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lllustrations en protéomique

Identification de peptides
Quanti fircation relative do®crl
1) en analyses exploratoires

2) en analyses ciblées



Identification de peptides



Di ff ®rentes strat®gi es doanal

Extraction des 1)
protelneS @
& R h
Digestion
enzymatique
www.chez.comomgmethode.html
l Séparation des protéines: _ .
2DE, techniques de - ["Identification par
séparation en solution i spectromeétrie de
=R R 7 masse ..
8 "
N Wl L) 1 O
Q
Fractionnement Y Séparation des peptides
—
de | 6 ®c h a1 IQ?"%@L_QQ/ (LC)
(fractionnement Qr
subcellulaire) Digestion du mélange

protéique



Regles de fragmentation des peptides

L6 ext r ®mminalé®du @récurseur (X, Y, 2)
L6 ext r @mminalé®du précurseur (a, b, c).

Fragments containant :
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Identification par informations de séguence

Fragmentation du peptide doublement charge a m/z = 701,40 Da

—H Y Q L N Q—+—0 WE R —f
R E W Q Q N L ——Q— Y | H —IMM
100, ’1’10’1,%—
301,16 126473
al
az2 y7
110,09 70140
. 273,16 Vis24) 2+ /6
97358
707,90
1 860,49
Y 41192 y3 ] z8
b1 y2 %Y b yabs | 95 b6
b7 108463 bo
175,14
- 656 3T 78446 | 91252 122707
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|dentification de la sequence HYQLNQQWER
S®quence | ue de gauche ° droite sur I-tarmb
S®quence |l ue de droite ° gauche sur I-tarmb



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

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

Fragmentation des especes multichargées sélectionnées
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Relative Abundance

Principe des acquisitions LC - MS/MS automatigues (3)
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Acquisitions MS et MS/MS en parallele

Acq spectre FTMS (typiguement Rs 30 000)

Acq Acq Acq Acq
MS/MS 1 | MS/IMS 2 | MS/MS 3 | MS/MS 4
Suivant | es g®n®r ati ons

MS

débappareill age



Recherches dans les bases de donneées protéiques

MASCOT MS/MS lons Search

Your nam
Search titl
Databas
Taxonom

Enzym

W
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- tous les organismes (pour détecter des
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- C-termy, z
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Start Search ... |
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Recherches dans les bases de donneées protéiques

MAT: Hfﬁ_’} Mascot Search Results

SCIENCE.
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Intérét de la haute précision de mesure de masse en MS

Masse déterminée a <5 ppm sur les précurseurs en routine
< 3 ppm av elack madso> gur LTQ-@rbigap (Olsen JV et al. Mol. Cell.

Proteomics. 2005;4(12):2010-21)
Encore mieux sur appareils FTICR

[

g &
possible peptide compositions

8

-
n
o

#of

g

[

=]

10 1
accuracy of mass det. [ppm]

=

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



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

Etude utilisant un LTQ-Orbitrap et un LTQ-FT

Activation Peptide amount Mean number of tandem Mean ion injection
Analyzer method loaded (mg) mass spectra SD time SD
oT CID 0.5 2579 87 378 58
oT HCD 40%* 0.5 2062 104 530 58
LIT CID 0.5 4202 12 41 2

Comparaison du nombre de spectres MS? acquis et du temps de
remplissage des analyseurs.

g 2000
=
| 1500
@
- 2 1000 —
Comparaison du nombre de @
séquences identifiées 2 500 /.
| —1 | —
%’/ = T ‘4 1
Dans ces deux cas, pas

LTQ CID, OT HCD

possi ble dobéacqu®] acquisitions NCE=40%, OT
et MS/MS en paralléle ! acquisitions
(a) CID method / Scan function 14

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



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

Comparaisons similaires aux pr®c®dent e:
geométrie Q-TOF

lon Trap Q-ToF
Total number spectra acquired 355,136 363,692
/—\ A
MS/MS acquired Q 271,507 ) ( 186,049 )
R — e
Number of extracted files (.pkl) 92,081 129,752
Number of search result files (.spo) 72,028 20,871
Number of validated spectra 10,618 16,072
D —— P ——
Number of validated unique peptides ( 4151 ) ( 6253 2
 —————
MNumber of protein 1Ds 873 994
Number of unvalidated spectra 61.410 4799
‘. r,

Table 1. Comparison between 6330 lon Trap and 6510 Q-TOF search results and hits.

