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Introduction : quelques définitions

Les molécules biologiques sont composées essentiellement de:
Carbone : C
Hydrogene : H
Oxygene : O
Azote : N

Phosphore : P
Souffre: S

A chacun de ces nucléides correspond une masse atomique.
Connaissant la formule brute d'une molécule,
on peut donc calculer une masse chimique.

Par exemple, I'alanine (CH3;CHCO,HNH,), soit C;H,NO, =

(3x12,01115)+(7x1,00797)+(1x14,0067)+(2x15,9994)
=89,09474 Da

L'unité de masse (u) est appelée dalton (Da) pour une masse chimique.
Elle est définie comme 1/12 de la masse d'un atome de carbone 12 :

1u =1Da = 1,660540x 10-2%7 kg
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Introduction : quelques définitions

La spectrométrie de masse est une technique d'analyse physico-chimique permettant
de déetecter, d'identifier et de quantifier des molécules d'intérét par mesure de leur masse

Son principe réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions)
en fonction de leur rapport masse/charge (m/z).

De plus, la spectrométrie de masse permet de caractériser
la structure chimique des molécules en les fragmentant.

Champ
électromagnétique
ql 50 Ea

Rapport masse/charge Rapport poids/puissance




Chapitre I : Principes
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1 Schéma du spectrometre de masse :

source-analyseur-détecteur

Source d'ions

Production d'ions

en phase gazeuse

> Analyseur en > ; ' Traitement du
masse m/z BHRECy signal
Séparation des ions Conversion d'un Représentation des
produits en fonction  courant ionique en données dans un

du rapport m/z courant électrique spectre de masse




1.2 L'ionisation dans la Source :

Les difféerentes sources

Molécules volatiles

Production d'ions
en phase gazeuse

Chauffage et

introduction du gaz L'ionisation chimique

Molécules
non volatiles

Désorption/Ionisation
Impact laser Laser
Assistée par Matrice

Phase solide
(microcristaux)

Dispersion en I
Phase liquide microgouttelettes Electronébulisation
sous haute tension



9 1.2 L'ionisation dans la source

1.2.1. L'ionisation chimique
s'adresse a des composés volatils, apolaires et stables a la chaleur

+ - — - T+ } 4 z
CH, g CHy Ze CH, (méthane) en large exces

. + + - , ’ .
CHy: + CHy = Ch; g e électron de haute énergie

CHe* + M —w= WMH* + CH, M (analyte)

ion moléculaire a M+1

CHi* + M —m MCH;t + H

ion moléeculaire a M+16

Une molécule de méthane qui recoit I'impact d'un électron a haute énergie émis par un filament
chauffé a haute température va subir l'arrachage d'un électron pour donner un ion radicalaire

chargé positivement (CH,* ).

Il s'ensuit une réaction qui donne naissance a des ions CHs* pouvant réagir avec les molécules
d'analyte (M) arrivant dans la source.

Ce type de réactions ions-molécules produit principalement des ions [MH]* et [MCH,]*".

D'autres gaz d'ionisation chimique peuvent étre utilisés, tels que |'isobutane et I'ammoniac.
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10| 1.2 L'ionisation

1.2.2. Désorption/Ionisation Laser Assistée par Matrice (MALDT)

s'adresse aux molécules polaires, peu volatiles comme peptides/protéines

analy.e/matnx spot

Matrices: ac. a-
cyanocinnamique,
sinapinique, 2,5-
dihydroxybenzoique, efc. —_—

) To mass
SoeCiometer

Désorption

~ation /

sample plate axtraction
grid
L'analyte M est dispersé dans une solution saturée de petites molécules aromatiques
(matrice) et I'ensemble est co-cristallisé par évaporation du solvant. Le dépot solide
obtenu est irradié par un laser de longueur d'onde ou les molécules de matrice ont une
forte absorption. Il en résulte la désorption des ions formés par transfert de proton
(H+) entre la matrice photoexcitée et I'analyte M: [MH]+ .
*Matrix Assisted Laser Desorption Ionization



11 l 1.2 L'ionisation

1.2.3. Electronébulisation (ESI)

Débits 1-10 4d/min a 300nl/min L'électrospray est produit par application

d'un fort champs électrique sur un liqguide contenant

¥

4 I'analyte M traversant un capillaire.
: g Ce champs provoque une accumulation de
‘ o charges d la surface du liquide en sortie du capillaire,
X ° ce qui va former de fines gouttelettes hautement
- chargées (nébulisat).

L'évaporation de solvant conduit au
rétrécissement de la taille des gouttelettes jusqu'a
ce que le champs électrique a leur surface soit
suffisant pour provoquer la désorption des ions.

r'&:lh
&
ﬂ \ 0t Ny counter gas
s i .ﬁ:. v
. L]
B a | ri&i!* i
? 1:' 4 ."w-."'l EN I . l
= ot B i 1T » Analyseur
.:"1"”-!. l,_;:'.l:'!;‘ e s 3
% U e
= __ﬁ ‘ LT" e °* "
& =) =

*ESI: ElectroSprayIonisation
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1.2 L'ionisation dans la source

Les ions produits

L'ionisation chimique

Le MALDI

Molécules monochargées, essentiellement sous la forme

[M+H]*  donne le rapport m/z:  [M+H]
1

L'électronébulisation

Molécules le plus souvent multichargées :
[M+2H]%*, [M+3HT3*... [M+nH]™
Ce qui donne des rapports m/z:

[M+2H] [M+3H] [M+nH]
2 3 n
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1.3 Les analyseurs

Source d'ions

—

Production d'ions

En phase gazeuse

Analyseur en
Masse m/z

Séparation des ions

produits en fonction

du rapport m/z




14| 1.3 Les analyseurs

1.3.1. a temps de vol (TOF)

L'Analyseur :
Tube de Vol de longueur |

2¢ détecteur Réflectron

Analyse Peptides

Le Détecteur :
Scintillateur/Photomultiplicateur

1¢ détecteur linéaire

i Analyse

Energie cinétique d'un ion de charge z
soumis a une tension accélératrice Vo

Ec=% mv2= § m(l12/1+2)=zVo

m/z = 2Vo t2/12  (Vo, | sont connus)

rapport m/z = fonction du temps de vol t

Protéine entiére
\ I
/
IRIRE

Miroirs électrostatiques

* TOF: Time of Flight
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Couplage MALDI-TOF
5 10-8 Torr 8 10-8 Torr

\I[\ Tl b :

Pompe Turbo :

Laser vide élevé
337nm

[A+H]"
[A+cation]
[A-H] >
[A+matrice]

[ions matrice]



16 1.3 Les analyseurs

1.3.2. quadripolaire (Q)

ion en résonance

Les ions émanant de la source sont
soumis a une tension continue (V)
et une tension alternative (V)
appliquées entre 4 électrodes.

voltages dc et ac

a —
source 14

Le trajet des ions dans le quadripole est oscillant.
Si I'amplitude des oscillations est trop grande,
les ions sont collectés par les barres du quadripole et ils ne seront pas détectés.

