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Stratégies de protéomique différentielle
basées sur I'analyse de mélanges peptidiques par nanoLC-MS/MS
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» Comparaison des listes de protéines

- Comparaison basée sur les spectres MS/MS Outils

. ) > bioinformatiques
- Comparaison basée sur les spectres MS

- Avec marquage isotopique (ICAT, SILAC, iTRAQ,....)
J

- Sans marquage



Stratégies de protéomique différentielle par marquage

isotopique et nanoLC-MS/MS
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Traitement bioinformatique des données de nanoLC-MS/MS:
Problemes et objectifs

IPT00001159 Tax:Iﬂ:ﬂﬁﬂﬁ G6CH1-1like protein 1

IPT00009030 Tax Td=9606 Splice Isoform LAMP-2R of Lysosome-associated membrane glyc
IPI00020210 Tax Id=9606 Dysferl:
IPI00297415 Tax Id=9606 Splice Isoform 1 of Dedicator of cytokinesis protein 4

* Présence de faux positifs et de faux négatifs TETRDS 1907 Tax 109606 SyLtce Teotorm 1 of Maeacerin procusees

IPI00012490 Tax Id-9606 Splice Isoform XD of Plasma membrane calcium-transporting 7

. IPI00152540 Tax Id=9606 OTTHUMPO000OO16748

d a n S Ies I ISteS M aSCOt IPI00219249 Tax Id=9606 Contactin associated protein 1 precursor
IPI00007750 Tax Id=9606 Tubulin alpha-1 chain
IPT00102885 Tax Id=9606 Transmembrane protein
IPI00220068 Tax Id=9606 AF-4 protein
IPI00386330 Tax Id=9606 Hypothetical protein FLJ14335

. . H IPI00022228 Tax Id=9606 Vigilin
Trl et Val Id atl O n IPI00045914 Tax Id=9606 Msx2-interacting protein

IPI00294834 Tax Id=9606 ( inyl)bet. ase
IPI00383730 Tax Id=9606 Heuronal voltage-dependent calcium channel alpha 2D subunit
IPI00455968 Tax Id-=9606 Hypothetical protein FLJ44048

IPT00459689 Tax Id=9606 PREDICTED: similar to Keratin, type I cytoskeletal 1% (Cytc
IPI00289861 Tax Id=9606 Splice Isoform 1 of Zinc finger CCHC domain containing prot

» Fractionnement protéique: présence de
protéines redondantes dans des fractions
consécutives

n bandes

I

! n fichiers bruts de nanoLC-MS/MS

!

n fichiers résultats Mascot

—» Concaténation des résultats

» Expériences de marquage isotopique ICAT et SILAC:
calculer le ratio des protéines validées

> Quantification a partir des données brutes

« Ultilisation des listes (rapports, autres applications)

> Exportation au format XML et Excel




TEQAP: Tri Et Quantification d’Analyses Proteomiques

*_\ Tri Et Quantification d'Analyses Protéomiques - 3.0.0

Liste des profils : | MarieM3MS  + l Ouwrir une session I—pru-ﬁ-l-h

Bienvenue sur le serveur de tri et de quantification d'analyses pro
Ce serveur permet de valider des résultats Mascot et de réaliser une analyse quantitative a partir de ceus-ci.

Il est nécessaire de posseder un profil utilisateur @ pour créer un nouveau compte, cliguer sur "Créer un nouveau profil" dans le menu "Profils".

Données Mascot D . .. P
onnées triées et validées

n fichiers DAT n fichiers VALID. XML

4/\

Données Analyst QS

n fichiers bruts i

:
l ]

RAPPORT de QUANTIFICATION liste de protéines | liste de protéines
spécifiques communes




Module MFP (Mascot File Parseur)

1ére étape: tri automatique des protéines

Régles de filtrage définies par l'utilisateur, Résultat de la validation automatique (tableau concis):
basées sur le nombre, le rang, et le score des * Les protéines répondant aux critéres prédéfinis sont
peptides: validées (vert)

* Les protéines ambigués apparaissent en rouge et
doivent étre vérifiees manuellement

° Crité res d ’exclusion MFP - Protéines identifiées dans le fichier n°008928 (échantillon F2 de I'expérience anne série F)

