motor complex is used across the
phylum Apicomplexa and has been adapted to the variety of
post-translational modifications that can control glideo-
some functions, such as phosphorylation (16), acylation (17)
and N-glycosylation (21, 22, this study). A detailed under-
standing of the biological functions of factors that modulate
parasite motility, such as the unusual N-glycan structures
identified in T. gondii, and the conservation of this motor
complex with numerous hypothetical proteins exclusively
found in apicomplexan parasites highlights potential che-
motherapeutic targets that may be applicable for a wide
variety of these important human and livestock pathogens.
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III. Identification des facteurs de transcription qui gouvernent Ile
mécanisme de différenciation de 7. gondii de la forme virulente en forme
dormante

Ce travail a fait I’objet d’un article dans le Journal Molecular Biology (Annexe 2).

1. Contexte et objectif de cette étude

Des études récentes ont permis la découverte d’un large répertoire de "small RNA" encore jamais décrit
chez le tachyzoite. Or les "small RNA" sont largement reconnus chez d’autres organismes pour aider a la
régulation des facteurs de transcription et le maintien des télomeres. Cette découverte a montré que le
mécanisme de régulation de 1’expression des geénes de 7. gondii largement contrdlé par la transcription reste
encore mal connu V.

Dans le but d’identifier les facteurs de transcription responsables de la différenciation chez 7. gondii,
nous avons réalisé¢ une étude protéomique qui s’inscrit dans le cadre d’un projet ANR MIE (2009-2012). Nous
nous sommes attachés a identifier les protéines spécifiquement liées a certains motifs d’ADN ou ARN qui sont
indispensables a la transcription ou traduction induisant le changement de formes de 7. gondii. Dans une étude
préalable réalisée au laboratoire °, 39 protéines nucléaires avaient ont été identifiées, dont 21 "hypothetical
proteins" qui ne possédaient pas de fonction biologique décrite et parmi lesquelles plus de la moitié¢ n’avait pas
d’homologie avec des facteurs nucléaires connus.

De cette liste de protéines identifiées, 2 protéines nommées TgAlbal et TgAlba2 (7. gondii Acetylation
Lowers Binding Affinity) présentant de forte homologie avec des protéines d’archaebactéries > ** se sont
révélées particulierement intéressantes. Chez les archaebactéries, les protéines Alba sont les constituants
majeurs de la chromatine qui modulent la transcription **. L’interaction de ces protéines Alba avec les acides
nucléiques dépend considérablement de leur degré d’acétylation * et de leur capacité & former des diméres *.
Chez Trypanosoma brucei par exemple, les protéines Alba controlent 1’initiation de la transcription *° et la
différenciation >,

Afin de mieux comprendre les différents roles du complexe TgAlba dans la transcription et la traduction
des protéines, nous avons réalisé une étude protéomique des protéines co-purifiées avec les protéines TgAlbal
ou TgAlba2 grace a la technique du TAP-tag (Tandem affinity Purification tag).

2. Stratégie d’analyse protéomique des complexes protéiques des TgAlba

a. Description des échantillons

Les parasites ont ét¢ génétiquement modifiés pour exprimer deux formes différentes de la protéine
TgAlba soit sous la forme TgAlbal-TAP-tag soit sous la forme TgAlba2-TAP-tag. Les parasites ont été lysés
pour extraire les protéines de leur cytoplasme. Les différents complexes protéiques des protéines TgAlba ont
été purifiés par chromatographie d’affinité spécifique au tag et séparés sur gel SDS-PAGE. Les bandes de gel
obtenues ont été découpées de facon systématique tous les 5 mm pour 1’analyse par nanoLC-MS/MS. Les
protocoles utilisés pour la préparation des échantillons sont détaillés dans la partie expérimentale de la
publication de ces résultats (Annexe 2).

b. Analyse nanoLC-MS/MS

La stratégie adoptée pour I’identification des partenaires des protéines TgAlba est décrite sur la Figure 4.
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Extraits protéiques de TgAlba 1 TAP-Tag Extraits protéiques de TgAlba 2 TAP-Tag

{ ;

Purification par Chromatographie d’affinité anti-Tag

! o

Gel SDS-PAGE
] [ ]

Réduction, Alkylation, Digestion trypsique in gel

\d v

Analyse nanoLC-MS/MS (Q-TOF maXis et amaZon, Bruker)

b v

Identification des différents partenaires protéiques des protéines
cibles TgAlba a 1’aide de Mascot et OMSSA

U

Liste des protéines partenaires de chacune des protéines TgAlba

Figure 4. Stratégie globale d’analyse protéomique pour I’identification des partenaires protéiques des 2 protéines cibles TgAlbal et
TgAlba2.

Les analyses nanoLC-MS/MS ont été réalisées, soit sur une nanoACQUITY Ultra-performance-LC
(Waters) couplée a un spectrométre de masse de type Q-TOF (maXis, Bruker) soit un systéme nanoLC-
Chip/MS (Agilent) couplé a une trappe ionique amaZon (Bruker) dans le but de bénéficier des différents
avantages de chacun de ces systémes. Les parametres instrumentaux utilisés sont détaillés dans la partie
expérimentale des résultats soumis pour publication (Annexe 2). Les identifications des partenaires des
protéines TgAlba ont été faites avec deux algorithmes de recherche (Mascot et OMSSA) pour augmenter la
fiabilité des résultats. Une banque extraite de ToxoDB (www.toxodb.org) a été utilisée.

Les paramétres utilisés lors de cette recherche et les critéres de validation des résultats de la recherche
d’identification sont décrits dans les résultats soumis pour publication (Annexe 2).

3. Résultats publiés

L’analyse protéomique des partenaires des protéines TgAlba a permis de confirmer I’interaction entre les
deux protéines TgAlbal et TgAlba2, avec notamment 1’identification des 40 protéines partenaires communes
entre les deux protéines TgAlba.

De plus, TgAlba2 a été co-purifiée avec de nombreuses protéines impliquées dans la régulation de la
traduction, comme les sous-unités du facteur d’initiation de la traduction (eiF3). L’ensemble des sous-unités du
complexe HSP-chaperonin impliqué dans le repliement co-traductionnel des protéines, des sous-unités du
protéasome et les protéines ribosomales 40S et 60S ont été identifiées. De plus, parmi les partenaires putatifs de
TgAlba 2, nous avons identifié 10 des 12 sous-unités eiF3 codées dans le génome de 7. gondii et 9 des 16 des
sous unités de régulation du protéasome 26S.

Une protéine homologue a la famille SsossB, qui est décrite chez les archéobactéries comme partenaire
de I’ADN monobrin *, que nous avons appelée TgSsossB a été identifiée. Les protéines partenaires de
TgSsossB, ont été co-purifiées avec TgSsossB par la technique de TAG-Tag, et analysées par nanoLC-MS/MS
avec la méme approche méthodologique.

La comparaison des partenaires identifiés entre les protéines TgAlba et TgSsossB ont montré que 24
protéines (Tableau 1, Annexe 2) étaient communes entre les trois facteurs de transcription (Figure 5).
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Aucune acétylation sur les protéines TgAlba comme il est décrit chez les homologues Alba des
archéabactéries n’a pu étre identifiée. La méthodologie développée dans ce travail n’a pas été spécifiquement
développée pour la détection de protéines acétylées, ce qui pourrait expliquer ce résultat. En effet, 1’étude
spécifique des PTMs (Modifications Post-Traductionnelles) comme les acétylations nécessitent la purification
de protéines mais aussi des techniques d’enrichissement de peptides acétylés par immuno-affinité avec les
anticorps anti Acétylation-K .

Figure 5. Comparaison des protéines partenaires des
TgAlba et TgSsossB identifiées par analyse protéomique.
Les chiffres représentent les nombres de protéines
identifiées.

Conclusion

Nous avons adapté une stratégie d’analyse de complexes protéiques disponibles en faibles quantités et
permettant de limiter la contamination des échantillons par la kératine. Ainsi grace a la stratégie d’analyse
protéomique ciblant les complexes protéiques des protéines TgAlba purifiées par TAP-tag, nous avons pu
mettre en évidence le double role de régulation de la transcription et la traduction de ces protéines TgAlba.

