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lllustrations en protéomique

Identification de peptides
Quantification relative d’échantillons
1) en analyses exploratoires

2) en analyses ciblées



Identification de peptides



Différentes stratégies d'analyses d'échantillons protéiques

Extraction des 1)
~ proteines @ %
f‘%ﬂm, o ~J

Digestion
enzymatique
www.chez.comomgmethode.htm|
l Séparation des protéines: . "
2DE, techniques de = “Identification par
séparation en solution i spectrométrie de
L R f masse -
X 2) = el LWL gl L
Fractionnement 'Q-—_Orr ° Séparation des peptides
de 'échantillon — & ‘SO_QZ/' (LC)
(fractionnement Vo
subcellulaire) Digestion du mélange

protéique



Reégles de fragmentation des peptides

L'extrémité C-terminale du précurseur (X, Y, z)
L'extrémité N-terminale du précurseur (a, b, c).

Fragments containant :

F4
|

Fa
|

O
I

8
|
C=CTN+C—C+N+-C—CO0H

F2
|

F1:0Q
|l

M,



Identification par informations de séquence

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

—H Y Q L N Q | Q WE R |
R E W Q Q N [ — Q ' Y I H IMM
100, 1101 ,%—
301,16 126473
al
az2 y7
110,09 70140
" 27316 M 2H) 2+ y6
Q73 58
709 .90
1 260 49
Y 41192 y3 ] z8
bl 2 b3 b4 yaps | Y® g
y 1084 B3
bi7 iy b9
17514
I - } L 656 ST 784 46 Q91252 1227 DT
D_ R R |.1 Y |. [T .ld. L WL L .l/a....- wlobov Jubdod, o, L L.nl L.. ....... LLL nl. | I ..i..l..L...l...lu.i .L.l....; J_l.k. W 1 mimmih da s I. l J.‘ R
LI L LR

100 200 300 400 700 800 500 1000 1100 1200 1300 1400

m/z

|dentification de la sequence HYQLNQQWER
Séquence lue de gauche a droite sur la base de fragments contenant I'extrémité N-term
Séquence lue de droite a gauche sur la base de fragments contenant I'extrémité C-term



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

100+ 26.00 I
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70 2896

g 3242 Elution des peptides
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Scan S
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Relative Abundance

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

Fragmentation des especes multichargées sélectionnées

100
90
80
70
&0
50
1004
40 3
904
30 3
20 802
10 ?Oé
0 201 607
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o
7

1

Relative Abundance
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| Scan S+1
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Relative Abundance

Principe des acquisitions LC-MS/MS automatiques (3)
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Acquisitions MS et MS/MS en paralléle

Acq spectre FTMS (typiguement Rs 30 000)

Acq Acq Acq Acq
MS/MS1 | MS/IMS 2 | MS/MS 3 | MS/MS 4

MS

Suivant les générations d’appareillage : jusqu’a 20 MS/MS pendant un spectre FTMS



Recherches dans les bases de données protéiques

MASCOT MS/MS lons Search

Your nam
Search titl
Databas
Taxonom

Enzym

W

Base de données a explorer et taxonomie
- organisme d’intérét
- tous les organismes (pour détecter des

TAIR10 », C(-\na-nw.:nnna-n\
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Trypsin T » NON_colinédce * trvyncina 2
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Quantitatio
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Peptide charg

Data fil
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Methyl (C-term)
Methyl (DE)
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#

Methﬁl EKE
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RSN o | DS

\ 4

Decoy

l
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Start Search ...

J

- interne, immoniums, chargés 2+, etc




Recherches dans les bases de données protéiques

MAT: Hfﬁ_’} Mascot Search Results
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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 avec l'option « lock mass » sur LTQ-Orbitrap (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 /.
L — | —
%/ = T ‘4 1
Dans ces deux cas, pas

LTQ CID, OT HCD

possible d’acquérir spectres MS 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,



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

Comparaisons similaires aux précédentes faites entre une trappe d’ions et une
geométrie Q-TOF

lon Trap Q-ToF
Total number spectra acquired 355,136 363,692
e — > ———
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 d’application Agilent,
https://www.chem.agilent.com/Library/applications/5989-7820EN_LO.pd!



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

1000 ppm

4000 -
3500 -
3000 —
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -

Number of False Positive Matches

500 -

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 d’application Agilent,
https://www.chem.agilent.com/Library/applications/5989-7820EN_LO.pdf



Intéret 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 4181 6590 7645 338 478 524
X 10 40 6590 11552 15509 478 728 829

Table 2. The number of confident hits for three different combinations of precursor and fragment mass accuracy settings on the 6510 Q-TOF.