Generer une liste d'exclusion Exporter au format Microsoft Excel®

* critéres de validation

Opt ions ge’néra I es Hit N° accession - désignation Description Score  PM PI 9% de Peptides Peptides Protéine
couv. R&G  valide
1 1P100013744 - Integrin alpha-2 precursor 292 129214 5.16 7 9 9
Type de profil : Extraction du scare ; | MudPIT v 2 IP100157667 - splice Isoform Delta1s of Platelat eell 272 81326 682 15 13 13
precursor
3 IP100006482 - Splice Isoform Long of Sndmm/p‘mtasslum-transpnmnq ATPase alpha- 176 112824 533 5 5 4
1 chain precursor
4 IPID0016334 - cell surface glycoprotein MUC18 precursor 157 71749 565 9 8 8
Reg | es de fl |trage 5 1PI00025054 - Splice Isoform Long of Heterogenous nuclear ribonucleoprotein U~ 146 90423 5.76 6 9 7
& 1P100217561 - Splice Isoform Beta-1C of Integrin beta-1 precursor 135 91610 5.34 7 7 7
7 1P100218845 - Nitric-oxide synthase, endothelial 134 133074 6.98 4 6 6
D Filtrer sur le scaore des prgtéines (extractign des "Signiﬂcants hits") g(3) 1PI00803023 - Sodium/potassium-transporting ATPase alpha-2 chain precursor 134 112193 547 5 g 0
93 IPI00302840 - Sodium/potassium-transporting ATPass alpha-3 chain 134 111663 5.22 5 g @
10 (3, 1PI00375339 - Splice isoform 1 of Sodium/patassium-transporting ATPase alpha-4 chain 130 114093 6.23 5 7 el
Filtrer sur le score des peptides 11 IPI00306604 - Integrin alpha-5 precursor 118 114465 550 3 7 6
12 IPID0010418 - Myosin Ic 102 121606 9.46 2 4 4
g lid i &l . a 13 IP1000275035 - Integrin alpha-V precursor 94 115978 5.45 4 9 9
Une proteine est valide si elle possede au moins : 14 IP100209485 - c Comp 1, q subComponent, reCeptor 1 90 68532 527 3 2 2
peptides de rang minimum et | gras ¥| dont le scare est supérieur 2 15 1P100022143 - Family nith sequence similarity 62 (G2 domein containing), Member g 5500 557 4 3
16 T GIPNIEIT = Splice Isoform SERCAZB nf S.arl:c;?rlpasmu:zlendnplasmu: reticulum 7 |ocamleem| @ a 9
- calcium ATPase
. - v P 5
peptides de rang minimum et [ gras dont |e score est superieur 17 1PI00005737 - splice Isoform 1 of Surfeit locus protein 4 72 30374 764 5 2 2
18 IPI00414717 - Golgi apparatus protein 1 64 137132 6.52 3 3 3
d d L. 3 d | .. . 19 1P100221224 - Aminopeptidase N 60 109312 5.27 1 6 6
eptides de rang minimum et | gras ont le score est superieur a i ine-protein ki
Pep g p 20 1PI00296992 - Splice Isoform Long of Tyrosine-protein kinase receptor UFO 55 | o lmaa| @ a a
e precursor
21 1P100220350 - Splice Isoform Beta-3B of Integrin beta-3 precursor 48 86212 5.10 4 2 2 O
o3 N GREIR = Splice Isoform XD of Plasma membrane calcium-transporting ATPase a0 |remEsleas| o q q
Une protéine n'est pas valide si elle ne posséde pas au moins — &
23 1P100019530 - Tyrosine-protein kinase receptor Tie-1 precursor 43 125010 6.63 1 2 2
peptides de rang minimum et | Oras ou pas ¥ | dont le score est superieur 24 IPI0000GGO8 - splice Isoform APP770 of Amyloid beta A4 protein precursor 41 86888 4.73 2 1 1
25 IPID0010697 - Splice Isoform Alpha-6X1X2B of Integrin alpha-6 precursor 39 126539 6.39 1 2 2
26 1P1I00334191 - Hypothetical protein EIF389 37 92295 491 1 1 1
peptides de rang rminirmum et | gras ou pas ¥ dont le score est superieur 3 27 1P100185919 - KIAA0731 protein 234 123434 891 1 2 2
28 IP1I00029012 - Eukaryatic translation initiation factor 3 subunit 10 33 166468 6.38 1 1 1
29 1PI00303182 - Hypothetical protein LOC90557 33 41580 10.52 2 1 a
30 1P100221240 - Splice Isoform 2 of Leucyl-cystinyl aminopeptidase 33 115532 5.50 1 2 2
31 IPID00D26944 - Nidogen precursor 32 136403 5.16 1 1 1
a2 IPID0063523 - PREDIGTED: similar to Centromeric protein E (GENP-E protein) 31 741434 906 1 3 2 O
39 1P100297160 - Hypothetical protein DKFZp451K1918 22 39363 5.20 3 2 2
44 IP100293423 - Perforin 1 precursor 19 61339 8.05 1 1 1 O
46 1PI00026305 - Hook homolog 1 18 84595 5.09 1 1 1 O
47 IP100216550 - Splice Isoform 1 of Complement decay-accelerating factor precursor 18 48686 8.72 3 1 o O
49 IPID0423380 - Ankyrin-repeat-ARM domain protein 17 40496 6.23 2 1 1 O
50 IP100024067 - Clathrin heavy Chain 1 16 191493 5.48 1 1 1 O
52 1P100373784 - PREDICTED: Similar to hypothetical gene supported by ALD50367 16 77714 10.51 1 1 1 O
54 1P100457064 - PREDICTED: similar to zonadhesin 16 426439 6.85 0 1 1 O