On regle U et V de sorte que seul un ion de rapport m/z choisi
puisse se frayer un chemin jusqu'au détecteur (trajectoire stable).
Pour obtenir des mesures sur une gamme de rapports masse/charge,
on modifie les réglages de I'appareil a haute fréquence.



17l 1.3 Les analyseurs
1.3.2. Trappe a ions (Ion Trap)

Les ions décrivent

des mouvements

oscillatoires stables

au centre de la trappe.

Par application o
d'une rampe de Radiofréquences @
au niveau de l'électrode annulaire,

les ions vont avoir

une trajectoire déstabilisée

et vont étre éjectés

de la trappe

en fonction de leur m/z croissant. ‘
Spectre MS | ‘
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Capillaire de transfert chauffé

60 Torr : _nnnnnn
1 Torr

Couplage ESI-Trappe a ions (IT)

L'Analyseur :

Ion Trap

QO ,/
1023 Torr Q1

R =

IJLIULIUIJ
Lentille

ESI Skimmer

La Source :

ESI

\

’_ﬂﬂ"ﬂﬂﬂ:ﬂﬂ"ﬂﬂﬂ_‘ o

Dual Stage Turbo

TR
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1.4. I'analyse MS

TOF Quadripole Trappe a ions

NS

i

+{a —2g cos2u =10

m/z = 2Vo 12/ ds
Gamme des rapports m/z Réglage d'une radiofréquence
par temps de vol pour sélectionner un m/z

Gamme des rapports m/z par
réglages successifs

, Spectre de masse
Intensité

COur‘anT 1 (00 )/, -

ionique
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1.4. I'analyse MS

Temps d'acquisition en spectrométrie de masse

TOF

m/z = 2Vo 12/I2

Quadripole

N

Trappe a ions

Gamme des rapports m/z

par temps de vol

< 20 msec

Réglage d'une radiofréquence
pour sélectionner un m/z

Quelques
microsecondes

Gamme des rapports m/z

par réglages successifs

< 200 msec




1.4. I'analyse MS

Sensibilité de la spectrométrie de masse

De l'ordre de l'attomole

1 mole W: 6,03 . 1023

milli mole 103

micro 106

nano 10-°
pico 1012
femto 101
atto 1018 6,03 . 105

soit 600 000 molécules !




E[ 1.4. I'analyse MS

Résolution de la spectrométrie de masse

Dépend de la qualité de I'appareil
Fonction du rapport masse/charge

/ [0
Am
[
e
a
R
Am
ain | afa
10,2

Rapport poids/puissance
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1.4. I'analyse MS

Résolution de la spectrométrie de masse

Dépend de la qualité de I'appareil
Fonction du rapport masse/charge

AM

La résolution mesure I'aptitude d'un analyseur
a séparer l'ion M de l'ion M+AM

Résolution = M / AM

Dées lors, un spectromeétre dont la résolution est de
2000
peut séparer des pics situés a des valeurs m/z de
2000 et 2001
% 200 et 200,1

_| 20,00 et 20,01
M M+ AM




lﬁ 1.4. lI'analyse MS

Isotopes naturels
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1.4. I'analyse MS

Isotopes naturels

Masse monoisotopique

C'est la masse du premier pic du profil isotopique c'est-a-dire celle
qui ne prend en compte que les masses des isotopes les plus
stables (C12, H1, 016, S32, N14, ..).

Masse chimique ou moyenne

C'est le barycentre (centroide) des masses des pics constituant le
profil isotopique c'est-a-dire la masse qui prend en compte la masse
des éléments donnée par le tableau périodique (C=12,011).

Masse moyenne

Pic monoisotopique ‘/

\
.

P P+1 P+2P+3
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1.4. I'analyse MS

Isotopes naturels et résolution

Exemple : Spectre de l'insuline (Masse moyenne : 5807,22)

Résolution: 6000 500

5804.6__

"




27 1.4. I'analyse MS

Exemple d'un Spectre Ms simple par
MALDI-TOF d'un peptide de 1570,632 ua

Analyse d'1fmol de Glu-Fib purifié
En mode Réflectron

S . I m/z Res.
m] 500 7 ' 1570.632 7870
— . | 1571.621 7853
:%125[]; ' 1572.627 8421
£ -
10003 (.
7503 I
. | | [
5003 NN
E I
250~ R
0 e fh W W Y W TN
| | I I | I | | | | | | I I
19695 1270 1975
miz




28

1.4. I'analyse MS

Exemple d'un Spectre Ms simple par
MALDI-TOF d'une protéine de 66,5 kDa

Analyse de 500fmol de BSA

En mode Linéaire

Intens. [a.u.]

P o f

= = =

= = =
| | |

100

m/z Res.
51871544 77
66431.000 47

|
60000

1 1
70000 80000
miz




29 1.4. I'analyse MS-MS

Fragmentation

Consiste a sélectionner un ion (MS-MS), en provoquer la fragmentation, puis analyser la
masse des fragments obtenus (MS-MS).

L'ion sélectionné est conduit dans une cellule de collision remplie d'un gaz inerte (argon par
exemple).

Lorsque I'ion sélectionné rentre en collision avec ce gaz, son énergie cinétique est convertie
en énergie interne.