Les résultats d’analyse protéomique ont permis de confirmer I’interaction entre TgAlbal et TgAlba2. De
plus, TgAlba2 est co-purifiée avec de nombreuses protéines impliquées dans la régulation de la traduction
comme les sous-unités du facteur d’initiation de la traduction eiF3. L’ensemble des sous-unités du complexe
HSP-chaperonin impliqué dans le repliement co-traductionnel des protéines ainsi que des sous-unités du
protéasome ont été de méme identifices. Il est important de noter qu’eiF3, le complexe chaperonin et le
protéasome sont connus pour interagir chez la levure >*. De plus, certaines combinaisons de sous-unités du
complexe eiF3 permettent la traduction spécifique de certains ARNm *. Ces données indiquent que le
complexe TgAlba serait aussi impliqué dans la régulation de la traduction spécifique de certain transcrits via
son interaction avec eiF3.

Parmi les protéines identifiées, certaines ont été sélectionnées et suivie par microscopie confocale par nos
collaborateurs biologistes, ce qui a permis de les localiser dans le cytoplasme du parasite. La co-localisation de
ces partenaires avec les protéines TgAlba et TgSsossB a confirmé leur réle dans les complexes protéiques
étudiés.

L’ensemble des résultats de ces études de protéomique et de biologie moléculaire a permis d’émettre une
hypothése selon laquelle, la traduction des transcrits de genes spécifiques de 7. gondii pourrait étre la fonction
potentielle de ces complexes multi-protéiques. Nous avons ainsi pu établir que le complexe TgAlba joue un
role important dans la régulation de la virulence du 7. gondii.

Ce travail de protéomique va se poursuivre au laboratoire par 1’¢tude des 19 autres partenaires putatifs de
I’ ADN précédemment identifiés °, avec une approche d’identification et quantification relative sans marquage
dite "label free".

Cette ¢tude pourra aider a découvrir le lien entre la régulation traductionnelle de I'expression des geénes, les
mécanismes de la virulence et la différenciation chez 7. gondii.
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Toxoplasma gondii Alba proteins are involved in translational

control of gene expression

Gissot M.; Walker R. ; Delhaye S. ; Alayi T D ; Huot L. ; Hot D.; Callebaut I. ; Schaeffer-Reiss C. ;
Van Dorsselaer A. ; Tomavo S.
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Abstract

Molecular mechanisms controlling gene expression in apicomplexan parasites remain poorly understood.
Here, we report the characterization of two Toxoplasma gondii homologs of the ancient archeal Alba
proteins named TgAlbal and TgAlba2. The targeted disruption of TgAlbal and TgAlba2 genes in both
virulent type | and avirulent type Il strains of T. gondii reveals that TgAlba proteins may have an
important role in regulating stress response. We found that although the steady-state level of the Tgalba2
transcript is increased in the ATgalbal null mutant parasites, the cognate TgAlba2 protein is
undetectable, suggesting that TgAlbal is required for translation of TgAlba2. Using a tandem affinity
purification tag strategy combined with proteomic analyses, we provide evidence that many factors
known to be involved in the translation machinery are co-purified with TgAlbal and TgAlba2. We further
performed RNA pull-down and microarray analyses to show that TgAlba1l and TgAlba2 bind to more than
30 RNAs including their own transcripts. Moreover, we demonstrate that the tight translational regulation
of the TgAlba2 endogenous transcript relies on the presence of both its 3" untranslated region and that of
the TgAlbal protein. Thus, our findings on TgAlbal and TgAlba2 are consistent with a role in gene-
specific translation.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Toxoplasma gondii belongs to the apicomplexan
phylum of eukaryotic parasites. T. gondii is respon-
sible for encephalitis in immunocompromised in-
dividuals and birth defects in the offspring of infected
mothers. The genetic tractability of T. gondii makes it
a useful model for the study of other apicomplexan
parasites.' The life cycle of T. gondiiis complex with
multiple differentiation steps that are critical to
parasite survival in intermediate and final hosts." It
has been described that the gene expression
profiles change dramatically during cell cycle and
differentiation.?> Nonetheless, the molecular mech-

0022-2836/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

anisms that control gene expression are still poorly
understood in T. gondii and other apicomplexan
parasites. The identification of numerous enzymes
that modify or remodel chromatin and the discovery
of a specific set of chromatin marks at the promoters
of expressed genes suggest an important role for
chromatin structure in T. gondii gene regulation.*™®
However, the identification of a novel family of plant-
like transcription factors together with DNA motifs
required for the transcription of genes indicates that
the control of transcription may also be important for
the regulation of gene expression in apicomplexan
parasites.”® For instance, it has been described that
Plasmodium sexual development relies on
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transcriptional and translational control of specific
genes, indicating that both mechanisms are impor-
tant for protein expression.®° Little is known about
translational control of gene expression in T. gondii
although several proteins deduced from the parasite
genome are potential factors for translational regu-
lation. Furthermore, discrepancies between the
transcriptome and the proteome have been reported
for T. gondii tachyzoites, suggesting that translation-
al control is likely pertinent to gene expression in the
parasite.’" For instance, it has been described that
even though the transcript level corresponding to
bsr4 gene was shown to be equally abundant in both
rapidly replicating tachyzoites and dormant brady-
zoites, the bsr4 protein is up-regulated only in
bradyzoites.'? It seems that T. gondii is able to
shut down the global translation of proteins after
stress-induced phosphorylation of the eukaryotic
initiation factor eif2a.'® It has been postulated that
this mechanism of translational control through
phosphorylation of eif2a may be particularly impor-
tant for extracellular survival and parasite
differentiation. '® In addition, the recent discovery of
a large repertoire of small RNA species in tachy-
zoites indicates that translational control may be
underestimated as a mechanism that regulates gene
expression in T. gondii.'*

In an effort to discover proteins that are poten-
tially involved in the regulation of gene expression
in T. gondii, two proteins containing a domain
similar to Alba proteins of archaebacteria were
identified.'® Proteins containing an Alba domain
have been first described in the crenarchaeal
genus but are also present in eukaryotes including
apicomplexan parasites. '® In archea, Alba proteins
are major components of chromatin and mediate
transcriptional repression through interactions with
nucleic acids. This interaction requires lysine
acetylation for protein dimerization.’”'® However,
Alba proteins in archea are also known to bind RNA
in vivo."® Crystal structures of Alba proteins
revealed that their fold is similar to prokaryotic
translation initiation factor 3 and other RNA binding
proteins.'® In Plasmodium berghei, three proteins
containing an Alba domain were co-purified with a
translation repression complex that is crucial for the
sexual cycle in mosquito.?° Similarly, Alba proteins
have also been reported to be involved in the
control of translation initiation and differentiation in
Trypanosoma brucei.?"?? In contrast, Plasmodium
falciparum Alba proteins have been shown to be
able to bind both DNA and RNA.?2* Altogether,
these studies reveal that Alba proteins may have
evolved to differentially bind DNA and RNA. In this
report, we provide evidence that T. gondii Alba
proteins define a new eukaryotic RNA binding
protein family that is involved in the translational
regulation of specific transcripts and may also have
an important role in parasite differentiation.

Results

Molecular characterization of TgAlba proteins

T. gondii Alba proteins were originally identified in
a screen for candidate factors involved in the
regulation of gene expression.'® TgAlba2
(TGME49_018820) is a small 148-amino-acid pro-
tein while TgAlbal (TGME49_021380) defines a
longer protein (247 amino acids) containing the Alba
domain at its N-terminus (Fig. S1). TgAlba2 belongs
to the Rpp20/Pop7 subfamily, and TgAlba1, which
possesses a long carboxy-terminal tail of ~100
amino acids composed of imperfect RGG repeats,
belongs to the Rpp25/Pop6 subfamily.