[ Valider et enregistrer les résultats ]




Module MFP (Mascot File Parseur)

2éme étape: validation manuelle des protéines ambigués

Tableau détaillé:

« Affichage des peptides attribués a chaque protéine

= . . . .
* Visualisat ded tres MS/MS
T oo isualisation rapide des spectres
SCIENCE. asco earc esults
5 T . . 7. . .
e * L'utilisat tch de valid t mb
Peptide View utilisateur peut cnoisir ae valider une proteine a igue
LSS Fragmentation of DSCSCLTAATVHPAGR. Hit M@ accession - désignation Description Score  PM PI %o de Peptides Peptides Protéine
Found in TPI00296992, Taz_Id=9606 Splice Isoform Long of Tyrosine-protein kinase e R&G  valide
receptor UFO precursor 19 1P100221224 - Aminopeptidase N 60 100312 5.27 1 6 6
Ch M s Mtheo. Delt CM & E: ct R sé Positi
Match to Query 350: 2069.874571 from(690 965466,34) Q::;v 7:1/;4 angE 15::27 ISIJSE:Q 090;7 o ?3“7"2 Dxﬂp:ﬂl alrIg SFPCFDEPAMKEfLégr;ZEAT he C 2:;' 2';;
File: Q54G041110004 wiff, Sample: F2 (sample nusber 1), Elution: 28,55 to 28.61 min, . ZEA - ' ' ' : e Bavil((=)
N + 2
Period: 1, Cycle(s): 1598-15%9 (Experiment 3} L'I e n 244 505.53 3 1513.57 1513.66 -0.085 O 25 0.268 1 SFRPEFDERAMIC _OK' FEm (i 219-229
From data file C\Program Files\hatrix Mascot D \elatal série C_ICAT_light (C)
FQSAGI41110004 wiff 245 757.8 2 1513.59 1513.66 -0.07 o 23 0.404 1 AR +.0x|dal|un M); 219-229
hypertexte
+ Oxidati .
Click mouse within plot area to zoom in by factor of twe about that peint yp 249 762.31 2 1522 .61 1522 .69 _0.076 0 23 0.491 1 SFPCFDEPAMK + Oxidation {M); 210-220
Cr, [ Pintfiom ] [0 4o [1500 Da C_ICAT heavy (C)
a1 548.24 3 1641.69 1641.75 -0.065 1 22 0.665 1 (ESAPEAEERAS < @eektitern (fipp 218-229
C_ICAT_light (C)
82 a51.24 3 1650.7 1650.78 -0.085 1 22 0.753 1 (AR AN < @il (D 218-229
S /MS C_ICAT_heavy (C)
3 Hit N° accession - désignation Description Score PM PI % de Peptides Peptides Protéine
B couv. R&G  valide
20 IPIND296992 - Splice Isoform Long of Tyrosine-protein kinase receptor UFQ precursor 55 97375 5.14 2 1 1
a8 Query miz Charge M exp. M théa. Delta cM Score Expect Rang Séquence Paosition
? DSCSCLTAAEYHPAGR + 2
T - 350 690.97 3 2069.87 2069.96 -0.088 1} 85 0.000335 1 - 843-858
& © o C_ICAT_light (C)
| £ 2
?'vl | S Hit N° accession - désignation Description Score P PI % de Peptides Peptides Protéine
| 3 % - couv. R&G  valide
B 3 = i g 21 IPI0D220350 - Splice Isoform Beta-3B of Integrin beta-3 precursor 48 86212 5.10 4 2 2 O
| 5835 5 £
) |” Hh‘ by 1Ll Ly sl i Query mfz Charge M exp. M théo. Delta CM Score Expect Rang Séquence Position
S e S S S ey S e Sy e e e e e
i 200 400 00 00 000 1200 1000 342 667.29 3 1998.84 1998.94 -0.1 0 39 0.0128 1 DNCAPESIEFPVSEAR + C_ICAT_heavy (C)  73-88
DAPEGGFDAIMQATYCDEK + Oxidati M)}
369 750.33 5 2247.96 2248.01 0048 O 11 6.159 1 - widation (Wi 545 961
Monoisotopic mass of neutral peptide Mr{calc): 2069.96 G_IGAT_heavy (C)
<Varia.hle modifications: s b/ Hit N° accession - désignation Description Score PM PI 9% de Peptides Peptides Protéine
& ) couv. R&G valide
&] Terming Intranet local : : . -
22 ARG = Splice Isoform XD of Plasma memirane calcium-transporting ATPase an | nermemlens| a a a
Query m/z Charge M exp. M theo. Delta CM Score Expect Rang Sequence Paosition
280 818.93 2 1635.84 1635.85 -0.0092 o +1 0.0052 1 TECALLGFYTDLK + G_ICGAT_light {C) 535-547
Hit N° accession - désignation Description Score PM PI % de Peptides Peptides Protéine
couv. R&G valide
23 IPI0D019530 - Tyrosine-protein kinase receptor Tie-1 precursor 43 125010 6.63 1 2 2
Query mfiz Charge M exp. M théo. Delta CM Score Expect Rang Sequence Paosition
227 725.85 2 1449.68 1449.72 -0.036 o 43 0.00733 1 DFAGELEVLCK + C_IGAT_light (G} 883-893
231 730.35 2 1458.68 1458.75 -0.066 o 43 0.00769 1 DFAGELEYLCK + C_ICAT_heavy (C) 883-893
Hit N° accession - désignation Description Score PM PI % de Peptides Peptides Protéine