La dissociation de |'ion se réalisera lorsque son énergie interne sera devenue supérieure a
|'énergie d'activation nécessaire a la fragmentation.

L'analyse de la masse des fragments obtenus renseigne sur la structure de la molécule
analysée.

butane [CH3-CHy;—CHy)—CH3]+ ~ —=  CH3-CH-CH;* 4  CHy
mie =58 -15 mie =43
H H H

H—C—C—C*  —= CHy* +  CHy=CH;

Par exemple, dans les alcanes linéaires, la fragmentation se manifeste par la perte d'un méthyle
ce qui donne des fragments de m/z = (masse - 15).



3°| fragmentation MS-MS sur une protéine

—_—
—

—0OH

Y o -,

(

I
H,N —:_|'| [+ C+-NI I——L|‘I [4C+NH+
R, R,

'H—

~

2
ad

b, | b
Nomenclature des fragmentations peptidiques

A
W
-

R1 O R2 F\’I3 (I:I) F\’I4
| i I

HN-C-C-N-C= +H3N—(I3—C—I’I~J—(I3—COOH
Nm A N M




E 1.4. I'analyse MS-MS

La fragmentation dans une Trappe a ions

Collision avec He et
irradiation & faible
amplitude a la fréquence
propre de l'ion sélectionné

Spectre MS/MS
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1.4. I'analyse MS

Temps d'acquisition en spectrométrie de masse

TOF

m/z = 2Vo 12/I2

Quadripole

N

Trappe a ions

Gamme des rapports m/z

par temps de vol

< 20 msec

Réglage d'une radiofréquence
pour sélectionner un m/z

Quelques
microsecondes

Gamme des rapports m/z

par réglages successifs

< 200 msec




33 1.5. Couplage Chromatographie - Spectrometre de masse

rapidité d'acquisition des spectres : gamme de masses m/z balayée en 200msec
compatibilité avec la chromatographie liquide (h)

RT: 0.00-70.04 — » ?J
g| "3  Chromatogramme [ Gradient de 70 min: 550
2| 3 d'un mélange de peptides (3217)" _ ~ 65 155 oa1ac.on
MERE | ~IV /o )
A b D “3 | CHL,CN/HCO,HO.1%
c E 50—E .
1 B ...dans H,0/HCO,H 0.1%
.E BD—; - i 45.60
U 207 22.59
% ] 33 36 e \{ \J L 48,890 *
8 1EI—g 278 5.48 9.39 1290 1668 19.86 ) 26.76 .'.h .l"l_ 5}:%1:03 5008 5962
R I 5 1 chromatogramme HPLC min)
~
12 000 spectres MS et MS/MS !
Spectre de masse

Au temps: 32,17 min



34| Mélange complexe de peptides issus d'un lysat Hela
apreés digestion trypsique

| A, « Heat map » 1 run LC MS/MS 90
| min sur Q Exactive (2011).

- H| | B, Zoom scans MS et MS/MS
" . i (lcycle =1MS + 10 MS/MS = 1s).

m/z 40 000 spectres |

lr \ C, Spectre MS de R=50,000 (& m/z
| 400) et massif isotopique d'un ion

s 0] E
£ 3 1:
s'o-g 798.0 7965 799.0 78, 00.5 8010 8015 ps
. s precurseur 3+,
—
1:5 {Llll'%l\“% r ““|L‘l|~li|l'|ﬂ"|“+“l“| r Tu\l!"rj —— T T T = |‘-|\|\|\\‘ L

D 5
 AVTEQGHELSNEER y
b . % o = 30
o : bl LD, Spectre MS/MS de l'ion précurseur
,| = 1 vuenC, de R=12,500 (a m/z 400) et
- o ‘= 1= zoom sur un ion fragment 2+.
. ILJ I ;JIJLJ,.[I n;l.,l‘.l,.b,. AT 2L I N h Tl . I‘ Y G g
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Résumé des caractéristiques
de la spectromeétrie de masse

- tres sensible : qq attomoles sont détectées

- haute résolution permet de distinguer les isotopes
naturels d'un élément

- analyse rapide (qq msec) et compatible avec des mélanges
séparés par chromatographie liquide en ligne

- génere de nombreuses données : spectres MS, MS/MS
qui renseignent sur la structure de biomolécules

- compatible avec |'étude de mélanges hautement
complexes comme un protéome entier.
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Chapitre IT : Applications de la
spectrométrie de masse a |'étude des
peptides, des protéines et des protéomes




Plan du cours sur La Spectrométrie de Masse

Chapitre IT: Applications aux peptides, aux protéines et au protéome

2.1. Caractérisation physico-chimique par la masse globale
2.1.1. controle de l'intégrité de protéine
. interactions protéine-ligand
. modifications post-traductionnelles
. interactions protéine-protéine:
oligomérisation /stoechiométrie

NN N
— =
HWN

2.2. Identification de protéines : Protéomique Descriptive
2.2.1. quelques définitions
2.2.2. principe et ex de «peptide mass fingerprint »
2.2.3. exploitation de la fragmentation MS/MS
2.2.4. de la protéine au Protéome

2.3. Quantification de protéines : Protéomique Quantitative
2.3.1. quantification relative apres marquage
2.3.2. quantification absolue
2.3.3. quantification « label free »



38| 2.1. Caracteérisation physico-chimique par la masse globale
2.1.1. controle de l'intégrité d'une protéine

TorA (95 kDa) est une protéine périplasmique d'Escherichia coli.
TorD (22 kDa) est la chaperone stricte de TorA.

=

apoTorA

100 | \ 95283
+TorD

Les 39 acides-aminés N-terminaux de TorA
constituent une séquence signal indispensable a la
translocation de TorA vers le périplasme.

% Intensity
3

.
U, U, U, e,

Mass (m/z)

On mesure la masse de TorA
produite par deux souches de bactéries £. Coli

‘apoTorA
| 91408
-TorD

;E%, - ,,\uwm
“, “, “, £

Mass (mi'z}

% Intansity
z

. _ En I'absence de sa protéine chaperone,
TorD TorD TorA subit une dégradation
Perte de 2875 Da

Extraction de protéines N ETNT
Spectromeétrie de masse MALDI-TOF ® -35 Z A Ng-ger-minaux)
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2.1. Caractérisation physico-chimique par la masse globale

2.1.2. interactions protéine-ligand

AFEST
Carboxylester hydrolase
de I'archeobactérie hyperthermophile
Archaeoglobus fulgidus

Le composé 7600 est un puissant inhibiteur de
plusieurs sérine carboxylester hydrolases.