Note d’application Agilent,
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 i 1
1 } MSE
SORNEOR 0 0 1 | COMR v OO A o 8 O C OO
T30:IGLDCASSEFFK 2+ _A__
y11 ion i
y10 ion —'
C y9 ion g
I : T16:LGANAILGVSLAASR #*
- y10 ion
y9 ion
=y y8 ion
S ——
T30: (K)IGLDCASSEFFK(D) RT=68.12 min T16: (K)LGANAILGVSLAASR{A) RT=68.30 min
. D 4 = E % 15
-
%
o < “:?;r
| el _Qt;\ <, - 5T 2“; g‘ N
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Chaque précurseur est fragmenté de multiples fois, a travers tout son pic d’élution

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



Méthode AIF:
All Ion 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

R 43
=z

précurseurs et 15 ppm sur les fragments

HCD collision cell

HCD collision cell

& &

Spectre MS Spectre AlF

Ici aussi, I'association des ions fragments provenant du méme précurseur est
obtenue en considérant les pics d’élution chromatographique (programme
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) | Dot product Analysis >

Total lon Chromatogram K }\
_J'L_.,-_.,._/J'L L ,AMWMM&

0 _ . 30 60
‘ - Time (min})
B) - D)
I | -;l |l;||.l Wbk d Hu Match
| |
©) o — £
Hypothetical T , L.
soectrum () LUl {1 4l [1] ] gl
Lol | S Peptide Match
L . 8
Xitii | =3
Hypothetical | || | ji| | | | 1
t ! |
pectrum (j) 200 — 2300 —

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

- Ici 'information des pics d’élution chromatographique n’est pas utilisée ; le
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)

y2 y3 yd y5 yb6 y7 y8 y9 y10 y11

swath [700-725]
|/
|| Endogenous WIQDADALFGER

n Il (719318 m/z)
1 , || N peptide fragment XICs
t l — y10 1135481
‘ ‘ — Y9 1005.425
— Y5 629.312
{ yd  515.231
' {
l
I \}
(AN
‘ lyl
{ \
=3 \ AL A
o WA s

- Fragmentation systématique de

plages de 25 Da.
- Recherche dans les spectres MS/MS
_ | " composites d’'ions fragments attendus
l | ' pour des sequences d’intérét =>

| ‘1 O | s | s possible sur une gamme dynamique

*...IL-.-' ;..-.J\u A._'I U | B | IR SN | ~ R | \—»‘—7—)‘-—1 | N -
==t == de 4 log




Quantification relative d’échantillons

1) en analyses exploratoires



Analyse différentielle sans marquage des échantillons
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Analyses semi-quantitatives avec marquage différentiel
des échantillons

( ( n—) e g5 Qs
X S Q§ 'OL'JQ. ?17:3“' S

Protl Prot2

Les deux formes peptidiques co-€éluent et possédent la méme efficacité d’ionisation.
Le rapport de leurs intensités correspond au rapport de leurs abondances dans les
deux échantillons protéiques compares.

Light
w .
1$ Heavy = Extracted ion chromatogram (XIC)
L]
& oo v ?
g 70 @
£ >
= -
g w
L Lk
g oy
o ‘m
E | ﬂ 5
10 ', £
0 i 1 I -
8650 BF0 B71 B72 873 B74 B75 B76 | | | _ _
mi'z 38 7 Time (min)
Détection en MS de la paire de Reconstitution des pics d’élution

signaux au temps t pour les deux formes peptidiques



Stratégies d'analyse semi-quantitative

e Metabolic labeling Chemical labeling Spiked peptides Label free

Cells or tissue

Purification or
fractionation

-------
..........................................

Protein

Peptides

I B ED LD
"I
000

MS data

Data analysis

Anal Bioanal Chem 2007, 389, 1017, Bantscheff et al




Gamme dynamique des mesures quantitatives

Gamme dynamique au sein d’un méme spectre MS (marquage)

10,000 :
°
1,000 - ®
o) ] ®
r [
(1 4
o] o
@ 100 -
S
7
©
O
=
10 - ® ITMS
] ® Orbitrap
¢
1 - BN IASDINRNIDPLLIERAEYp AP G010 A UAIASEN ARPIISRR P PLIE
1 10 100 1,000 10,000

Expected Ratio

A partir de 10:1, rapports sous-estimés par analyse sur le LTQ.