Une fois la validation terminée sur un fichier résultat:

* Enregistrement de la liste de protéines et de peptides au format XML
» Exportation de la liste au format Excel
» Génération d’une liste d’exclusion pour une 2éme analyse nanoLC-MS/MS



Module MFP (Mascot File Parseur)

3éme étape: Concaténation des résultats

TEQAP 3.0.0 - Tri Et Quantification d'Analyses Protéomiques

1

EXPERIENCE | Prufilalr:tif:

Dat n® Echantillon Titre Date de creation Base de Taxonomie "Hits" "
n bandes s
9067 E1 anne série E {E1 Le vendredi 16 septembre 2005 & 14H04 IPI_Human Homa s3) piens (human) 5s00
9068 E2 anne série E (E2 Le vendredi 16 septembre 2005 & 14H08 IPI_Human Homao 53] piens (human) 500
9088 E3 anne série E (E3 Le vendredi 16 septembre 2005 a 14H14 IPI_Human Homao s3] piens Chuman) 500
anne série Le vendredi 16 septembre 2005 & p I 500
- Le vendredi 16 ssptembra 2005 & 14H25 soo
Le vendredi 16 septembre 2005 & 14H31 S0
Le vendredi 16 septerbrs 2005 5 14137 s
- - . . Le vendredi 16 septembre 2005 & 14H42 s
T n fichiers bruts de E— ]
h : nano |\ o 5 s TS @ ] -
- s
Le vendredi 16 sspterbrs 2005 5 15H12
- Le vendredi 16 septembre 2005 & 15H15 S0
Le vendredi 16 septembre 2005 & 15418 S0
Le vendredi 16 septembre 2005 & 15H22
Le vendredi 16 septembre 2005 & 15H24
L /nfichiers . dat Mascot
n ricniers . da asco

= Détail de I'expérience

MFP - Detail de I'expérience anne série E

—

Regroupement des résultats obtenus sur 'ensemble de 'expérience:

 Elimination des doublons

« Création d’une liste globale non redondante des protéines identifiees dans I'échantillon
» Exportation au format Excel

464
461
557




Module de Quantification

1- Extraction des intensités des précurseurs a partir des données brutes

Extraction en « batch » (Extract Daemon) en associant le fichier .dat de chacune des
bandes de gel (aprés validation par MFP) au fichier brut correspondant.