Recombinant glutathione S-transferase fusion pro-
teins were produced, purified, and used to raise
polyclonal antibodies to better characterize TgAlba1
and TgAlba2 proteins. Using cytoplasmic and nucle-
ar protein extracts from T. gondii tachyzoites and
Western blots, we showed that two proteins of 15 and
35 kDa were recognized by the antibodies specific to
TgAlba2 and TgAlbal, respectively (Fig. 1a). As
expected, the glycolytic enzyme lactate dehydroge-
nase LDH12°2® was mostly detected in the cytoplas-
mic fraction of the parasite, and the T. gondiinuclear
factor TgNF3'® was mainly found in the nuclear
fraction. In intracellular parasites, TgAlbal and
TgAlba2 were mainly detected in the cytoplasmic
fractions (Fig. 1a, left and upper panels). In contrast,
TgAlba1 and TgAlba2 are significantly present in the
nuclear fraction of extracellular parasites (Fig. 1a, left
and lower panels), suggesting that these proteins are
enriched in the two subcellular compartments
according to the extracellular or intracellular status
of the parasites. We confirmed the nuclear/cytoplas-
mic localization for TgAlba1 and TgAlba2 by indirect
immunofluorescence assays (IFAs) (Fig. 1b and c),
with a predominant cytoplasmic versus nuclear
signal in intracellular parasites. We noticed that
TgAlbal and TgAlba2 proteins showed a clear
perinuclear labeling with granular signals around
the nuclei of extracellular parasites (Fig. 1c).

It has been previously described that RNA granules
were present in extracellular parasites upon induction
by various stresses.?” We found that both TgAlbat
and TgAlba2 proteins co-localized with the RNA
granules (Fig. 1d and e). Interestingly, upon induction
with high salt buffer, TgAlba1 (Fig. 1d) and TgAlba2
(Fig. 1e) signals are concentrated in discrete foci in
extracellular parasites. We conclude that TgAlba
proteins co-localize with RNA granules in extracellular
parasites of T. gondii under stress conditions.

TgAlba1 affects response to alkaline stress in vitro

In order to characterize the biological function of
these proteins, we performed a knock-out of each
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Fig. 1. Characterization of T. gondii Alba proteins. (a) Western blots of nuclear and cytoplasmic extracts of RH AKu80
parasites. Upper panel. Cytoplasmic and nuclear fractions were harvested from intracellular parasites and subjected to
Western blot using the anti-TgAlba1 and anti-TgAlba2 antibodies that revealed two single bands, respectively. Molecular
mass markers are indicated on the right. The same cytoplasmic and nuclear fractions were subjected to Western blots
using the anti-TgNF3 (nuclear marker) and anti-LDH1 (cytoplasmic marker) antibodies used as positive controls for protein
distribution after subcellular fractionation. Lower panel: Cytoplasmic and nuclear fractions were harvested from
extracellular parasites and subjected to Western blot using the anti-TgAlba1 and anti-TgAlba2 antibodies. Molecular mass
markers are displayed on the right (in kilodaltons). The same cytoplasmic and nuclear fractions were subjected to Western
blots using the anti-TgNF3 (nuclear marker) and anti-LDH1 (cytoplasmic marker) antibodies as described above. (b)
TgAlbal and TgAlba2 localization in intracellular parasites. IFA on paraformaldehyde-fixed intracellular parasites of the
RH AKu80 strain using the anti-TgAlbal or TgAlba2 antibodies and staining of the nuclear DNA with DAPI. TgAlba1 or
TgAlba2 (green) has a cytoplasmic and perinuclear localization. DAPI (blue) was used to stain the nuclear DNA. The scale
bar represents 5 pm. (¢) TgAlbal and TgAlba2 localization in extracellular parasites. IFA on paraformaldehyde-fixed
extracellular parasites of the RH AKu80 strain using the anti-TgAlba1 or TgAlba2 antibodies and staining of the nuclear
DNA with DAPI. TgAlba1 or TgAlba2 (green) has a perinuclear localization. DAPI (blue) was used to stain the nuclear
DNA. The scale bar represents 5 pm. (d) Co-localization of RNA granules with the TgAlbal protein in extracellular
parasites. RNA FISH was performed on extracellular parasites after 1 h incubation in high [KCI] buffer. Extracellular
parasites of the Pru AKu80 strain were hybridized with Cy3-labeled oligodT primers (red), subjected to IFA with the anti-
TgAlbal antibody (green) and nuclear DNA staining with DAPI (blue). The DAPI image is merged with the phase contrast
image. RNA granules and the TgAlba1 protein are partially co-localized. The scale bar represents 5 um. (e) Co-localization
of RNA granules with the TgAlba2 protein in extracellular parasites. RNA FISH was performed on extracellular parasites
after 1 h incubation in high [KCI] buffer. Extracellular parasites of the Pru AKu80 strain were hybridized with Cy3-labeled
oligodT primers (red), subjected to IFA with the anti-TgAlba2 antibody (green) and nuclear DNA staining with DAPI (blue).
The DAPI image is merged with the phase contrastimage. RNA granules and the TgAlba2 protein are shown to be partially
co-distributed. The scale bar represents 5 pym.
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gene in the AKu80 RH (type ) and the AKu80 Pru
(type II) genetic backgrounds. In addition, we
complemented the Pru AKu80 ATgalba1 strain by
inserting an HA-tagged copy of the Tgalbal gene
into the uprt locus. It was shown previously that
disruption of the uprt locus in the Pru AKu80 strain
did not affect virulence or differentiation.?® The
intracellular parasites of these knock-out mutants
displayed similar growth rates at normal pH 7.0 (Fig.
S2a) and at alkaline pH 8.2 culture conditions (Fig.
S2b) in infected human foreskin fibroblast (HFF)
cells. In addition, there is no difference in their ability
to kill infected mice (Fig. S2c). In contrast, when the
extracellular parasites of these AKu80 RH TgAlba1
and TgAlba2 mutants were incubated with culture
media at alkaline pH 8.2, we found that their ability to
invade and grow in HFF cells was significantly
impaired, as assessed by in vitro plaque assays (Fig.
S2d). These data suggest that the AKu80 RH
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ATgalbal and AKu80 RH ATgalba2 strains are
less able to recover from alkaline pH stress than the
parental parasites.

Alkaline pH is known to induce bradyzoite
differentiation but the type | RH AKu80 strain is a
poor model to examine this aspect of the T. gondii
life cycle. We therefore measured the ability of the
type Il Pru AKu80 ATgalbal and ATgalba2 strains
to grow and produce bradyzoite markers in vitro
(Fig. 2). First, we measured the ability of the
parental, Pru AKu80 ATgalbal, Pru AKu80
ATgalbal Auprt::Tgalbal-HA (Pru AAlba1:Comp),
and ATgalba?2 intracellular parasites to grow under
alkaline pH conditions (Fig. 2a). While parasites
grew at a similar pace under normal conditions (Fig.
S3), the Pru AKu80 ATgalbal strain was able to
replicate much faster than the parental, Pru AKu80
ATgalbal Auprt::Tgalba1-HA, or ATgalba2 strains
under alkaline pH stress (Fig. 2a). We performed
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Fig. 2. The Pru AKu80 ATgAlba1 strain is unresponsive to alkaline pH stress. (a) Growth assay under alkaline stress