Gamme dynamique avec le LTQ-Orbitrap : au moins 2500.

Anal Chem 2007, 79, 3056, Venable et al



Précision et justesse des mesures quantitatives
Effet de la haute précision de mesure de masse
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Anal Chem 2007, 79, 3056, Venable et al.



Précision et justesse des mesures quantitatives
Corrélation avec le rapport signal sur bruit (S/B)

Codage des Arg et Lys

NS,
‘hl ‘hl R .

Mélange 1:1

~1/3 desions a S/B <5
(appareils LTQ-FT ou LTQ-Orbitrap)

w
T

g
T

Relative abundance ratio (Log,)
o

] 0 | 100 T 1000
Minimum S/N

Bakalarski et al. J Proteome Res 2008, 7, 4756-65



Quantification relative d’échantillons

2) en analyses ciblées



Analyses protéomiques ciblées :
analyses par SRM/MRM

List of proteotypic peptides (PTPs)

Digestion ‘ Ql Q2 Q3 1
with oy
trypsin o ——~1 1 [ — E
—_ /) — - @3 ‘E go—— T —0— — &
} / —— [ i
Fragment ion RT
Protein Peptides LC/ESI MS CID selection Transition

Pour chaque protéine a quantifier : sélection de peptides protéotypiques,
I.e. séquences spécifiques de cette protéine et bien identifiables par MS.

Détection de paires precurseur-fragments (transitions) spécifiques de
chaque peptide protéotypique.

Nat Rev Genetics, 2009, 10, 617-627, Gstaiger et al.



Analyses protéomiques ciblées :
quelle couverture du protéome ?

o ¢ ¥ g B 8 3 =E3P0E o8 3 % . 0 2 0
g 8 5 &8 £ 3 & B88z2¥ 5 ° § ° 3z 25 8
¢ 2 5 B & F S EZFYY £ 3 @ = 3 T3 ¢
= = Pl R = - = = =
|' 1 | | L T L | L i [ B
}132 Q;I'I"',_"5“~~— 1E6 copies/cell
— T .
T 18]
2 (q
B 17 - )
Q Qs —— 1E5 copies/cell
g 16 - *
O ] Q’.
15 e
N (/
g 14 1 e,
Abondances = 43 4 %~ — 1E4copiesicel
Ve - 7 (
déterminées g 121 %,
par WB T 11 1 %f%, .
quantitatif S 10 - TQ(%&J1E3cop|esfoell
< 9- Qe
£ g4 \((°Y
a6 %
O
S T T e T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Protein Measured
Quantification absolue de certaines protéines (SRM de peptides marques) :
confirmation de la possibilité de quantifier des protéines entre ~40 et ~ 10°
copies par cellule.

‘ Cell 2009, 138, 795-806, Picotti et al. ‘



Analyses protéomiques ciblées :
protéines impliquées dans le métabolisme du carbone
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I - abundance data
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| Cell 2009, 138, 795-806, Picotti et al.



Comparaison SRM (appareils QqQ) et PRM (appareils de
type QqOrbitrap)

A SRM )
Q1 q2 Q3 . 3

I _ |

S0 @ e - w5 | ],

O.O ooooo A
I B e— |
1Th 0.7Th
B PRM
Q1 q2 Orbltrap 3
%e o6 ‘6 q
O"O ..‘.._“. f :> l\I ‘ T

Peterson AC et al. Mol. Cell. Proteomics 2012. p1475-88



Comparaison SRM (appareils QqQ) et PRM (appareils de
type QqOrbitrap)

c Count: 7485 9459 1997 182 334 1249 49 3
TPR (%): 0.014 0.011 0.053 0.63 1.4 012 27 61

100 =
_ — Pour 25 peptides
105 — c d’intérét :
- : . calcul théorique des
— — chances de les
o) o a 5 . .
> 1 1 i ! identifier
o i : g correctement
O o I 1 lorsqu’ils sont en
- E % 3 présence d'un
: | | produit de digestion
0.01 E,%—i— des protéines
. : humaines.
0.001

SIM Wil 2T 3T | SIM 1T 21 3T
QgQ Orbitrap or TOF

Count: nombre de peptides théoriques vis-a-vis desquels les peptides d’intérét ne
peuvent étre discriminés.

Attention : ici, pas d’'information de temps de rétention prise en compte

Mol. Cell. Proteomics 2012. p1475-88, Peterson AC et al.