—0
/Blgo Composé 7600
0

Masse moléculaire : 284 Da

Intensité relative (%)

Spectre MALDI-TOF

AFEST
@ Enzyme seule

@ Enzyme + composé 7600

—
o
(@)

35480 35769

AW
NN

m/z

&)
o

o

Am = 289




L—0| 2.1. Caractérisation physico-chimique par la masse globale

2.1.3. Modifications post-traductionnelles

Isoformes glycosylées d'une protéine
produite chez Pichia Pastoris

MALDI-ToF
[M+H]* a 33406

Protéine mutée sur les

[M+H]* + adduitMatrice, 2 Asn par 2 6in Glyc%aﬂon

55555 , a 33589
e @ / \

Protéine non mutée Glycosylation

+4500Da
sucres

77777




1 1981883

Mise en évidence d'une phosphorylation
sur la beta-caséine,
par MALDI-ToF

1995.204

A

Casein E_gﬁgfﬁ@_HB'ﬂ \15Ref

48

250 fmol

Peptide
' Phosphorylé?

Mﬂ»“hm:wmw J“‘“"Mm»‘w'u'%*‘wwawn"-M,»wl,«y,»wwwww“-“L'wwwﬁwwﬁwwm@vmﬂmmwmww‘ ¥

|‘J||'JI '

“I‘-JWMM

1981.963

| 19B1.963

Action Phosphatase Alkaline

\ 4

Peptide
Déphosphorylé!

L L L
2010

N s B B S N R B B
2020 2030

LI R
2040

T U
2050

LI B
2060

LI
207
z
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2.1.3. Modifications post-traductionnelles

Type Am (Da)|

Phosphorylation

pTyr +80

pSer, pThr +80
Acetylation +42
Meathylation +14
Acylation, fatty acid modification

Farnesyl +204

Myristayl +210

Palmitoyl +238

etc.
Glycosylation

N-linked =800

O-linked 203, »800
=Pl anchor =1,000
Hydroxyproline +16
Sulfation (sTyr) +80
Disulfide bond formation -2
Deamidation +1
Pyroglutamic acid =17
Ubiguitination =1,000
Mitration of tyrosine +45

Tout incrément de masse Am
(modification chimique ou
mutation d'AA) peut étre
mesuré par spectrométrie de
masse.

Cette détection Am dépend de
la Résolution de |'appareil.

Sera d'autant plus notable sur
des peptides ol les m/z sont
bien résolus.




E 2.1. Caractérisation physico-chimique par la masse globale
2.1.3. interactions protéine-protéine

Spectres ESI de la Ribonucléotide réductase £. coli

en conditions dénaturantes en conditions non dénaturantes
(H,0/MeOH/AcAcétique) : (fampon bicarbonate d'ammonium) :

: .;_._____L=-_:-_""_'_'-__=...._..—‘T§
Masse calc.
| 87 028.8

Masse mes.
| 87 033.6

-(Fe-O-Fe),

ik
Monomere inactif 43 386 Dimere actif avec cluster « Fe-O-

Fe » non covalent sur chaque
43 392 monomere

“ 'Mn UMIWMMW Mﬁjﬁf’i

07, EWE 0 || ‘ 06165
1| I

b |'.._|

Masse mes.
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Y a-t-il une limite en masse ?
Exemple des hémocyanines de crabe

= MM allant jusqu’a 2 235 kDa pour le 30-mére !l

C(monomeére) =5 x 104 M

W4 Dilué dans AcCONH, — 10 mM

— 10474.18, %10 %20
450 333 £45 Da g\
Hexamere i 901 605 + 190 Da g | Pi=6.5mbar
12-meére #.¢ \/c=200V
14088.06
1337{]_@
wnss 1 352 823 + 221 Da
18-mere
}0723_23 13559_5{] 16702.72
~16912.72
%]
154%_9Q
}7123.54
75094 + 56 Da B
Vonomare ] 1804 368 + 285 Da
g e J4-mere
4422 33
16101.%3
4173.90 0982.64 43255 21
06 49 m‘-i 15914.78
3949,
o ni{ oot o UL SRR YU 1 LL A 2R U W PPN
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000 24000

Sanglier et al., . Am. Soc. Mass Spectrom., 2003, 14, 419

Sarah CIANFERANI



45| 2.2. Identification de protéines : Protéomique Descriptive

2.2.1. quelques définitions

Protéome : ensemble des protéines

exprimées par le génome ou par un type cellulaire
ou une cellule (Wilkins, 1996)

Protéomique descriptive : identification et caractérisation
des protéines d'une cellule dans un environnement donné

L'analyse « rapide » et a grande échelle des protéomes
est devenue possible grace a:

* la connaissance des Génomes et donc des cadres ouverts de lectures (ORF)
* meéthodes de séparation des protéines

* la spectrométrie de masse

* la Bioinformatique
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2.2.2. Principe du «peptide mass fingerprint »

Identifier une protéine, connaissant son origine (génome),
revient a lui attribuer une séquence en acides aminés

Bien qu'il existe des méthodes physicochimiques de séquengage de protéines,
ces méthodes sont peu sensibles et limitées (N-term bloqué, AA modifieé...).

En revanche, il est plus facile de séquencer des acides nucléiques
et d'en déduire la séquence en acides aminés des protéines encodées (ORF).

On dispose a I'heure actuelle de banques de séquences (databases) regroupant
les séquences de plusieurs millions protéines de différentes espéces.