condition at 24 h. Parasites were incubated on coverslips in normal culture conditions for 3 h and then subjected to
alkaline pH stress (pH 8.2) for 24 h. The number of parasites per vacuoles was scored for a minimum of 200 vacuoles. The
number of vacuoles of any given size (number of parasites per vacuole) is expressed as the percentage of the total number
of vacuoles. Parasites of Pru AKu80 parental, ATgAlbal, ATgAlbal AUPRT:: TgAlbal-HA complemented (labeled
ATgAlba1:Comp), and ATgAlba2 strains were fixed and stained after 24 h treatment. The Pru AKu80 parental (blue
continuous line), ATgAlba2 (red continuous line), and ATgAlbal AUPRT::TgAlba1-HA complemented (green broken line,
labeled ATgAlba1:Comp) strains grew slower in response to pH stress than the ATgAlba1 (green continuous line) strain. A
representative experiment is shown. (b) Cyst wall detection with D. biflorus lectin after 48 h alkaline pH treatment.
Parasites were grown under alkaline pH conditions for 48 h and subjected to labeling of the cyst wall using the D. biflorus
lectin. The percentage of vacuoles with positive lectin staining is shown. The Pru AKu80 parental (blue), ATgAlba2 (red),
and the complemented ATgAlbal AUPRT::TgAlba1-HA (striped green) strains have similar number of positive vacuoles
while the ATgAlbal (green) positive vacuoles are greatly reduced. Data are represented as mean+SD. (c) Number of
cysts in mouse brains. Parasites from the Pru AKu80 parental (blue), ATgAlba1 (green), and the complemented ATgAlba1
AUPRT::TgAlba1-HA (striped green) strains were injected into Balb/c mice. After 5 weeks, the brains were collected and
the number of cysts per brain was scored. Data are represented as mean=+SD.
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RNA FISH to check if RNA granule formation was
affected in the ATgalbal and ATgalba2 strains and
found that there was no significant difference in the
number of RNA granules (Fig. S3). Because
alkaline stress is a potent inducer of in vitro
bradyzoite differentiation, we measured the ability
of these strains to produce the cyst wall using the
Dolichos biflorus lectin known to specifically stain
this material. After 48 h of alkaline treatment,
around 90% of the parental and Pru ATgalba2
vacuoles are labeled by the lectin whereas only
20% are labeled in the Pru ATgalbal strain
(Fig. 2b). These data indicate that the Pru ATgalba1
parasites did not respond properly to alkaline stress.
This conclusion is supported by the fact that labeling
of D. biflorus lectin was restored to 80% with the
complemented strain (Fig. 2b). Finally, we showed
that Pru ATgalbal produced fewer cysts than the
parental and the complemented strain in the brains
of mice that were chronically infected for 1 month
(Fig. 2c).

Proteins co-purified with TgAlbal and
TgAlba2 are potentially involved in
translational regulation

To gain further insight into the function of the
putative multi-complex proteins involving TgAlba1
and TgAlba2, we genetically modified AKu80 RH
parasites to express the TgAlba proteins with the C-
terminal tandem affinity purification (TAP) tag under
the control of their endogenous promoters and at
their own loci. These genetically engineered strains,
TgAlbal-TAP and TgAlba2-TAP, were used to
purify and identify the protein complex associated
with each protein. The affinity-purified proteins were
analyzed by SDS-PAGE followed by silver staining
and mass spectrometry (MS) (Fig. S4). We con-
firmed the co-purification of numerous proteins.
Among these proteins, we estimated that 40 pro-
teins were commonly associated to TgAlbal and
TgAlba2 (Tables S1 and S2, respectively; also see
Fig. 3c). Strikingly, most of these proteins are
related to translational regulation of gene expres-
sion. A TgAlba interacting protein containing a
single-strand DNA—binding domain, found in the
SsossB archeal protein,?® was also identified and
named TgSsossB (TGME49_048810). We engi-
neered a strain expressing a TAP-tagged TgSsossB
protein and confirmed the physical interaction
between TgAlba proteins and TgSsossB protein
by affinity chromatography (Fig. 3a). It should be
noted that TgAlbal and TgAlba2 were not co-
purified with TgSsossB when the parental strain
was used as a negative control (Fig. 3a). Using
specific anti-TgAlba1 antibodies and Western blots,
we found that the TgAlba1 protein that co-immuno-
precipitated by TgSsossB ran slower than the major
TgAlba1 protein pulled down by TgAlba2-TAP (see

arrows). However, it seems that a faint protein band
corresponding to the slower running TgAlba1
protein can also be detected in the co-immunopre-
cipitate of TgAlba2-TAP (star and dashed arrow).
These data suggest that this novel TgAlbail form is
likely enriched in the TgSsossB-interacting proteins
(Fig. 3a). These data also suggest that TgAlba1
may be modified post-translationally and that this
modified version of the protein is mainly enriched in
the TgSsossB co-purified proteins. However, the
nature of this putative post-translational modification
remains to be determined.

The localization of the HA-tagged version of
TgSsossB was also similar to that of TgAlba1l and
TgAlba2 in both intracellular and extracellular
parasites (Fig. 3b). This co-distribution indicates
that TgSsossB might form a complex with TgAlba
proteins. Finally, we analyzed the other proteins that
co-purified with TgSsossB by MS (Table S3) and
found 24 proteins in common with the TgAlba1 and
TgAlba2 co-purified proteins (Fig. 3c). Among the
protein partners shared by TgAlba and TgSsossB
are the cap and the polyA binding proteins.

The transcript of Tgalba2 is increased in the
ATgalba1 strains but is no longer translated

RT-PCR confirmed that ATgalba1 and ATgalba2
mutants in both genetic backgrounds lack the
Tgalbal and Tgalba2 transcript, respectively
(Fig. 4a and c), whereas parental and complemen-
ted strains expressed both transcripts, as expected
(Fig. 4a and c). We found that the Tgalba2
transcript was overexpressed in the ATgalbal
mutant in both genetic backgrounds when com-
pared to the parental strain as measured by
microarray and quantitative real-time PCR (qRT-
PCR) (Fig. S5). We double-checked expression of
TgAlba1 and TgAlba2 proteins in the knock-out and
parental parasites by Western blot (Fig. 4b and d).
As expected, both TgAlbal and TgAlba2 proteins
were undetectable in ATgAlbal and ATgAlba2
strains, respectively. Surprisingly, the TgAlba2
protein was undetectable in ATgalbal strains
(Fig. 4b and d, lower panel) despite the expression
of the TgalbaZ2 transcript in these strains (Fig. 4a
and c). In contrast, the TgAlbal protein was
detected in the ATgalba2 strain (Fig. 4b and d,
middle panel). It should be noted that Western blot
detection of the T. gondii housekeeping actin
protein ensured equal loading of protein for
comparing parental parasites and knock-out mu-
tants (Fig. 4b and d, upper panel). As shown in
Fig. 4d, Western blot using an anti-HA antibody
(right panel) demonstrates that the HA-tagged copy
of the TgAlba1 protein was efficiently expressed in
the Pru AKu80 ATgAlba1 strain. This was sufficient
to restore expression of the endogenous TgAlba2
protein (Fig. 4d, left-bottom panel).
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Fig. 3. Analysis of the proteins co-purified with the TgAlba complex. (a) TgAlbal and TgAlba2 are co-purified with
TgSsossB. To confirm the proteomic analysis of the co-purified proteins associated with TgAlba1 and TgAlba2, we purified
a TAP-tagged version of TgSsossB. As controls, we used TgAlba2-TAP co-purified protein sample and a protein sample
purified with the same strategy from the parental strain protein extracts (labeled “Parental”). Protein samples were then
subjected to Western blots using the anti-TgAlba2 and anti-TgAlba1 antibodies. Both TgAlba proteins (arrowed) are pulled
down with TgSsossB. The anti-TgAlba1 antibody detected two bands of different size in the purified TgAlba2-TAP and in
the TgSsossB-TAP samples. One band is only present in the TgAlba2-TAP sample (solid arrow). The other TgAlba1 form
is present in the TgSsossB-Tap sample (dashed arrow) and in the TgAlba2-TAP sample (star). Molecular markers are
shown on the left side (in kilodaltons). (b) TgSsossB co-localizes with TgAlbal and TgAlba2. The RH AKu80 strain
expressing an HA-tagged version of TgSsossB was subjected to IFA using an anti-HA (green), anti-TgAlba1 (red), or anti-
TgAlba2 (red) antibodies together with nuclear DNA staining by DAPI (blue). In both intracellular (left panel) and
extracellular (right panel) parasites, TgAlba1 or TgAlba2 co-localized with TgSsossB. The scale bar represents 5 pm. (c)
Venn diagram representing the proteins associated in each complex. Proteins identified as partners of TgAlba2 (red),
TgAlbail (green), and TgSsossB (pink) were compared and a core of 24 proteins is shared by each complex including
TgAlba1l and TgSsossB.