2- Calcul des ratios des protéines

Fenétre de visualisation des ratios

d’'une bande de gel

Enpression relative des protéines identifiées

Taux relatif o expression

1
ieT

Lancer 'analyse des donnges
ne Ne d'accession

2 1PI00186290
2 1PI00025054
£ 1PIO0025057
8 IPIOD016343
7 1PIO0003519
3 IPIOD016350
k=) 1PI00025447
10 1PI00216230
11

12

EE N

15 “ipl0n41a531

16 IpInnfinz334

17 1PI00012074 ..,
18 IPI00215948

19 [PI00006725

20 IPIO00E6EL

EEIRET
Protéines

Description E
Tax_Id=9606 73 kDa protein
Tax_Id=9a06 Elongation factor 2
Tax_Id=9606 Splice Isafarm Long of Heterogenous nuclear
ribonucleaprotein U
Ta_Id=9606 Splice Isofarm 2 of Double-stranded RNA-specific
adenosine deaminase
Tax_Id=0606 DNA replication licensing factor MCM3

Tax_Id=9606 D4 replication licensing factor MCM4

Tax_l 0606 116 kDa US small nuclear ribonucleoprotein component
Tax_l 08 DN& replication licensing factor MCMS

Tay_] 06 Elongation factor 1-alpha 1

Tax_l 06 Lamina-associated polypeptide 2 isoform alpha

Tax_l 0606 US snRNP-associated 102 kDa protein

Tax_Id=9606 Splice Isofarm 1 of Peptidyl-pralyl cis-trans isomerase G
Tax_Id=9606 Calpastatin

9606 Splice Isoform 1 of Nuclear valosin-containing protein-like
Tax_Id=0606 Cleavage and polyadenylation specificity factor, 100 kDa
subunit

Tay_Id=0606 Splice Isoform 1 of Apoptotic chromatin condensation
induser in the nucleus

. Tax_Id=0606 HNRPR protein
2e

9606 Alpha-1 catenin

Tax_Id=8605 Probable ATP-dependent RMA helicase DDX23
Tax,ld:@ﬁﬂé"ﬂbﬂwﬁmf\\ke containing PHD and RING finger domains
protein 1

M
72709.32
0514591

00422.98

133119.26

00924.02
96457.63
109366.28
82233.15
£0037.09
75314.59
106857.79
88565.1
7185075
94980.98

88430.71

151756.8

71170.4
100008.52
05587.92

20757.02

ic
0,059
0.06

0.13

0.088

0.35
0.087
0.53

0.021
0.063
0.42
0,059
0.0039
08

0.44

0.025

01
0,096
0.52

0.12

de toutes les protéines

NeQ
11(14)
10 (13)

10 (14)

+(8)
9 (12)
4 (10)
3(8)
5 (8)
4(8)
6 (8)
3 (10)
& (8)
2(4)
4(8)
+(8)
2(4)
7(8)
3 (8)
3(8)

2(6)

3- Création du rapport de quantification

Protéine n°5 ( hit mascot 5 ) :
Tax 1d=9606 DNA replicatiol nsing factor MCM3
Ratios moyens : HfL=2.7 L/H .37

Enregistrer

Fenétre de vérification des ratios pour une protéine

Peptide Mexp z Séquence Score tMin tMax S. Ratio Statut
575.27 2352 2352
1 2 2.99 Ok
579.77 37 2352 2352
Temps Int.L Int.H Ratio H/L
2347.962 22 41 1.86
2355.201 130 456 3.51 ™
256 745 2.91¥
2369.681 110 282 2.56 M
2376.916 43 88 2050
Spectre brut au temps 2362 s (39.4 min) :
579.76
580.26
bnnhe a k J\ Bl e - mJ J\ faln ALA
Peptide Mexp z Séquence Score tMin tMax S. Ratio Statut
383.8467 2352 2352 . .
2 [0 3 ¥YLCTAPR faible intensite
386.8467 2352 2352
594.3 20 2503.2 2503.2
3 W 2 TYLIACHVE 2.06 Ok
508.8 29 2496.6 2496.6
3096.5333 2503.2 2802.2 coglution
4 O 3 TYLIACHYK b
300,5333 25032 2503.2 hypothétique
616.77 1429.2 1429.2 coglution
s M 2 SWHYCPATE 2.71 a
621.27 20 1429.2 1429.2 hypothétique
411.5133 1429.2 1429.2
& ¥ g SWHYCPATE 2.07 Ok
414.5133 1429.2 1429.2
676.28 2112.8 3112.8
i 2 GYWCIDEFDK 2.61 Ok
680.78 &3 3112.8 3112.8
451.1867 2112.8 3112.8 .
s [0 3 GWYCIDEFDEK 1.83 faible intensite
454.1867 2112.8 3112.8