Expérimentation Banques de séquences

Mesures de masses

, o - e Calculs « /n silico »
d'une protéine a identifier

Comparaison




E 2.2. Identification de protéines : Protéomique Descriptive
2.2.2. Principe du «peptide mass fingerprint »

Identifier une protéine, connaissant son origine,
revient a lui attribuer une séquence en acides aminés

Expérimentation

Mesure de la masse
d'une protéine a identifier

Banques de données

Calculs « in silico »

Comparaison

@0 O 00000 0
m/z

Résultat : masses identiques mais
séquences différentes :

m/z de protéine peu précis

Identification de protéine impossible

m/z

identiques




E 2.2. Identification de protéines : Protéomique Descriptive
2.2.2. Principe du «peptide mass fingerprint »

Protéase Expérimentation Banques de données

b@ Coupure endoprotéolytique
o0 Mesure de la masse
OO OO des peptides obtenus

Calculs « in silico »

Comparaison
1 1 1 1 « Fingerprint » différents
OOOCe O® O
CO®  OCOOCCe
O.QQ.OQQ Q@Q@QO 000, |
. 0000000 RO0Se
Plusieurs m/z
<« Finger‘pr‘in‘l' = empr‘ein'l'e» « Fingerprint » identiques
) . , . O O @ @
Résultat : peptides : m/z précis 90000 | 9000 )
empreinte de clivage o0 0000 ®
spécifique @ ecC® (e

Identification de la Protéine fiable
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2.2. Identification de protéines : Protéomique Descriptive
2.2.2. Principe du «peptide mass fingerprint »

851.2225849
943.514963

1065.5416
1116.57621
1132.58301

1212.7018
1244 655465
1322.70895
1340.71526
1355.71353
1357.72379
1384.74453

1395.7146
1402.74505
1516.82758
1544.51102
1583.82601
1632.80477
1635. 75445

1654.8601
1660.72359
1671.84132
1765.71535
1801.208965
1814.97855
1825.95935
1842.994585
1872.97703
1942.01866
1999.04159
2030.06445
2102.02055
2131.14332
2208.05736
2236.06617
2391.09731
2675.38176
2692 26245
2757 . 36489
2870.37948
3062.43455

Basée sur «peptide mass fingerprint »

641.376731 641.376731

842.5¢ 641.376731 641.37673153151

Compar'e 98;)4: 842. 641.376731 641.376731515122;15
, -~ 901. 842.5. 5461517951 "

+ Tolérance de Masse 9455 930 00141 wup eacro] 467051 26767104

1222': 945.  930.' 901 467951 ).5267671043078

1 100¢ 945.5( 930 52676509104 30783101

1282.0 121¢ 1008.! 945_5091043.530783101&42

— 1316.0 1282 1215.( 1008 530785.63101 12423316

ggz: 131€ 1282 1215_631012.642423316322

1210, 134¢ 1316.( 1282_642423.68316505l917
. 136€ 1349.i 1316.68316)-843051962

1222 141C 1366.? ]_349_843055.64962L917:;2;r

643 153E 1410 1366_64962).74917’7377992

Teac | 163: 1538. 1410_74917;.797373584L188

1807 164: 1635."7 1538.79737>.73584 992)137

1870.¢ 168: 1643. 1635_735843.77992L188L978

AT 1807 1685. 1643_779923.71188)137;553
5374 187C 1807.i 1p85.711887.80137:978°

MATRIX} 5270 224€ 1870.0 1807 80137).8197835533711

SCIENCES 2885 237/ 2246.0 1870.819785.035535711>424

1 H 247( . 54243535

Moteurs informatiques de recherche : ssio: 27 2374 2246.035531.16711424 /00
R , € 2470.: 2374.16711)-154243535
Algorithmes de calculs de scores basés  33¢ 2885 2470.1542439.35353829

3312.0 2889.35352.33829

sur des probabilités

Masses Expérimentales

3312.33829

Masses Théoriques
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2.2.2. Exemple de «peptide mass fingerprint »

Exemple : Protéine adhésive CupB5 de Pseudomonas aeruginosa

Probability Based Mowse Score «pep‘l‘ide mass finger‘pr‘in'l' »

Protem score 15 -10%Log(P), where P 15 the probability that the observed match 15 a random event.
Protein scores greater than 79 are significant (p<0.02).

MNumber of Hits

Probabilité trés faible que cette
. identification soit due
100 150 20 uniquement au hasard (10-15)

Praobability Bazed Mows

Concise Protein Sumimary Report

Format As | |C|:|nn:ise Protein Surnmary v | Help

Signficance threshold p= |0.05 ez number of huts IED Nombf'e de pep‘l’ides
identifiés

Fe-Search All | aearch Unmatched |
1. gi] 15599277 HMa=s=: 100544 Score Expect: Querie=z matched e
adhesiwve protein CupBS [Pseudomonas aed Fa PLO1]
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2.2. Identification de protéines Protéomique Descriptive
2.2.2. Exemple de «peptide mass fingerprint »

Exemple : Protéine adhésive CupB5 de Pseudomonas aeruginosa
avec 24 peptides identifiés expérimentalement :
29% de couverture de la séquence théorique

Sequence Coverage: 29%

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
j01
551
601
651
101
151
801
851
201
951
1001

MMECYALVII
ATALPRGGTV
YIFHQPS555
WY GGLYASTL
LLGAONDHEG
SHGGZLLEADG
GPDGEVHVGE
GTUEIAADEI
SVNWASGHEL
GLGZALAMDA
MENLDGLTWVL
SHNTGPHNVGLE
ANV SASGVSY
GGLVGENFTT
MIBLAIGIQGE
GLYGLAIGEE
TDRGHADL GE
HATSRGDVIG
HAGSTILSARS
SMGGLAGLNL
IGELALLPPA

VIQGCENS
VEGIANGETH
IATLHRVIGTE
DITDAEFHGH
TVLAQMGGETG
GEVLMAARTA
ALZANALMNGE
DVRPIAVSDG
GLGSAADLTL
GEGHEVNGTAL
GONILGGSTY
ARSSGTLSHL
YESRLESHAL
ANGPEAVIEN
VETYRPGLNW
IFREQAIGEV
LVYGHHSQSAT
GFNILVGGLY
S3TVHNGIGRE
GIIEYSGTIG
GIDYGHIW