TgAlba1l and TgAlba2 bind RNA in vivo

In order to confirm the direct involvement of the
TgAlba complex in regulating the translation of
TgAlba transcripts, we performed an immunopre-
cipitation of TgAlba proteins and harvested the total
RNA associated with this complex in the RH
parental strain. We then tested for the presence of
Tgalba transcripts as well as two negative controls
(eno2 and tubulin) using gqRT-PCR on DNase-
treated samples. We showed that both proteins
were able to pull down the two different Tgalba
transcripts (Fig. 5a). In contrast, the transcripts of

tubulin and eno2 were not enriched in the immuno-
precipitated samples (Fig. 5a). As expected, none of
these transcripts were enriched using the negative
control (non-immune sera) (Fig. 5a). In order to
identify transcripts that bind to the TgAlba protein
complex, we hybridized the pull-down RNAs to the
ToxoGeneChip microarray and compared it to the
entire pool of RNA expressed at the tachyzoite
stage. As a negative control, we also hybridized
RNA pulled down using the non-immune sera. When
compared to the transcriptome of the parental RH
strain at the tachyzoite stage and after removing the
genes present in both samples, we identified a list of
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Fig. 4. Characterization of the ATgAlba2 and ATgAlba1 strains in the RH and Pru AKu80 strains. (a) RT-PCR analysis
of TgAlba1 and TgAlbaZ2 transcript expression in the parental, ATgAlba2, and ATgAlbal RH AKu80 strains. RNA from
intracellular parasites was extracted and subjected to RT-PCR using primers specific for the TgAlba2 and TgAlbat1
transcripts in the parental, ATgAlba2, and ATgAlba1 strains. In the parental strain, both transcripts are detectable. In the
ATgalbaZ strain, we were not able to detect the TgAlbaZ2 transcript but TgAlba1 transcript was present, as expected. In the
ATgAlba1 strain, we were not able to detect the TgAlba1 transcript but the TgAlbaZ2 transcript was present, as expected.
(b) The TgAlba2 protein is undetectable in the RH ATgAlba1 strain. Western blot analyses of the TgAlba2, TgAlba1, and
actin proteins in the parental RH AKu80, ATgAlba2, and ATgalbal strains. The TgAlba2 protein is undetectable in the
ATgalba1 strain. Equal numbers of parasites were loaded on a polyacrylamide gel and subjected to Western blot analyses
using the anti-actin (top panel), anti-TgAlba1 (middle panel), and anti-TgAlba2 (bottom panel) antibodies. Actin is used as
a loading control and shows little differences between the parental, ATgalba2, and ATgalba1 strains. Molecular markers
are shown on the right side (in kilodaltons). (c) RT-PCR analysis of Tgalba1 and Tgalba2 transcript expression in the
parental Pru AKu80, ATgAlba2, and ATgAlba1 strains. RNA from intracellular parasites was extracted and subjected to
RT-PCR using primers specific for the Tgalba2 and Tgalba1 transcripts in the parental Pru AKu80, ATgAlba2, ATgAlbat,
and ATgAlbal AUPRT:TgAlba1l-HA complemented (labeled ATgAlbal:Comp) strains. In the parental and the
complemented strains, both transcripts are detectable. In the ATgAlba2 strain, we were not able to detect the TgAlba2
transcript but the TgAlba1 transcript was present, as above. In the ATgAlba1 strain, we were not able to detect the TgAlba1
transcript but the TgAlbaZ2 transcript was present, as above. (d) The TgAlba2 protein is undetectable in the Pru ATgAlba1
strain. Western blot analyses of the TgAlba2, TgAlba1, and actin proteins in the Pru AKu80 parental, ATgAlba1, ATgAlba1
AUPRT::TgAlba1-HA complemented (labeled ATgAlbal:Comp), and ATgAlba2 strains. The TgAlba2 protein is
undetectable in the ATgAlba1 strain as for the ATgAlba2 strain generated in the RH AKu80 strain, as described above.
Actin is used as a loading control. The anti-actin (top panel), anti-TgAlba1 (middle panel), and anti-TgAlba2 (bottom panel)
antibodies were used. The anti-HA antibodies (right panel) detected the TgAlba1-HA-tagged copy in the ATgAlbal
AUPRT::TgAlba1-HA complemented strain. Molecular markers are shown on the right side (in kilodaltons).

30 transcripts including TgAlbat (Table S5). We
found that most of these transcripts encode small
proteins with a mean size of 22 kDa. We verified by
gRT-PCR that three transcripts were indeed pulled
down by the TgAlba complex (Fig. 5a).
TGME49_047580 encodes for a protein containing
a glutaredoxin domain, generally implicated in redox

homeostasis while TGME49_019170 encodes for a
protein of unknown function. TGME49_110400
encodes for a homolog of glycogenin, a protein
involved in carbohydrate biosynthesis.
TGME49_047580 and TGME49_019170 transcripts
were significantly enriched in the TgAlbal and
TgAlba2 pulled-down RNAs but the enrichment
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Fig. 5. Alba proteins are involved in gene-specific translation. (a) TgAlbal and TgAlba2 proteins specifically bind
transcripts in vivo. RNA pull down was performed using irrelevant IgG (gray bars), the anti-TgAlba1 antibody (black bars),
and anti-TgAlba2 antibody (striped bars). gqRT-PCR was performed using primers representing the following genes:
tubulin, eno2, TgAlba2, TgAlbal, TGME49_047580, TGME49_019170, and TGME49_110400. The last four transcripts
were identified as mRNAs that bind to the TgAlba complex after hybridization of the pull-down RNA onto microarrays. A
Student ¢t test was significant (p<0.05) for the comparisons indicated with an asterisk (*). Three independent experiments
were performed. Data are represented as mean+SD. (b) TgAlba2 expression depends on the presence of its own 3'UTR
and the TgAlba1 protein. The TgAlbaZ2 locus was modified in the RH AKu80 parental and ATgAlba1 strains by replacing
the endogenous TgAlba2 3'UTR with the 3'UTR of the TgDHFR gene. Using this knock-in strategy, TgAlba2 is expressed
under the control of its own promoter and of the TgDHFR 3'UTR. In the genetically engineered parental parasites, TgAlba2
localization was unchanged in extracellular (perinuclear granular staining) or intracellular (cytoplasmic and excluded from
the nucleus) parasites. In the ATgAlba1 strain, TgAlba2 localized to the cytoplasm of extracellular parasites and to the
cytoplasm and the nucleus of the intracellular parasites. TgAlba2 is identified using the mouse anti-TgAlba2 antibody
(green). Nuclei are stained with DAPI (blue). The scale bar represents 5 pm. (c) TgAlba2 expression depends on the
presence of its own 3'UTR and the TgAlba1 protein. The TgAlba2 locus was modified in the RH AKu80 parental and
ATgAlba1 strains reintroducing the 3'UTR of the TgAlbaZ2 gene. Using this knock-in strategy, TgAlba2 is expressed under
the control of its own promoter and 3'UTR. In the parental parasites, TgAlba2 localization and expression are unchanged.
In the ATgAlba1 strain, the TgAlba2 protein is undetectable. TgAlba2 is identified using the anti-TgAlba2 antibody (green).
Nuclei are stained with DAPI (blue). The scale bar represents 5 ym.

was only significant in the TgAlbal pulled-down
RNAs for the TGME49_110400 transcript.