Comparaison SRM (appareils QqQ) et PRM (appareils de
type QqOrbitrap)

Dans le cas d’analyses de peptides en matrice complexe (extrait protéique
de levure digéreé) :

- Meilleure précision de mesure quantitative en SRM, sans doute en raison de
la plus haute vitesse de scan du QgQ (environ un facteur 2 par rapport au
QqOrbitrap)

- Plus grande gamme dynamique atteinte en PRM qu’en SRM

Mol. Cell. Proteomics 2012. p1475-88, Peterson AC et al.




Ecueils restants (1)

Exemple d’une limitation bioinformatique :
Quantification relative de trois échantillons marques differentiellement (SILAC)

silacl_msa_el3 #1010 RT: 19.07 AV: 1 NL: 5.13E5
T: FTMS + p NSI Full ms [400.00-1400.00]

932.781
100 z=3
o | Rapports d’abondance déterminés par le
. rogramme MaxQuant:1:1:2
80 Prog Q 933.114
] 032.445 #=3
"3 z=3
® 7
260 —
S -
2% 923.406 033,47
Q 1 =
Sa0 z=2 928.931
g - 928.432,
30 ; Z:2
20 ; 936.463
] z=?
] 924.911 931.918
10 - 92225?81 z=2 9225;%43 9227;}?22 - 932-3)74 -
07\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

921 922 923 924 925 926 927 928 929 930 931 932 933 934 935 936
m/z



Ecueils restants (1)

Si on dé-zoome :

. . ye 4z A : .
Triplet du peptide d'intérét Triplet « contaminant »
silacl_msa_el3 #1010 RT: 19.07 WAV: INNL: 6.90E5
T: FTMS + p NSI Full ms [400.00-1409.00]
938.135
100- T
90
] 942.124
80 932.7B1 93\802 7=3
m 7=
. z¥ | g3gary O AT
707 =3 T
] 942.459
’ _z=3
’ 2.445
50
. 7
407 933.447
. 923.406 _z=3
30 z=2 928.931 938.806 942;792
. z=? z=3 23
20 924.410 9321;?)18 939.141 943.127
. z=2 929.428 73 z=? 941.400
107 922.781 927.422 2= - 2=7 943.468
5 Tl 11Ty ML
o o i Ao OO LU A o M
| L A R AR AN RARAS RARRY RARAY RS RARAY RARAY AR NAARY R AR HAARS A RAARS AR RAARH RRARS RRARS RARRY RARAY RARAY RARAY RARAY AMRY RARAY RARAE HAAA RAARS LA RAARS SR RAAAS RAARS RAARS RAMRY RAMA) RARAS RARA) RAARY RARMY RARAY RARAY MMM RARAL RARAY
920 922 924 926 928 930 932 934 936 938 940 942 944

m/z

Conclusion : I'état de charge déterminé par la MS (LTQ-Orbitrap) n’est pas pris en
compte par MaxQuant !!



Ecueils restants (2)
Quid est de l'intérét de la haute résolution ?

En analyse protéomique classique, une haute résolution en MS est assez peu
mise a profit. En cas de co-€élution et donc de co-fragmentation de deux especes
guasi-isobares, les logiciels d’interprétation des données classiquement utilisés ne
permettent généralement pas d’identifier les deux séquences.

silacl_msa_ell #2643 RT: 33.16 AV: 1 NL: 5.84E4
T: FTMS + p NSI Full ms [400.00-1400.00]
803.879

100 z2
] 804.380
] z=2
90

80—

703 800.318
] z=2
60—

50

40

30

20
10

0

799.310
z=2

799.871
z=?

[

800.818
z=2

801.884
z=?

802.387 g4 g08

801.378 =7 OO

z=?

804.881
z=2

805.343
z=?

805.847
z=2

806.815
z=?

807315  808.293
) 7=

806.391 z=? Y

z=?




Petit bilan

Apport indéniable de la haute précision de mesure de masse en mode MS et en
mode MS/MS a la fiabilité des identifications de peptides en mélanges complexes.

Performances des appareils FT (FTICR ou Orbitrap) mais aussi des TOF de
générations récentes.

Développements de méthodes s’affranchissant de la sélection de précurseurs pour
identifier plus d’especes...y compris si elles ne sont pas visibles en détection MS
(cf Gillet et al., Mol. Cell. Proteomics 2012).

En analyses ciblées, intérét de I'approche PRM pour gagner en facilité de mise en
ceuvre des analyses, en fiabilité d’identification et en précision de quantification.

Nécessité de démocratisation des programmes bioinformatiques / de davantage de
développements pour pleinement mettre a profit les gains en capacités
instrumentales.



