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Résumé

La vision traditionnelle de la synthése protéique chez les eucaryotes comprend un
ARN messager (ARNm) qui porte un seul cadre de lecture ouvert (ORF), aussi appelé
séquence codante (CDS). Chaque géne codant eucaryote produit généralement une
protéine canonique et éventuellement une ou plusieurs isoformes. L’ensemble de ces
protéines constitue le protéome.

Cependant, de nombreuses évidences expérimentales récentes démontrent que le
protéome des eucaryotes a été sous-estimé, et que les cellules sont capables de
synthétiser des protéines qui n'étaient jusqu'alors pas prédites. Ces protéines
nommees « alternatives » (altProts) peuvent étre issues de la traduction d’'ORFs non
annotés ou alternatifs contenus sur des ARNms, ou des ARNs annotés comme non
codants (ARNnc). Les altProts ne sont donc pas des isoformes des protéines
canoniques mais des protéines avec des séquences complétement nouvelles.

Ces déecouvertes ont notamment été possibles grace aux progres techniques réalisés
en biochimie analytique et particuliecrement dans les approches d'analyses
protéomiques basées sur la spectrométrie de masse qui permettent l'identification a
grande échelle des protéines. Dans le cadre de ces analyses, deux approches sont
privilégiées. La premiére, ou bottom-up se base sur les produits peptidiques issus
d'une digestion enzymatique des protéines intactes quand la seconde ou top-down,
développée plus récemment, est basée sur la mesure des protéines entiéres par
spectrométrie de masse. Les protéines ou produits peptidiques sont alors
frequemment séparés par une étape de chromatographie liquide couplée a un
spectrométre de masse. Le spectrométre de masse génére alors des spectres « MS »
et « MS/MS » de ces analytes. Sur la base des informations récoltées dans les
spectres MS et MS/MS, il est alors possible d'identifier la protéine en comparant ces
spectres aux valeurs théoriques contenues dans une base de données de séquences
protéiques. La découverte récente des altProts résulte précisement de ce dernier point.
Jusqu'a présent, seulement les protéines prédites par l'annotation des génomes
étaient présentes dans ces bases de données. Ce n'est que récemment que les
sequences des altProts ont été prédites, permettant ainsi leur identification.

Les travaux réalisés dans cette these s'articulent autour du développement de
stratégies aidant a la découverte et la caractérisation des altProts par approches
protéomiques bottom-up et top-down. Ces aspects sont décrits dans plusieurs
publications scientifiques relatives a I'application de I'approche top-down par micro-
extractions de tissus de cerveau de rat et de biopsie tumorale ovarienne et une
publication relative a la détermination de la stcechiométrie de deux protéines, I'une
alternative et 'autre canonique toutes deux issues du méme gene.
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