Translation of the TgalbaZ2 transcript depends on
the presence of the TgAlba1 protein

The absence of the TgAlba2 protein in the
ATgAlba1l strain may be explained by (i) the
dependence of the Tgalba2transcript onthe TgAlba1

protein for its translation or (ii) the high instability of
the protein. To clarify this point, we introduced the
tgalba2 gene in the ATgAlbal RH strain. In this
experiment, the open-reading frame of the fgalba2
gene fused to YFP was expressed under the control
of the Tgtubulin promoter and the 3’ untranslated
region (UTR) of the Tgdhfrgene. When the ATgAlba1
strain was transfected with the TgAlba2-YFP con-
struct, we observed the ectopic expression of YFP-
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tagged TgAlba2 (Fig. S6a), indicating that the
TgAlba2 protein is stable in the absence of the
TgAlbal protein (Fig. S6a). This clearly demon-
strates that the absence of TgAlba2 in the ATgAlba1
strain is due to its inability to translate the tgalaba2
transcript and indicates that the TgAlba1 protein is
necessary for the translation of the endogenous
TgalbaZ2 transcript. Next, the ATgAlbal strain was
transfected with the TgAlba1-YFP construct, and we
observed that expression of an ectopic copy of
TgAlba1 is sufficient to restore the translation of the
TgAlba2 endogenous transcript (Fig. S6b). Finally,
when complementing the ATgAlbaZ2 strain with the
same vectors, YFP-tagged Alba proteins were
efficiently expressed (Fig. S6c and d).

Translation of the TgAlba2 transcript depends
on the presence of its 3'UTR

In order to identify the crucial elements enabling
the control of TgAlbaZ2 transcript translation, we
performed a knock-in of the TgAlba2 gene in the RH
AKu80 ATgAlba1 strain. In this strain, the expression
of the TgAlba2 gene is under the control of its own
promoter and 5'UTR but has the 3'UTR of the
TgDHFR gene. Accordingly, we observed that the
TgAlba2 protein was expressed in the ATgAlba1 RH
strain background, indicating that the 3'UTR plays a
critical role in regulating the translation of the
TgAlba2 transcript in this genetic background
(Fig. 5b). However, we also noticed that TgAlba2
was mislocalized in the ATgAlbal strain (Fig. 5b).
Indeed, TgAlba2 was localized throughout the entire
parasite body, including the nucleus in intracellular
parasites and in the cytoplasm of extracellular
parasites (Fig. 5b). This indicates that TgAlba1
may have an important role in the proper localization
of the TgAlba2 protein. To confirm the importance of
the 3'UTR of the TgAlbaZ2transcript in its expression,
we performed a knock-in of the TgAlba2 gene using
the same vector (as in Fig. 5b), but we replaced the
3'UTR of the TgDHFR gene with that of TgAlba2
itself. In the parental strain, transfection of the tagged
version of TgAlba2 under the control of its own 3
UTR resulted in normal expression and correct
localization of the protein (Fig. 5c). In contrast,
when transfected in the ATgAlba1 strain, the vector
replacing the endogenous copy by a tagged version
of TgAlba2 under the control of its own 3'UTR was
integrated at the right loci but expression of the
TgAlba2 protein could not be detected (Fig. 5c).
These data also indicate that the 3'UTR of TgAlba2
plays a crucial role for its correct translation.

Discussion

Little is known about the role of translational
control in T. gondii gene regulation. We identified

two T. gondii proteins containing an Alba domain.
Crystal structures of archeal Alba proteins revealed
that their folds are similar to the prokaryotic
translation initiation factor 3 and other RNA binding
proteins.'® In human and yeast, the Alba proteins
are nuclear and play a role in tRNA processing. 30"
In contrast, the two TgAlba proteins of T. gondii
described herein have both an intriguing cytoplasmic
localization in intracellular parasites and peculiar
perinuclear foci in extracellular parasites. In extra-
cellular parasites, we showed that the TgAlba
proteins within these perinuclear foci co-localize
with the markers of the endoplasmic reticulum and
RNA granules. In both intracellular and extracellular
parasites, TgAlba proteins may therefore be able to
contact transcripts.

Noteworthy, T. brucei Alba proteins were also
shown to co-localize with a subset of poly(A+) RNA
in stress granules while these proteins localize to the
cytoplasm in normal culture conditions.?*? In P.
falciparum, the Alba proteins were shown to localize
to perinuclear foci in ring stages and also expand to
the cytoplasm in mature forms.?°

In order to gain insights into the biological function
of these proteins in T. gondii, we performed a knock-
out in the AKu80 type | and type Il background
strains. The ATgAlba AKu80 type | mutants dis-
played an increased sensitivity when extracellular
parasites were exposed to alkaline pH. This pheno-
type is very similar to that of the T. gondii eif2a
mutant previously described. ' However, in order to
better assess the ability to respond to external stress
conditions, we also performed a targeted gene
disruption of Tgalba genes in the type Il AKu80
strain. Because these ATgAlbal mutants are not
expressing the TgAlba1 or the TgAlba2 protein, we
conclude that both proteins are likely to be important
for the response to stress signals. The TgAlba2
protein is undetectable in ATgAlbal strains despite
the elevated levels of the TgAlba2 transcript in both
type | and type Il background. We conclude that
there is a strong link between the presence of the
TgAlbal protein and the ability to translate the
TgAlba2 transcript. This also suggests that the
TgAlba complex may act as a positive regulator for
the translation of the TgAlbaZ2 transcript.

It is interesting to note that in other organisms, the
abrogation of one Alba protein impacts the expres-
sion of other Alba proteins. For example, in T. brucei,
the knock-down of the TbAlba3 transcript resulted in
the down-regulation of the TbAlbal and TbAlba2
protein expression.?! The absence of the TgAlba2
protein in the ATgAlba1 strain may be explained by
either the dependence of the Tgalba2 transcript on
the TgAlba1l protein for its translation or the high
instability of the protein. By replacing the 3'UTR of
the tgalba2 gene with unrelated DNA sequence, we
showed that the TgAlba2 protein is expressed and
stable in the absence of the TgAlbal protein. In
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these experiments, we show that the translation of
the TgalbaZ transcript relies on the presence of its
cognate 3'UTR and of the TgAlba1 protein.

To further explore the potential role of the TgAlba
complex in translational regulation, we purified the
proteins interacting with TgAlba1l and TgAlba2. We
identified 40 proteins that were common in the two
sets of purified proteins. The poly-A binding protein
(TGME49_024850) was present in the partners that
were co-purified with both TgAlba proteins. In T.
brucei, the poly-A binding protein was also shown to
interact with Alba proteins.?' We also identified the
cap binding protein (TGME49_049610), two subunits
of eif3 (TGME49_073460 and TGME49_117720),
and a protein containing a single-strand DNA-binding
OB fold (TGME49_048810, TgSsossB).

In archea, SsossB interacts with RNA polymerase
and is able to counteract the action of Alba proteins
on chromatin.®? A reverse-immunoprecipitation ex-
periment showed that TgSsossB is able to interact
with both TgAlba proteins. We hypothesized that the
known role of proteins specifically interacting with
either TgAlba protein may reflect the role of the
respective TgAlba complexes.

For instance, the TgAlba2 protein may interact
with a large complex of proteins including 10 of the
12 eiF3 subunits of T. gondii, as well as 10/12
subunits of the chaperonin complex and 9/16 sub-
units of the regulatory subunits of the 26S protea-
some. In yeast, a complex called the “translasome”
has been characterized and is also composed of
eiF 3, elongation factors, tRNA synthetases, 40S and
60S ribosomal proteins, chaperones, and the
proteasome.®® These data indicate that T. gondii
may also assemble a multi-complex protein to
regulate translation initiation.

In contrast, protein partners that co-purified with
TgAlba1l include RNA binding proteins and may
therefore recruit RNA to be regulated by this
complex. Indeed, we showed that the TgAlba
complex was able to specifically pull down RNA,
including the TgAlba1 and TgAlbaZ2 transcripts.