Liste globale et non redondante de I'ensemble des protéines identifiées dans I'expérience
avec leur ratio moyen normalisé, exportable au format Excel.




Etude de THAP3: marquage ICAT et SILAC sur protéines nucléaires

\

box  cHCAT-C12 b
THAP3 extrait nucléaire CATets Protéine's _ -Analyse LC-MS/MS
— })’ e i rassemblées , —p === —» de chaque fraction
E = *Analyse Mascot
+ DOX \ArgO Cellules __, extrait nucléaire ' '
controle  ~— Arg10 | rassemblées ) _
Rapport de Quantification TEQAP
Ratio des protéines identifiées
4; 37
protéines
sur-
**1.65
LU I
= 1.65
47 protéines
ICAT sous- SILAC
exprimées
935 protéines identifiées 1495 protéines identifiées
838 protéines avec au moins un 1059 protéines avec au moins un
peptide ICAT peptide marqué

’ v

732 protéines quantifiées 998 protéines quantifiées



Perspectives

* Extension du module de quantification a d’autres types de marquages
() Actuellement : ICAT SILAC
() Perspectives : marquage métabolique N15, marquage enzymatique 018,
marquage chimique iTRAQ

* Compatibilité avec d’autres types d’'instruments
() Actuellement : QSTAR (Applied Biosystems)
() Perspectives : format unifié en protéomique de type mzXML

* Interprétation des résultats
() Termes GO
¢ Annotations SwissProt

* Autres stratégies de protéomique différentielle
() Spectral counting
() Intensité du signal MS



Average % of proteins identified
in only one experiment

Analyse différentielle par comparaison de listes de protéines

NanolLC Spectromeétre de Logiciel d'analyse
| masse automatique

iw WJMWWWWWVT,,

—> MS/MS —

- o A
T e TIiiiiiii
§,| » Liste ]

Echantillon 1

Comparaison des listes
> Liste2 1 8

Echantillon 2 Pb: reproductibilité de
chacune des listes?

» répéter la manip jusqu'a couverture analytique compléte de I'échantillon

100+
goj o mimvecr Ex: analyse de membrane plasmique de cellules
endothéliales (Durr E et al, Nat Biotechnol. 2004)

30 1

20 Run 1: 260 protéines identifiées 450 protéines avec
o Run 2: 34% de nouvelles protéines une couverture

oo o o Run 3: 20% de nouvelles protéines analytique de 95%

0

f 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Number of experiments Run10: 4.2% de nouvelles protéines



Module d’Analyse différentielle

TEQAP 3.0.1 - Tri Et Quantification d'Analyses Protéomiques

Ouverture d'une liste de protéines

Listes de protéines créées

Profil actif :

Cluster n® Nom Description Date de création
. Liste des protéines de |'expérience experience . : .
14 expérience Gel GR 11/07/2005 pUERIIEs e T e Le lundi 22 mai 2006 & 11H17
experence gel THAPS 14-4-2006 piste THAP  Liste des protéines de I'expérience expérience . : : .
13 = = = P P P Le jeudi 27 avril 2006 & 16HOS

dans l'ordre

gxperience gel THAP3 14-4-2006 piste contrile

dans l'ordre

gel THAP3 14-4-2006 piste THAP dans l'ordre
Liste des protéines de 'experience experience
gel THAPS 14-4-2006 piste contrdle dans
I'ardre

Le jeudi 27 awril 2005 3 16HOE

TEQAP 3.0.1 - Tri Et Quantification d'Analyses Protéomiques

Cuverture d'une liste de protéines

Listes de protéines créées

Cluster n® Nom
12-13 Proteines specifigues de 12 par rapport a 13
13-12 Proteines specifigues de 13 par rapport 3 12

13+12 Protéines communes entre 13 et 12

Description

Profil actif :

Date de création
Le mardi 30 mai 2006 a 11H31
Le mardi 30 mai 2006 a 11H31
Le mardi 30 mai 2006 a 11H31




Analyse semi-quantitative par comparaison du nombre de

MS/MS par protéine

Protéine QSWTV 1 identifiée
dans I’échantillon 1

Protéine QSWTV 1 identifiée

dans I’échantillon 2

1.

