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Illustrations en protéomique 

 

Identification de peptides 

Quantification relative dô®chantillons 

1) en analyses exploratoires 

2) en analyses ciblées 

 



Identification de peptides 



Fractionnement 

de lô®chantillon 

(fractionnement 

subcellulaire) 

Diff®rentes strat®gies dõanalyses dõ®chantillons prot®iques 

Extraction des 

protéines 

www.chez.comomgmethode.html 

2) 

Digestion du mélange 

protéique 

1) 

Séparation des protéines: 

2DE, techniques de 

séparation en solution 

Digestion 

enzymatique 

Identification par 

spectrométrie de 

masse 

Séparation des peptides 

(LC) 



Règles de fragmentation des peptides  

Fragments containant : 

Lôextr®mit® C-terminale du précurseur (x, y, z) 

Lôextr®mit® N-terminale du précurseur (a, b, c). 



Identification par informations de séquence  

MM 

y8 

y1 

y4 

y7 

y6 

y5 

y9 

y3 

y2 

 R   E   W   Q   Q   N   L   Q   Y   H  

z8 

a1 
a2 

Fragmentation du peptide doublement chargé à m/z = 701,40 Da 

m/z 

 H   Y   Q   L   N   Q   Q   WE   R  

b2 

b3 
b4 b1 b5 b6 

b7 b9 

Identification de la séquence HYQLNQQWER 

S®quence lue de gauche ¨ droite sur la base de fragments contenant lôextr®mit® N-term 

S®quence lue de droite ¨ gauche sur la base de fragments contenant lôextr®mit® C-term 



Principe des acquisitions LC - MS/MS automatiques (1)  

Elution des peptides 

détection en mode MS 

Détection en mode MS au 

temps t des peptides ionisés.  

Sélection des N signaux les 

plus intenses 

Scan S 



Principe des acquisitions LC - MS/MS automatiques  (2)  

Fragmentation des espèces multichargées sélectionnées 

581,3123 (2+) 

Scan S+1 

562,2515 (3+) 

Scan S+2 

639,3110 (3+) 

Scan S+3 

842,8733 (2+) 

Scan S+4 



Principe des acquisitions LC - MS/MS automatiques (3)  

Détection en mode MS au temps t + x ms des 

peptides nouvellement ionisés.  

Sélection des N signaux les plus intenses 

Scan S + 5 



Acquisitions MS et MS/MS en parallèle  

MS/MS 

MS 

Acq spectre FTMS (typiquement Rs 30 000) 

Acq 

MS/MS 1  

Acq 

MS/MS 2  

Acq 

MS/MS 3  

Acq 

MS/MS 4  

Suivant les g®n®rations dôappareillage : jusquô¨ 20 MS/MS pendant un spectre FTMS 



Recherches dans les bases de données protéiques  

Base de données à explorer et taxonomie 

- organisme dôint®r°t 

- tous les organismes (pour détecter des 

contaminants) 

Instrument MS : fragments à prendre en 

compte :  

- C-term y, z 

- N-term b, a 

- interne, immoniums, chargés 2+, etc 

Enzyme utilisée et sites de clivage 

non coupés : trypsine, 2 
Modifications :  

- totales 

- partielles 
Tolérance sur la mesure des masses :  

sur les précurseurs et sur les fragments 



[M+H] 

E E L E N L V L 

Recherches dans les bases de données protéiques  



Intérêt de la haute précision de mesure de masse en MS  

Masse déterminée à < 5 ppm sur les précurseurs en routine 

< 3 ppm avec lôoption ç lock mass » sur LTQ-Orbitrap (Olsen JV et al. Mol. Cell. 

Proteomics. 2005;4(12):2010-21) 

Encore mieux sur appareils FTICR 

Number of possible amino acid compositions of peptides for a given example 

mass of 1005.4433 u as depending on the accuracy of mass determination.  

Spengler B et al. JASMS,15, 5, 2004, 703 - 714 



Intérêt de la haute précision de mesure de masse  
en MS/MS ?  

Etude utilisant un LTQ-Orbitrap et un LTQ-FT 

  

 

14 

Comparaison du nombre de spectres MS2 acquis et du temps de 

remplissage des analyseurs. 

Comparaison du nombre de 

séquences identifiées 

 

Dans ces deux cas, pas 

possible dôacqu®rir spectres MS 

et MS/MS en parallèle ! 

HCD 

Scherl A et al. JASMS 2008, 19, p.891-901,  



Intérêt de la haute précision de mesure de masse  
en MS/MS ?  

Comparaisons similaires aux pr®c®dentes faites entre une trappe dôions et une 

géométrie Q-TOF  

Note dôapplication Agilent, 

https://www.chem.agilent.com/Library/applications/5989-7820EN_LO.pdf  



Intérêt de la haute précision de mesure de masse  
en MS/MS ?  

Note dôapplication Agilent, 

https://www.chem.agilent.com/Library/applications/5989-7820EN_LO.pdf  



Intérêt de la haute précision de mesure de masse  
en MS/MS ?  

Note dôapplication Agilent, 

https://www.chem.agilent.com/Library/applications/5989-7820EN_LO.pdf  



Intérêt de la haute précision de mesure de masse  
en MS/MS ?  

 
Pour les analyses de type  

« Data - Independent Acquisitions  » 
 
 

Voir la revue récente : 

Law KP1, Lim YP. 
Expert Rev Proteomics. 2013;10(6):551-66.  

 



MCP 2006, 5, 589-607, Silva et al. 

RCM 2007, 21, 730-744, Chakraborty et al. 

Fragmentation large bande MS - MSE 

Fragmentation simultanée de toutes les 

espèces ionisées au temps t 

Idée originellement développée sur des appareils de géométrie Q-TOF 



Fragmentation large bande MS - MSE 

RCM 2007, 21, 730-744, Chakraborty et al. 

Chaque pr®curseur est fragment® de multiples fois, ¨ travers tout son pic dô®lution 

chromatographique 



Geiger T et al. Mol. Cell. Proteomics 2010 ;11(3):2252-61. 

Méthode AIF:  
All Ion Fragmentation  

Spectre MS Spectre AIF 

Méthode mise au point pour les appareils de type Exactive (seul analyseur = 

un Orbitrap) 

Rs 100 000 à m/z 200 

Recherches dans les bases de données avec 7 ppm de tolérance sur les 

précurseurs et 15 ppm sur les fragments 

Ici aussi, lôassociation des ions fragments provenant du m°me pr®curseur est 

obtenue en consid®rant les pics dô®lution chromatographique (programme 

MaxQuant) 



Méthode FT - ARM :  
Fourier transform - all reaction monitoring  

Weisbrod CR et al. J Proteome Res. 2012 ;11(3):1621-32. 

- Fenêtre de sélection de précurseurs : 12 ou 100 Da. 

- Ici lôinformation des pics dô®lution chromatographique nôest pas utilis®e ; le 

programme développé utilise la précision de mesure de masse sur les fragments. 

- Application : identification et quantification de BSA dans un digestat de levure 

Méthode développée sur des appareils LTQ-FT et LTQ-Orbitrap 



Fragmentation «  SWATH  »  

Méthode développée sur un appareil QQTOF (TripleTOF 5600) 

- Fragmentation systématique de 

plages de 25 Da. 

- Recherche dans les spectres MS/MS 

composites dôions fragments attendus 

pour des s®quences dôint®r°t => 

possible sur une gamme dynamique 

de 4 log  