Other proteins encompassing RNA binding motifs
were also identified in the list of TgAlba1-interacting
proteins and may participate in the recruitment of
specific transcripts. In addition, TgAlba1 contains an
RGG motif that might also be important for the
recruitment of RNAs. We showed that the replace-
ment of the 3'UTR of the TgAlba2 transcript is
sufficient to recapitulate its translation in the
ATgAlbal strain. This suggests that the TgAlba
complex may bind directly or indirectly to the 3'UTR
of specific transcripts even if we were not presently
able to identify the specific motifs in the TgAlba2 3’
UTR. In addition, there was no recognizable motif in
the 3'UTR of the 30 other transcripts identified by
microarray hybridization. Because numerous RNA
binding proteins are co-purified with the TgAlba
protein complex, it is likely that more than one RNA

binding protein is involved in recruiting the tran-
scripts. Recently, a large repertoire of putative
microRNA (miRNA) was identified in T. gondii, and
TgAlbal was identified as a part of the TgAGO
complex, which binds to miRNA.' TgAlbal also
interacts with a Tudor/nuclease domain-containing
protein, which was also linked to TJAGO, '* suggest-
ing that TgAlba1 may also play an alternative role in
the translational repression mediated by miRNA.

Taken together, our study revealed the presence
of a multi-protein complex containing TgAlba pro-
teins, and we hypothesize that translation of specific
gene transcripts in T. gondii may be the potential
targets of this multi-protein complex. We also
established that the TgAlba complex plays a role in
regulating response to stress and differentiation.
This may help uncover a link between translational
regulation of gene expression and the mechanisms
governing differentiation.

Materials and Methods

Parasite tissue culture and manipulation

Tachyzoites of T. gondii strain RH AKu803* and Pru
AKu807® were propagated in vitro in HFFs using Dulbec-
co's modified Eagle's medium supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS), 2 mM glutamine, and 1% penicillin—
streptomycin. Alkaline pH media were prepared with RPMI
1640 supplemented with 20 mM Hepes, 2 mM glutamine,
1% penicillin—streptomycin, and 1% FCS. Alkaline media
pH was adjusted to 8.2. T. gondii tachyzoites were grown
in ventilated tissue culture flasks at 37 °C and 5% CO..
Transgenes were introduced by electroporation into
tachyzoites of T. gondii strains, and stable transformants
were selected by culture in the presence of 2 yM
pyrimethamine or xanthine (50 pg/ml) and mycophenolic
acid (25 pg/ml). Clonal lines were obtained by limiting
dilution. Prior to RNA and protein purification, intracellular
parasites were purified by sequential syringe passage with
17-gauge and 26-gauge needles and filtration through a
3-um polycarbonate membrane filter.

Plaque assays and parasite growth assays

For plaque assays, extracellular parasites were incu-
bated in the culture media either at 37 °C or at 4 °C and
compared to those incubated with alkaline media (pH 8.2)
at37 °C for 2 h. Afterwards, 10° parasites were inoculated
onto confluent HFF monolayer in 24-well plates. Plaques
were grown over 5 days in normal culture conditions.
Fixation and staining of plaque assays were carried out
using the RAL555 kit.

For proliferation assays, 8 x10° parasites per well in a
24-well plate were incubated 3—4 h in normal media. After
two phosphate-buffered saline (PBS) washes, coverslips
were incubated for 24, 48, or 72 h in normal media or in
alkaline pH media (pH 8.2). Fixation and staining of
proliferation assays were carried out using the RAL555
kit. The number of parasites per vacuole was counted in 10
fields per slide with a minimum of 2 slides per condition.
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Cyst isolation from mouse brain and enumeration

Four Balb/c mice were injected with 200 parasites in the
intraperitoneal cavity. After 4 weeks, brains were collected
and homogenized as previously described.?® Cysts were
counted after D. biflorus lectin labeling of the cyst wall for
30 min at room temperature in PBS. Ten slides for each
brain were scored for the presence of lectin positive cysts.

DNA manipulation

TgAlba2 (TGME49_018820) and TgAlbal
(TGME49_021380) were amplified from genomic DNA of
the parental strain and cloned into the pLIC vectors,®*
kindly provided by Drs. Vern Carruthers (University of
Michigan, USA) and Michael White (University of South
Florida, USA). The pLic TAP-tag vector was produced bg
amplifying the TAP-tag from the pcDNA3-NTAP vector®
and cloned using the EcoRI and Ndel sites of the pLicHA
vector. Replacement of the TgDHFR 3'UTR by the
Tgalba2 3'UTR was performed using the Ascl and Ndel
sites of the pLic-HA vector. The coding region of TgAlba1
and TgAlba2 was amplified by PCR and cloned into pTub-
HSP60-YFP vector using Bglll and Avrll sites. All PCR
reactions were carried out using High-Fidelity PCR
Enzyme Mix (Fermentas) according to the manufacturer's
instructions. The sequences of all primers used in this
study are listed inSupplementary Table S6. The 5" and 3’
flanking regions of TgAlba1 and TgAlba2 were amplified
from genomic DNA of AKu80 RH T. gondii (type | strain).
PCR products were then cloned using Apal and Hindlll
sites for the 5’ flanking sequences and Spel and Notl sites
for the 3’ flanking sequences into the pDHFR vector, which
was linearized with Notl before transfection into AKu80 RH
or AKu80 Pru strains.

For complementation, Tgalbal gene amplified from
cDNA of the Pru AKu80 strain was cloned in frame with
an HA Tag cassette into Ascl and Smal sites of pUPRT
targeting vector provided by Dr. Reese.3® Subsequently,
2000 bp of the Tgalba1 putative promoter was cloned into
the Ascl site.

Antibodies

The anti-TgAlba2 and anti-TgAlbal mouse antibodies
were produced after immunization of mice with a full-length
recombinant version of the proteins and used at 1:500
dilutions in IFA and 1:2000 in Western blots. Anti-HA rabbit
(Eurogentec) or mice (Invitrogen) were used at 1:500 in
IFA and 1:2000 in Western blots. The anti-SERCA®” was
used at 1:500 dilutions in IFA. The anti-TgNF3'® was used
at 1:3000 dilutions and the anti-LDH1 was used at 1:1000
dilutions in Western blots.

IFAs and confocal imaging

For IFAs, intracellular and extracellular tachyzoites were
fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 15 min on ice,
followed by two PBS washes. Extracellular parasites were
dried on Teflon slides. Parasites were permeabilized with
0.1% Triton X-100 in PBS containing 0.1% glycine for
10 min at room temperature. Samples were blocked with

3% FCS in the same buffer and the primary antibodies
were added on parasites in the same buffer for 1 h at room
temperature. Secondary antibody coupled to Alexa-488 or
to Alexa-633 (Molecular Probes) diluted at 1:1000 was
added in addition to 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
for nucleus staining. Confocal imaging was performed with
an LSM710 microscope (Zeiss) and a Plan Apochromat
objective (Plan-Apochromat 63x/1.40 Qil DIC M27, Zeiss)
as previously described.'®

RNA FISH

Extracellular parasites were treated by a high [KCI] buffer
for 1 h as previously described®” and fixed with 4%
paraformaldehyde for 30 min. Parasites were settled on
RNA-treated slides and prepared as previously
described.®® Cy3-oligo d(T)4o were hybridized on the slide
at 50 °C overnight and washed as previously described.®®
After 10-min DAPI staining, slides were mounted on
coverslips or processed for IFA as described above.

TAP-tag purification

Cytoplasmic and nuclear extracts of the TgAlba1-TAP
AKu80 RH, TgAlba2-TAP AKu80 RH, and TgSsossB-TAP
strains were prepared as described above from a mixed
population of intracellular and extracellular parasites.
Cytoplasmic and nuclear extracts were combined for the
subsequent steps. TAP-tag purification was performed as
previously described®® and the proteins were eluted after
incubation overnight with 100 units of the ACTEV (Invitro-
gen) protease at 4 °C on a rotating wheel.