THAPS HUMAN Mass: 27384 Score: 519
(Q8WTV1) THAP dowain-containing protein 3

Queries matched: Z1

[Jcheck to include this hit in error tolerant search or archive repart

Query Obhserved Mr{ewpt) MWr{calc} Delta Mizs Score Expect Rank Peptide
1 367.72 733.44 733.47 -0.04 O 35 0.058 1 K.LFLTLK.E
2z 384.72 767.43 767.43  -0.00 0 {36) 0.056 1 R.PTGPAGLR.R
23 384.73 767.44 767.43 0.01 0 55 0.0006 1 R.PTGPAGLR.R
a 401.23 800,44 800.43 0.01 0 33 0.066 1 K.QLTFHR.F
52 431.78 861.55 861.57 -0.02 1 53 0.00094 1 EKE.KLFLTLE.E
56 433.73 865.45 865.45 0.00 0 33 0.078 1 K.GHQGLQAR.L
B3 493.75 985.48 985.53 -0.05 0 39 0.02 1 K.FWVLHIGR.G
EE] 509.73  1017.44 1017.44 0.01 0 {40} 0.017 1 R.EWTDEASER.G
100 509.73  1017.43  1017.44 0.01 0 53 0.00094 1 R.EHTDPASER.G
1z0 542.80 1083.58 1083.58 0.00 1 51 0.0013 1 R.RPQATEAVGR.P
150 411.90 1232.69 1232.69 -0.00 1 24 0.63 1 R.FPFSRPELLK.E
164 677.79  1353.57 1353.65 -0.08 O 89 1.6e-007 1 K.VLPEAGAGEDSPGR.N
211 601.29 1800.84 1800.89 -0.05 O 50 0.00096 1 K.QPSDHSYALLDLDSLK.K
219 643.99 1928.95 1928.98 -0.03 1 71 6.3e-006 1 K.(QPSDHSYALLDLDSLKE.K
izh 685.686 2054.03 2054.03 -0.01 O 75 2.7e-006 1 K.HHAVPTVFAFQDPTQQVR.E
aan 685.69 2054.06 2054.03 0.02 0 ({36) 0.022 1 K.HHAVPTVFAFQDPTQQVR.E
240 736.04  2205.11  2205.07 0.03 0 {22} 0.5 1 R.FMDTALEELQLPPHAEGHVE.(]
246 741.37  2221.10 2221.07 0.03 0 56 0.00017 1 R.MMDTALEELQLPPHAEGHVE.(Q + Oxidation (M)
47 741.38  2221.13  2221.07 0.06 0 ({38 0.011 1 R.MMDTALEELQLPPHAEGHVE.( + Oxidation (M)
257 748.06 2241.14  2241.13 0.02 1 70 7.1e-006 1 R.TPHEQPSDHSYALLDLDSLE.K
288 645.54  2578.14 2578.16 -0.02 1 30 0.053 1 K.(QHTVICSEHFRPECFSAFGHR.K

T2. THALPS HUMAIN

Mass: 27042

{Q8WTVi) THAF domain protein 3

Score: 46 Queries matched: 3

[ cheek to inelude this hit in error tolerant search or archive report

Ohserved
431.6906
493.7222
459.2260

o
£
o
o e
|=J*<

w
o
S

—
n
iy
n

Mr{expt)
861.3667
985.4298
1832.8749

Mr{calc)

Delta Miss Score Expect Rank Peptide

861.5687 -0.2020 1 24 1 4 EKLFLTLE
985.5345 -0.1046 1} 29 0.35 1 EWVLHIGR
1832.9968 -0.1219 L1} 43 0.011

1 FPOATEAVGRPTGPAGLE

« Spectral counting »

* Liu, H.; Sadygov, R. G.; Yates, J. R., 3rd. Anal. Chem. 2004. A Model for Random Sampling and Estimation of Relative

Protein Abundance in Shotgun Proteomics

* Zybailov B, Coleman M.K., Florens L, Washburn M, Anal. Chem. 2005. Correlation of Relative Abundance Ratios Derived
from Peptide lon Chromatograms and Spectrum Counting for Quantitative Proteomic Analysis Using Stable Isotope Labeling

* Colinge J, Chiappe D, Lagache S, Moniatte M, Bougueleret L., Anal Chem. 2005. Differential Proteomics via probabilistic

peptide identification scores.