Matched peptides shown in Bold Red

EGSRERGERL
L3GGENELEVN
ASDINGRIDA
SERYEFTGPS
LGAGEDLTLN
HALLHTVVHS
GHGGTVEVRG
VTWVHALDTLSE
HGRLHASGAE
SVALAGANAT
CTALOSIGGE
KELHHLEVYSDH
GGLYGRINISG
AHSIMVHVLAD
GGLVGYIMEFG
TIEGGLATGS
ETAEATGEVS
GHNGGELVINW
RIGGLYGEHI(
KIDFEFPQSHY

GLEAATASVL
QEDEL TANT
HGEQVEFLYHPH
THGVLNHGGA
FDGNELLDIR
NGEATEARSLE
QLVEVALGTO
NLASTNIELWV
AGLELEAEGA
TWaGETYYTV
AGVFIGTLDG
TYGSGPSSLG
QITANAIVIGG
STERHSLGGY
HVEDEZASGO
LIGEAEGHGH
GEANI EVGEL
DASGEWSALD
IQGRIVISHNS
GOIVGAQVGE

ALLGATALAP
DSFSVALGER
GVLFGRGAQYV
ITAAEGGSIL
VDLGVANLLL
GENGRIVLDG
VHTLASNGLN
STEGDLDLDG
IDINDEIVLG
VOMLAQLOAT
LGNS IGHNLS I
ALVGINSERI
VTGTALSTAY
EELVGLHAKG
VELGGAGNTG
LGHLEASGSY
IGHHL GGSVA
SASVGGLYGS
EGTVSGDYYV
NHGVLGGNYTV
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2.2. Identification de protéines : Protéomique Descriptive

2.2.3. Exploitation de la fragmentation MS-MS

E.uﬁl_u

£ 8
sligslepniyy

M# LY () [
-3 8 S.X.

R A

La MS/MS donne une information structurale

170.0 T

HN_ _NH
by b, by by by by by b F
bz 72,007 nuw‘] 241 DAY 299350%  £01487 m:!-q sm.:uj B0 695 ) HN y?

A v Ala | c A | G A ?
0 o o s34.3 8083
‘H;NJI"PKLWJ\“‘""%“ HH]\E""]JLNH'Tﬁ‘rIH COH yL'S

E ULl e GlapdE |\ DIaw N\ 476 337 L‘J-T-I--Im O3 N2es 80 Navind f
\!H \ﬁ' \!‘n ¥ Ya ¥ ¥ n

s

185
103 3;’33 Ya
u—; G 3?|42 b
123 b3 b mgs bﬁ }’5
m~; 2420 4 | , b bs 0075
I'.E ? |
LE 1719 Y2 \ \ s332
= 187.0 / e 3762 LA g30.2 8153
E—; 1::9: s 2482 271 4 [ 2041 3-':{2 4032 4451 QITQJJ s o7,
- 3 1883 4000 58,
R L R i S P

renseigne sur |'enchainement séquentiel d'acides aminés
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114 PMmA a1 le

Expérimentation
Mesures de MS et MS/MS
de peptides
Pour identifier une protéine

091.13

[@
£ NSI d Full me2 1001.13@rid35.00 (200.00-2000.00)

120344

167744

979.35

84| 103328

Lo 131830
b e R 141526
Bl 1286.38 153041 166101
103 34207 ‘ ‘ qus7a % Heedg | 137030 | 143375 t ‘ 173145 185520
385, 77 o 1561.78
I, Al \\I‘H\HHH‘ \\\‘m\‘l ‘\‘.m‘ ‘““‘1“‘!" o | L,
300 OUU 500 600 700 800 800 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1800 1700 1800 1900 2000

1 Masse Expérimentale MS
1 Spectre Expérimental MS/MS

Choix dans la banque des 500 m/z les
proches du m/z expérimental (MS)

Comparaison des 500 spectres MS/MS

Banques de données

Calculs « /n silico »

Comparaison

100
Ei

114_PM_10#18687 RT:3511 AV 1 NL:42
e

Relative Abundancs

plus

théoriques associés au spectre expérimental

Classe 10 spectres MS/MS en fonction
de leur score

Classe les peptides par protéine

Masse Théorique MS

Spectres Théoriques MS/MS

7EE @
© NG d Full ms2 735.71 @rig35.00 [190.00-1 485.00)
9800
on{I11LL N3 #1380 BT 2159 A/ 1 L 1226 [@
¢ NBI d Full ms2 463.59cid35.00 [115.00- wioon
] 100 s TE
70 ogft14.PM_t0#188E RT:3513 Av.1 NL 52086
[T+ e st 4 Full ms2 741 86@id35.00190.00-1495.00)
- m* g w710
[P t0#18e7 RT 3811 Avi1 NL a27E @
o+ e NST Full 2 73671 @e is3s.0 o030 495,00
53] 9090
1L N300 RT 275 AT N1 226 &l
904T: +¢ NI d Full 52 463,59 @ri035.00 (115,00~ Sanon
44574
o) 100
7o sofIePMIOssE BT 3513 A1 N s0ED
3 N1 Full ms2 741.66@0i35.00 [190.00-1465.00)
& 60 9“1 1005 B
H MLPMJUMBW RT. 3511 AV.1 NL 4.27E6
2 507 @ |7+ c Gl Full ms2 735.71@cid35 00 [190.00-1485.00)
2 |E 989.80
5 g 1m0y |
L so{I11-LL N F1ase BT 2753 AV 1 ML 12260 [@
2 o NI d Full ms2 463.59@cid35.00 [115.00-840.000
W E sl s TE
& 3 |
- 114_PM_10#1888 RT. 35.13 AV.1 NL 5.20E6
0 e 901T. + ¢ NSl o Full ms2 741 86@cid35.00 [190.00-1495.00)
g 997 10
i Z 60+ gof 100
£ 504 7of 90
&
1 858.38
o 05 40
30 846,98
10 988,36
o 70415
“ aos.0a 107585
43756 65105 784 93254
25178 sosg0  BUZT2 ‘ \ \ \maaz 124084 130545
[ — A T R \H\m “HAH il o il i i -
200 3m 0 500 500 700 900 1000 1100 1200 1300 1400
miz
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2.2.4. de la protéine au protéome