RNA pull down

Intracellular parasites (10° parasites) were purified by
sequential syringe passage with 17-gauge and 26-gauge
needles and filtration through a 3-uym polycarbonate
membrane filter. Parasites were washed twice with ice-
cold PBS and resuspended in 1.5 ml of buffer 1 (10 mM
Hepes, pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0.1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid, 0.65% NP40, 0.5 mM
PMSF, and 40 U RNasin), incubated on ice for 10 min and
centrifuged at 1500g for 10 min at 4 °C. The supernatant
was then incubated with the anti-TgAlba1, anti-TgAlba2,
anti-HA antibody, or irrelevant IgG overnight at 4 °C on a
rotating wheel. A fraction of the supernatant was kept as
the input. Pre-washed protein A beads were added to the
samples and left for 1 h at 4 °C on a rotating wheel. Beads
were then washed three times in buffer 1 and three times in
buffer 2 (10 mM Hepes, pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 10 mM
KCI, 250 mM NaCl, 0.1 mM ethylenediaminetetraacetic
acid, 1.1% Triton X-100, 0.5 mM PMSF, and 40 U
RNasin). Beads were then resuspended in 300 pl of Trizol
(Invitrogen) and RNA was purified according to the
manufacturer's instructions.

Quantitative real-time PCR

All primers were designed online using Primer 2 v.0.4.07.
The cDNA samples were synthesized from 100 ng of RNA
samples using the Revert Aid First Strand cDNA Synthesis

Please cite this article as: Gissot, M., et al., Toxoplasma gondii Alba Proteins Are Involved in Translational Control of Gene
Expression, J. Mol. Biol. (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2013.01.039




12

Involvement of TgAlba Proteins in Gene Translation

Kit (Fermentas) after a treatment of 15 min at 37 °C with
DNase (Promega). qRT-PCR was carried out on an
Mx3000P System (Agilent Technologies, Palo Alto, CA).
Individual reactions were prepared with 0.5 uM of each
primer, ~5 ng of cDNA, and SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, California) to a final volume of 20 pl.
All experiments were performed twice with separate
biological replicates. For each experiment, reactions were
performed in triplicate and expression of individual genes
was normalized to Tgtubulin Ct values.

Purification of RNA and microarray

Total RNA was purified from intracellular parasites after
growth in HFF cells for 36 h. Total RNA was extracted
using the NucleoSpin RNA Il kit (Macherey-Nagel)
according to the manufacturer's instructions. At least
three independent experiments were performed. Experi-
ments were performed starting from 0.5 or 0.1 pg (for RNA
pull-down samples) of total RNA. A one-cycle labeling
procedure for the synthesis of fluorescent targets was
followed. This protocol allows for signal amplification due
to the synthesis of a cDNA intermediate including a T7-
RNA polymerase cassette, which is used to obtain in vitro
transcription. Biotinylated ribonucleotide analogues are
incorporated in target RNA during in vitro transcription.
This biotinylated RNA is then fragmented before being
hybridized on Affymetrix chip. After hybridization, the biotin
is recognized by streptavidin—phycoerythrin and the signal
is amplified by the presence in the labeling reaction of
biotinylated anti-streptavidin antibody. All hybridizations
were performed on the Toxoplasma GeneChip Affymetrix
microarray*®*' as recommended by the manufacturers.

After hybridizations, the raw data were analyzed using
the RMA (robust multi-array average)*? and LIMMA (linear
models for microarray data)*® packages running under the
statistical language R. A normalization protocol, consisting
of a within-array loess normalization to correct for dye and
spatial effects, was applied on the background-corrected
median or mean intensities.** After normalization, identi-
fication of statistically significant regulation was performed
using moderated t statistic with empirical Bayes shrinkage
of the standard errors.

Sample preparation for proteomic analysis and MS

Gel slices were treated with dithiothreitol and iodoace-
tamide and digested by trypsin as previously
described.'>** NanoLC-MS/MS analyses were performed
using either a nanoACQUITY Ultra-Performance LC
system (Waters, Milford, MA, USA) coupled to a Q-TOF
maXis mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) or a nanoHPLC-Chip/MS (Agilent Technolo-
gies) coupled to an ion trap amaZon (Bruker Daltonics).
Both systems were fully controlled by HyStar 3.2 (Bruker
Daltonics). For the ion trap system, the chip contained a
Zorbax 300SB-C18 column (150 mmx75 pym, 5 ym par-
ticle size) and a Zorbax 300SB-C18 enrichment column
(40 nl). The solvent system consisted of 2% acetonitrile,
0.1% formic acid in water (A), and 0.1% formic acid in
acetonitrile and 2% water (B). Tryptic digests from TgAlba2
and TgSsossB co-purified proteins were loaded into the
enrichment column at a flow rate set to 3.75 pl/min. Elution

was performed at a flow rate of 300 nl/min with 8-40%
linear gradient (B) in 30 min. The MS instrument was
operated with the following settings: source temperature
was set to 135 °C while cone gas flow was at 3 L/min. The
nanoelectrospray voltage was set to —1850 V. The MS
spectra were acquired in the positive ion mode on the
mass range 250 to 1500 m/z using the standard enhanced
resolution mode at a scan rate of 8.100 m/z/s. The ion
charge control was fixed at 200,000 with a maximum
accumulation time of 200 ms, and the number of averages
was set to 2. For tandem MS experiments, the system was
operated in the data-dependent mode with 6 MS/MS scans
(in the range 100—2000 m/z) with a preference for doubly
and triply charged ions (absolute threshold of 5000 and a
relative of 5%). lons were excluded after the acquisition of
1 MS/MS spectra and the exclusion was released after
0.12 min. The ion charge control was fixed at 300,000 and
2 scans were averaged to obtain an MS/MS spectrum.

For the Q-TOF system, tryptic digests from TgAlba1 co-
purified proteins were loaded on a Symmetry C18
precolumn (20x0.18 mm, 5 pm) and the peptides were
separated on an ACQUITY UPLC® BEH130 C18 column
(75 umx200 mm, 1.7 ym particle size, Waters). The
solvent system consisted of 0.1% formic acid in water
(A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (B). Trapping was
performed for 3 min at 15 pl/min with 99% of A and 1% of
B. Elution was performed at a flow rate of 450 nl/min, using
a 6-35% gradient of B for 21 min at 60 °C followed by a
fast rise at 90% of B. The MS instrument was operating in
positive mode, with source temperature at 200 °C while
dry gas flow was at 4 L/min. The nanoelectrospray voltage
was optimized to —4500 V. For tandem MS experiments,
the system was operated with automatic switching
between MS and MS/MS modes in the range 50—
2200 m/z (MS acquisition time of 0.68 s, MS/MS acquisi-
tion time between 0.68 and 4.76 s). The four most
abundant peptides, preferably doubly, triply, and quadru-
ply charged ions, were selected on each MS spectrum for
further fragmentation. lons were excluded after the
acquisition of 1 MS/MS spectra and the exclusion was
released after 0.6 min.

Protein identification

MS/MS data sets were processed as previously
described'® with minor adjustments. Searches were
performed against an updated NCBInr database (July
28, 2010) concatenated with reversed copies of all
sequences (total 51,508 entries). Searches were per-
formed for ion trap data with a mass tolerance of 0.25 Da in
both MS and MS/MS mode and for Q-TOF data with a
mass tolerance of 5 ppm on parent and 0.02 Da on
fragment. Tryptic identified peptides and corresponding T.
gondii proteins are provided as Supplementary Tables S2,
S3, and S4.

Experimental infection in mice

All animal experiments were performed following the
guidelines of the Pasteur Institute of Lille study board,
which conforms to the Amsterdam Protocol on animal
protection and welfare, a Directive 86/609/EEC for the
Protection of Animals Used for Experimental and Other
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Scientific Purposes, updated in the Council of Europe's
Appendix Af. The animal work also complied with the
French law (no. 87-848 dated 19-10-1987) and the
European Communities Amendment of Cruelty to Animals
Act 1976. All animals were fed with regular diet and all
procedures were in accordance with national regulations
on animal experimentation and welfare authorized by the
French Ministry of Agriculture and Veterinary committee
(permit number: 59-009145). The Pasteur Institute of Lille
and the Centre National de la Recherche Scientifique
Committee on the Ethics of Animal Experiments specif-
ically approved this study. Purified tachyzoites from the
parental, ATgalba2, ATgalbal, and ATgalbal comple-
mented strains were inoculated into a group of four female
6- to 8-week-old BALB/c mice at the indicated number per
mouse and monitored until death or survival for 1 month,
as previously described. 54!
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