Analyse semi-quantitative par comparaison du nombre de
MS/MS par protéine (« spectral counts »)

Liu H, Sadygov RG, Yates JR 3rd, Anal Chem. 2004
A model for random sampling and estimation of relative protein abundance in shotgun proteomics.
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Module d’Analyse differentielle

Liste des groupes de protéines

Groupe n° N° accession Désignation P PI Description
1 014744 SKB1 HUMAN 73191  5.89 Protein arginine MN-methyltransferase E (ECI 2.1.1.-) {Shkl kinase-binding protein 1
amalag

Expérience Dat Echantillon Hit Score O couv. Peptides
000013 002387 gel THAPS 14-4- 5 188.61
2006 f T11

gel THAPS 14-4-

000013 002377 & 105.63 5
2006 7 T14
000013 002379 gel THAPS 14-4- & 99.79 4
2006 / T18
000013 002389 gel THARS 14-4- & 62.78 7
2006 7 T19
oooo1z 002386 gel THAR3 14-4- 4 74.26 5
2006 / C11
| THAPS 14-4-
000012 002a7e e 7 36.87 1
TEQAP 3.0.1 - Tri Et Quantification d'Analyses Protéomiques 2006 / C14

Spectral counting

7

Pfotélnes communes > Analyse quantitative
% Signal MS

Expérience 00012 Expérience 00013

= +TOF h5: Experiment 1, 32.923 min from Q5APT
Peptlde commun _l +TOF MS: Experiment 1, 33.5495 min from Q5. -I 2=3.55807 52004257 1640e-004, 0=-5.507 2170323
a=32.5589752004957 1640 e-004, H0=-5.507217(
VPLVAPEDLR m/z= 554.8 o
2] 554.8318 20
= 160 £
= 2 60
=3 10.0 H45.23355 =
= =y a0 5§4.3305
= @
5 i % 204
E oo [ L1 il A = D.. b
5549 556 fatats} 554 55'8 55'8

Intensité = 16 Intensité = 91



Identification et quantification par nanoLC-MS/MS

ﬁ:ichier d’entrée:

raw (MassLynx, Micromass)

.baf (Compass, Bruker)
mzXML (format commun)

=

Wiff (Analyst, Applied Biosystems)

raw (Xcalibur, ThermoFinnigan) ]

~

MS

)\

/ Conversion des MSIMS\

-

\

Quantification
ProlCAT, ProQuant
Xpress, ASAPratio

MSQuant
TEQAP

v

. _ /Identification des peptides et deh
en listes de masses: Y
maf protéines
MY (Moteurs de recherche)
dta
Mascot
Pkl
it Sequest
' / ProteinLynx
Prold, ProlCAT, ProQuant
Phenyx
\ Spectrum Mill /
Validation
\ Automatique ou manuelle
Logiciels dédiés (ProteinProphet)
1 l

/

I

[ Liste de protéines identifiees validées et quantifiées }

{ Liste de protéines identifiées validées }




Profiling par nanoLC-MS et identification ciblée

ﬁ:ichiers d’entrée (x fichiers): \
Wwiff (Analyst, Applied Biosystems)

raw (MassLynx, Micromass)

raw (Xcalibur, ThermoFinnigan)

.baf (Compass, Bruker)

mzXML (format commun)

\

/

nanoLC-MS

\4

Quantification
DecyderMS
SIEVE
Quoil
MSight

~

ﬁ:ichier d’entrée:

raw (MassLynx, Micromass)
raw (Xcalibur, ThermoFinnigan)
.baf (Compass, Bruker)

mzXML (format commun)

\

Wwiff (Analyst, Applied Biosystems)

/

~

@onversion des MSIM§
en listes de masses:
.mgf
.dta
Pkl
Axt

>

- /

nanoLC-MS/MS ciblée l
mentification des peptidea
et des protéines
(Moteurs de recherche)
2 Mascot
Sequest
Phenyx
Liste de masses et de temps k /
d’élution correspondant a des
signaux différentiels
v
Liste de protéines différentielles
identifiées