Complexes protéiques purifiés

¢ L O )
LS T

F

Digestion protéolytique

(Trypsine) Gel 2D coloré
au Nitrate d'argent (v o)
S
Collecte de,spectres MS et MS/MS al-
Gel 1D SDS coloré 3
au Bleu de Coomassie [
c
c O
MALDT TOF i e s Tons D
en mode Réflectron PP o
| —
o®
Comparaison avec données /n silico des banques de séquences g
6.
B Protéine X 7]

B Protéine Y
B Protéine Z
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Identification des constituants d'un complexe protéique
chez une bactérie extrémophile
par spectrométries de masse MALDI-TOF et ESI-IT

Protéi . iy, . N~ % de Peptides pour Poids moleculaire
oteines identifiees Tene . . . . ..

i d'accession recouvrement l'identification theorique kDa
Cyel oyes 3282057 12 - 19 56 49,7
CoxA (sub-unit I aas cytochrome oxydase) conA 3282001 9 3 09.1
CoxB (sub-unit IT aa; cytochrome oxydase) coxB 3282060 32-40 5.7 28,4
CoxD (sub-unit IV aa; cytochrome oxydase) cox D 24475576 14 1 7.2
ORF1 arfl 15209320 21-45 4-6 16,7
Rusticyanine i 3282004 13 2 16,5
Cytochrome CYC 41 cyped 3282058 14 -8 4-12 20
Cytochrome CYC 42 oped 14251201 20-9 6-2 237
Cytochrome ¢ petl 8547221 32-12 92 25,2
Cytochrome o petB 8547220 11 4 45,5
Rieske petAl 15028607 bt 2 16,7
OmpA-likke Outer Membrane Protein JfopA 20467513 19 -15 4-12 20,2
Major Outer Membrane Protem 40 Omp40 ompd0 4138616 29 - 30 10 - 14 40
CsoS1A csosiA 4836667 39-128 3-2 10,2
CsoS1B csoslB 4836668 S8 (1] 11,5
CsoS1C ceaosll 453366006 39 3 9.9
CwdA (sub-umt I bd ubiquinel oxidase) epdA 57157696 8 3 60.8
CsoS2 08084 4836662 (1] 4 78.6
ATP synthase B chain atp ¥ 728920 45 9 17,9




5 « Shotgun Bottom-Up Proteomics » sur un lysat Hela

| , « Heat map » 1 run LC MS/MS 90
| in sur Q Exactive (2011).

. I ' 'B, Zoom scans MS et MS/MS
o . i (lcycle =1MS + 10 MS/MS = 1s).

m/z 40 000 spectres |

L \ C, Spectre MS de R=50,000 (& m/z
£ | 400) et massif isotopique d'un ion

10
_% 96 Te8E TG 983 ’;og.e 800.5 8010 8015 ’
. precurseur 3+,
1::; "‘LJ"“JILl‘“l‘ ! “\“I Il”ll&lill‘lm‘.l‘“‘lh.l‘“I |L|L Tu\lll‘zj T l\ LI \I]\\I\ -

D
ERY AVTEQGHELSNEER
a5 Y, y T, % i
/B b e, Spectre MS/MS de l'ion précurseur
: . =+ vuenC, de R=12,500 (@ m/z 400) et

A/T ‘I//I‘ ‘= 1= zoom sur un ion fr'agmen‘r 2+,
| T ‘..u-uuml\‘uu||w|mm-1||

j Jm ; ‘
o | [
l”l Ll IIl,{.I‘Ll..i.\ ﬂ’Lllh .
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« Shotgun Bottom-Up Proteomics »
sur un lysat Hela : Identification de 2864 protéines

Peptide identification from HelLa lysate triplicate LC-MS analysis
on a Q Exactive (90 min gradient)

MS spect. MSMS spect. Identif. [%] Unique peptides Proteins

HelLa (1) 5427 35203
2513

HelLa (2) 5098 35911

HelLa (3) 5274 35348
2557

Z Triplicates

37.23 12298
38.35 12830 2601
38.23 12560

37.94

Michalski A. Mol Cell Proteomics. 2011 September; 10(9): M111.011015.
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2.3. Quantification de protéines: Protéomique Quantitative

2.3.1. quantification relative
2.3.2. quantification absolue
2.3.3. quantification « label free »

But: et des
dans des situations biologiques variées : conditions de controle vs

conditions de stress, pathologiques, avec stimuli chimiques...

Quantification Relative par Spectrométrie de masse aprées marquage

- marquage métabolique: SILAC
- étiquettes chimiques : ICAT, iTRAQ, ..

Quantification Relative par Electrophoréese 2-DiGE aprés marquage

Quantification Absolue
marqueur interne ex: Aqua-Peptides, ...

Quantification par Spectrométrie de masse sans marquage :
« label free »
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2.3.1. quantification relative par Spectrométrie de masse aprés marquage

Pour comparer deux situations expérimentales Condition 1y Comparaison
du
Introduction d'un marquage des protéines, Condition 2 proteome
dans I'une des deux conditions a comparer
Cellules, Mesures
tissus, Fractionnement MS Analyse des
organisme Purification, Protéines Eep‘rides MS-MS données

=

2 ﬁi:,-.; \A e | I
o o
\ ."‘-' HH ‘p\{:\ . .'|.-.~'H-'I."J.-!"--l_l"'.t L HH I | W

$5% - Oo
- ﬁﬂ =)

Marquage 1
mémbﬁ.iqﬁe@
— S —
Marquage@ 2 2
e
2 2 2 | 2 |
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.3.1. quantification relative par Spectrométrie de masse aprés marquage

*SILAC: Marquage d'acides aminés par incorporation d'isotopes
stables lourds (13C ou 15N) en culture de cellules

6x12C de Arg-0 Arg-6 13
"Iight“ '”heavy" 6x C de

I'Arginine I'’Arginine

= -

— e o T
= =
— -/

rel. Intensity
J

rel. intensity

Quantification relative des
pics MS d'un méme peptide

m/z
Am =6
*SILAC: Stable Isotope Labeling by Aminoacids in cell Culture
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.3.1. quantification relative par Spectrométrie de masse aprés marquage

*ICAT: Etiquettes chimiques d'isotopes stables légers ou
lourds greffeés sur les Cystéines