Note doéappl i
https://www.chem.agilent.com/Library/applications/5989-7820EN_LO.pd!



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

1000 ppm

4000 -

Number of False Positive Matches

Spectrum Mill Reversed DB Search Score

Figure 4. Spectrum Mill score distributions of reversed database hits for variable fragment tolerance at constant 10 ppm precursor tolerance using the
6510 Q-TOF.

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



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

Number of Valid Peptide Matches
with % Confidence

Number of Valid Protein Matches with %
Confidence {minimum of 2 or more unique peptides/protein)

ppm Tolerance

Precursor Fragment >095% >75% >50% >95% >75% >50%
1000 1000 954 2220 3361 102 213 282
5 1000 LAEY 6590 7645 338 478 524
10 40 6590 11552 15509 478 728 829
LN
Table 2. The number of confident hits for three different combinations of precursor and fragment mass accuracy settings on the 6510 Q-TOF.
Note doappli

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



Intérét 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.



Fragmentation large bande MS - MSE

ldée originellement développée sur des appareils de géométrie Q-TOF

Collision cell cycles between Ms
low (MS) and elevated (MSF )

energy states
MS 1 ‘ MS 2 '

ol £\
e 2 sec

Fragmentation simultanée de toutes les ’ ®
especes ionisées au temps t MSE

LU

MCP 2006, 5, 589-607, Silva et al.
RCM 2007, 21, 730-744, Chakraborty et al.



Fragmentation large bande MS - MSE

A -
658.7808 706.8691
-, 659.2837 T % 707.3793 MS
§59.7869 l 707.8896
B |- -
1 } MSE
T 17011 OO <o HRRRR OG- 0 O OO
T30:IGLDCASSEFFK 2 _A__
y11 ion i
y10 ion —'
C y9 ion s
I : T16:LGANAILGVSLAASR 2*
- y10 ion
y9 ion
e y8 ion
T = R e
T30: (K)lGLDCASSEFFK(D) RT=68.12 min T16: (K)LGANAILGVSLAASR{A) RT=68.30 min
. D 4 = E % 15
-
a
=3 o
« < © :"“H- [Te)
\‘l‘. l T = - = g l H‘gz To T o
o + i ~ = = > %
Ll LT Ll 15 5T
- Lnl]l |.“|.u. h|u. bl all Ly | gt i e |l|J'|J|,.L ___J..,._\“ wlull | : - errgd |

Chaque pr®curseur est fragment® de mul t

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



Méthode AlF:
All lon Fragmentation

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

Rs 100 000 a m/z 200

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

MS scan AlIF scan

%+%,ﬁ»'1]f|]:\ e

g
=z

précurseurs et 15 ppm sur les fragments

HCD collision cell

HCD collision cell

)
= =

Spectre MS Spectre AlF
| Cc i aussi , | 6association des ions fr af
obtenue en consi d®rant | es pics do®l ut
MaxQuant)

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



Méthode FT - ARM :

Fourier transform - all reaction monitoring

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

A)

0

)]

C)

Hypothetical J ]
Spectrum (i)

Hypothetical I I I
Spectrum (j)

Total lon Chromatogram K }\
e .,._AJ'L L F_AMWMM_"\,.

| Dot product Analysis >

, 30 60
~_Time (min)
. D)

. o .
¥ u..JITu ||l:||.l.||..J Ludh ™

No Match

X

f—

Peptide Match

1l | | ' 1
200 miz 2000 Time

Ll

Dot product score

X

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

-1 ci

Oi

nf ormati on des pics do®l uti on ¢

programme deéveloppé utilise la précision de mesure de masse sur les fragments.
- Application : identification et quantification de BSA dans un digestat de levure

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



Fragmentation « SWATH »

Méthode développée sur un appareil QQTOF (TripleTOF 5600)

- Fragmentation systématique de

plages de 25 Da.

- Recherche dans les spectres MS/MS
composites dobéions f
pour des s®quences
possible sur une gamme dynamique

de 4 log



