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Introduction

Dans le cadre d’un projet Européen, une étude doit étre réalisée pour savoir si le peptidome plasmatique d’'un animal peut varier en fonction de son régime alimentaire (ex carnée, laitier ou
a base de fruits et/ou légumes). A ce jour, aucune étude n'a permis de mettre en évidence par spectrométrie de masse des peptides présents dans le sang dont I'origine directe est la
digestion. Ainsi pour pouvoir répondre a cette question scientifique, il est nécessaire en premier lieu de développer une méthode simple et rapide de purification et de caractérisation de
peptides plasmatiques.

Le cahier des charges imposant une méthode simple (nombreux échantillons a tester), nous avons retenu trois méthodes: la précipitation a I’acétonitrile, I'ultrafiltration avec un cut off a
10kDa et une méthode de purification sur billes (MCM 41, Sigma).

Chaque méthode de purification est évaluée sur la base (1,4) de la qualité de la déplétion en protéines et de la concentration en peptides apres purification , (2, 3) du nombre de peptides
détectables et identifiables en spectrométrie de masse, (5) de la capacité de récupération de peptides témoins ajoutés dans le plasma de départ . Enfin, la méthode la plus performante a
été testée, avec (6) un logiciel de quantification Label-Free LCProgenesis qui permet d’évaluer la répétabilité sur la base de peptides « typiques » endogenes au plasma ou ajoutés mimant,
dans le cas de peptides de caséines une réabsorption de peptides issu s d’'un régime a base de matrice laitiere.
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La comparaison des signaux de masse de deux analyses LCMS/MS « Acétonitrile », montre que pour des peptides
endogenes du peptidome, le signal est trés proche. Cela montre une bonne répétabilité de la méthode précipitation. De plus,
lorsque I'on regarde les signaux de masse de peptides exogénes (ici ,de spike de caseines), la sensibilité est bonne entre
I'échantillon spiké et I'autre non (c’est vrai aussi pour les 7 autres peptides de caséine s détectables (résultat non montré)).

Le nombre de peptides de caséines détectés est correct dans I'acétonitrile alors que
la récupération est plus faible voire trés faible (1 seul pour la filtration) pour les
deux autres méthodes.

CONCLUSION

Les résultats obtenus montrent que la méthode classique de précipitation des protéines par acétonitrile est la plus performante pour, a la fois éliminer la « gangue » des protéines présentes
dans le plasma mais aussi pour permettre la détection et I'identification des peptides. La quantification des acides aminés liées confirme la plus grande quantité de peptides dans le cas
d’'une précipitation a I'acétonitrile. De plus, la récupération de peptides de caséines est bien meilleure avec cette méthode qu’avec les deux autres méthodes testées. Enfin, cette méthode,
montre une bonne répétabilité lorsque I'on compare les signaux peptidiques inter-runs . Les signaux MS des peptides de caséines, additionnés avant la précipitation, sont bien au dessus de
la limite de quantification de la méthode.