EI Heavy reagent: d8-ICAT (X = deuterium)
Light reagent: dO-ICAT (X = hydrogen)
8xX= H
=N 0 X X 0
x X =
HN___l{/;" . r,..«"“"a.u.x"'"H.,___,.r"'-.. He’xx D,HHD,,_ Ox“’i H,.»-H_H__’_. | —SH IAm 8
‘ -8 H >-: A H (CYS) 8xX= 2D
Biotin tag Linker (heavy or light) Thiol reactive
group
b Marquage de protéines 100 1
g0 Lgnt |  reay ~Quantification
< . o—— 60179 * relative des
I C AT I i Optional fractionation T O | ]
A g CC%B Digestion:Ti 1 | h pics en MS
léeger : : i 207 il
= § i N PO
& z P 2 : 8 550 560 570 580
ICAT-label [~ ey e O miz
cysteines % ’ﬁ =100 - e
o = s i E 80+ NH,-EACDPLR-COOH
omoine an N armni oo .
ICA_;E_::“ % F?'rolt;r:m,f;e |:nr:-::hrner:ﬂ?r é 69"“‘&" : IdenTIfICG‘I'IOﬂ
ourd Purification & par Spectre
ixture c
207 MS/MS

par affinité o
*ICAT: Isotope-Coded Affinity Tag

200 400 600 BOD
miz




2.3. Quantification de protéines

: Protéomique Quantitative

.1. quantification relative par Spectrométrie de masse aprés marquage

*iTRAQ : Etiquettes isobariques pour la quantification relative

Rappor‘reur' Balance 4 situations expérimentales a 'res%- % % % %

114 I a-NH,_peptide
115 I a-NH,_peptide

I 2900 — o-NH, peptide
117 I a-NH,_peptide
/

~
Total 145 Da

Analyse MS: tous les peptides

auront une masse globale MS
incrémentée de 145 Da

-

quantificati

115

Pep T,
|

|de

--pe p T:ld e

- --pelp T:ld e

117

Analyse MS/ MS

|
|
|
v

-pelp t1idje

v |

Ideniification

peptide

v

|
v

\

[
>
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¢.3.1. quantification relative par Spectrométrie de masse aprés marquage

quantification relative par ITRAQ

Ech1 Ech2 'Ech3 Echd

Digestion
\ \ \ \ Analyse MS et MS/MS de
?f;?ft %ﬁr\; Q%—F\,‘—‘E %hﬁg tous les peptides marqués
Marquage iTRAQ\w; \115 lna l 17

%@ﬂ# %‘ ?’4 %_“ Ideniification
peptide
Mélangedes«x' ] / 4

| 14 | [ \

quatre altse
7 quantificati T 117 | II |
LC-MS/MS |

échantillons
Quantification relative par la mesure de l'intensité des « rapporteurs »
spécifiques a chaque situation expérimentale testée, et associé a chaque peptide

»
>

(quantités moyennées par les différents peptides qui identifient une protéine)
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2.3.2. quantification absolue

Dosage d'une protéine connue

VPOVSTFTLVEVSR

Synthése d'un peptide marqué (13C, 1°N),

‘\ /“’
correspondant a une portion de cette protéine W{

Caractérisation de ce peptide
par spectrométrie de masse

T , \ g . .
3 Ajout d'une quantité connue de ce peptide de synthese
dans I'échantillon biologique

@ Digestion protéolytique

Comparaison des intensités peptide marqué/non marqué

Analyse en Spectrométrie de Masse
UM Quantification absolue
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2.3. Quantification de protéines : Protéomique Quantitative
2.3.3. « label free »

marquage| 2 | [ 2 | [ 2

Pour comparer deux situations expérimentales

Condition 1 }Comparaison

(ou plus!) du
‘ Condition 2 protéome
Cellules, Mesures
tissus, Purification, MS Analyse des
organisme  fractionnement Protéines  Peptides MS-MS données

o =
AN
Wl d e || | H :
A1 o . =
SN b P LS A L ! | ——
%ﬁ

(1] L) g

e . = ﬁﬁ

Pasde! 1 | E ) 1]

Nécessité de répéter chaque situation : expériences biologiques et techniques (n=3 a 10)

et rassembler les données : Go-To !
Et exploitation avec divers outils bioinformatiques ..travail de longue haleine!
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2.3.3. Protéomique quantitative « label free »

La protéomique a lare

HUPO : HUman Proteom Organization
2002 PPP: Plasma Proteome Project

cherche de Biomarqueurs

Le sang humain peut contenir des

protéines provenant de différentes
parties du corps

Un répertoire le plus complet des
protéines du plasma humain et de
leur quantité peut permettre la

découverte de biomarqueurs de
maladies

Chercheurs du consortium se sont
entendus pour multiplier les
mesures a partir de différentes
préparations et différents
spectrometres de masse avec

différentes méthodes de
guantification

o Par intégration de ces multiples
résultats et du développement
d’outils bioinformatiques :
Etablissement d’'un atlas de
peptides (20433) quantifiés qui
réfere a un set non-redondant de

1929 protéines du plasma humain,
publiguement accessible.

A High-Confidence Human Plasma Proteome
Reference Set with Estimated Concentrations
in PeptideAtlas™s

Terry Farrahi11], Eric W. Deutschi, Gilbert S. Omennt§, David S. Campbellt, Zhi Sung,
Julie A. Bletzf, Parag Mallicky, Jonathan E. Katz{], Johan Malmstrém)||, Reto Ossolal,
Julian D. Wattst, Biaoyang Lin|||[£$, Hui Zhang§§, Robert L. Moritz1**,

by laboratories around the world. Molecular & Cellufar
Proteomics 10: 10.1074/mcp.M110.006353, 1-14, 2011.
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Fin du cours
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Mass Spectrometry and the Age of the Proteome

John R. Yates, III*

Department of Molecular Biotechnology, School of Medicine, University of Washington, Seattle, Washington 98195-7730,
USA

Chemical Reviews 2013

Protein Analysis by Shotgun/Bottom-up Proteomics

Y. Zhang, B.R. Fonslow, B. Shan, M-C Baek, and J. R. Yates III



