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Stratégies de protéomique différentielle
 basées sur l’analyse de mélanges peptidiques par nanoLC-MS/MS

NanoLC Spectromètre de
masse

MS
MS/MS

gi|4503747 filamin B, beta (actin binding protein 278
gi|4503745 filamin A, alpha (actin-binding protein-280)
gi|12667788 myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle [Homo sapiens]
gi|4507907 von Willebrand factor precursor; Coagulation factor VIII
gi|14916725 Talin 1
gi|4557597 filamin C, gamma (actin-binding protein-280)
gi|1346640 Cellular myosin heavy chain, type B (Nonmuscle myosin)
gi|1362789 DNA-activated protein kinase, catalytic subunit – human

gi|4505877 plectin 1, intermediate filament binding protein 500kDa
gi|16933542 fibronectin 1 isoform 1 preproprotein; cold -insoluble globulin [Homo sapiens]
gi|4507195 spectrin, beta, non-erythrocytic 1 isoform 1
gi|4758012 clathrin heavy chain; clathrin, heavy polypeptide -like 2 [Homo sapiens]
gi|10834587 fer-1 like protein 3 [Homo sapiens]
gi|4506787 IQ motif containing GTPase activating protein 1
gi|4758294 glutamyl-prolyl tRNA synthetase; glutamate tRNA ligase [Homo sapiens]
gi|1345959 Fatty acid synthase
gi|7512790 hypothetical protein DKFZp564P0562.1 - human (fragment)
gi|1170510 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma (eIF -4-gamma) (eIF4G) (eIF-4G) (p220)
gi|2135874 p53-binding protein 1 - human (fragment)
gi|1346682 Nestin
gi|6681259 multimerin [Homo sapiens]
gi|10436768 unnamed protein product [Homo sapiens]
gi|18105007 carbamoylphosphate synthetase 2/aspartate transcarbamylase/ dihydroorotase; CAD trifunctional protei
gi|280833 Myl protein – human
gi|7304875 alpha-2-HS-glycoprotein [Mus musculus]
gi|1504030 similar to a C.elegans protein encoded in cosmid K12D12(Z4 9069) [Homo sapiens]

Logiciel d’analyse
automatique

• Comparaison des listes de protéines

• Comparaison basée sur les spectres MS/MS

• Comparaison basée sur les spectres MS

¬Avec marquage isotopique (ICAT, SILAC, iTRAQ,….) 

¬Sans marquage

Outils
bioinformatiques



Stratégies de protéomique différentielle par marquage
isotopique et nanoLC-MS/MS
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chaque bande
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Traitement bioinformatique des données de nanoLC-MS/MS:
Problèmes et objectifs

• Présence de faux positifs et de faux négatifs
dans les listes Mascot

n bandes 

n fichiers bruts de nanoLC-MS/MS

n fichiers résultats Mascot

E1

E20

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

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

Tri et Validation

Concaténation des résultats

Quantification à partir des données brutes

• Utilisation des listes (rapports, autres applications)

Exportation au format XML et Excel



TEQAP: Tri Et Quantification d’Analyses Proteomiques

MFP
Données Mascot

n fichiers DAT

Module de Quantification

Extraction des intensités Génération de listes non-
redondantes de protéines

Données triées et validées
n fichiers  VALID.XML

RAPPORT de QUANTIFICATION

Données Analyst QS

n fichiers bruts

Export sous format Excel

Module d’Analyse différentielle

liste de protéines
spécifiques

liste de protéines
communes



Module MFP (Mascot File Parseur)

Règles de filtrage définies par l’utilisateur,
basées sur le nombre, le rang, et le score des
peptides:

• critères de validation

• critères d’exclusion

1ère étape: tri automatique des protéines

 Résultat de la validation automatique (tableau concis):
• Les protéines répondant aux critères prédéfinis sont
validées (vert)
• Les protéines ambiguës apparaissent en rouge et
doivent être vérifiées manuellement



Module MFP (Mascot File Parseur)

Lien
hypertexte
vers spectre

MS/MS

2ème étape: validation manuelle des protéines ambiguës

 Tableau détaillé:

• Affichage des peptides attribués à chaque protéine
• Visualisation rapide des spectres MS/MS
• L’utilisateur peut choisir de valider une protéine ambiguë

 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 2ème analyse nanoLC-MS/MS



Module MFP (Mascot File Parseur)

n bandes 

n fichiers bruts de
nanoLC-MS/MS

n fichiers . dat Mascot

E1

E20

1 EXPERIENCE

Regroupement des résultats obtenus sur l’ensemble de l’expérience:
• Elimination des doublons
• Création d’une liste globale non redondante des protéines identifiées dans l’échantillon
• Exportation au format Excel

3ème étape: Concaténation des résultats



Module de Quantification

2- Calcul des ratios des protéines

3- Création du rapport de quantification
Liste globale et non redondante de l’ensemble des protéines identifiées dans l’expérience
avec leur ratio moyen normalisé, exportable au format Excel.

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

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

Fenêtre de visualisation des ratios de toutes les protéines
d’une bande de gel

Fenêtre de vérification des ratios pour une protéine



Etude de THAP3: marquage ICAT et SILAC sur protéines nucléaires

935 protéines identifiées

838 protéines avec au moins un
peptide ICAT

732 protéines quantifiées
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Rapport de Quantification TEQAP
Ratio des protéines identifiées

Arg0

Arg10
Cellules

rassemblées

1495 protéines identifiées

1059 protéines avec au moins un
peptide marqué

998 protéines quantifiées

extrait nucléaire

ICAT SILAC



Perspectives

• Extension du module de quantification à d’autres types de marquages
◊ Actuellement : ICAT SILAC
◊ Perspectives : marquage métabolique N15, marquage enzymatique O18,
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



Analyse différentielle par comparaison de listes de protéines

NanoLC Spectromètre de
masse

MS/MS

Logiciel d’analyse
automatique

gi|4503747 filamin B, beta (actin binding protein 278
gi|4503745 filamin A, alpha (actin-binding protein-280)
gi|12667788 myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle [Homo sapiens]
gi|4507907 von Willebrand factor precursor; Coagulation factor VIII
gi|14916725 Talin 1
gi|4557597 filamin C, gamma (actin-binding protein-280)
gi|1346640 Cellular myosin heavy chain, type B (Nonmuscle myosin)
gi|1362789 DNA-activated protein kinase, catalytic subunit – human

gi|4505877 plectin 1, intermediate filament binding protein 500kDa
gi|16933542 fibronectin 1 isoform 1 preproprotein; cold -insoluble globulin [Homo sapiens]
gi|4507195 spectrin, beta, non-erythrocytic 1 isoform 1
gi|4758012 clathrin heavy chain; clathrin, heavy polypeptide -like 2 [Homo sapiens]
gi|10834587 fer-1 like protein 3 [Homo sapiens]
gi|4506787 IQ motif containing GTPase activating protein 1
gi|4758294 glutamyl-prolyl tRNA synthetase; glutamate tRNA ligase [Homo sapiens]
gi|1345959 Fatty acid synthase
gi|7512790 hypothetical protein DKFZp564P0562.1 - human (fragment)
gi|1170510 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma (eIF -4-gamma) (eIF4G) (eIF-4G) (p220)
gi|2135874 p53-binding protein 1 - human (fragment)
gi|1346682 Nestin
gi|6681259 multimerin [Homo sapiens]
gi|10436768 unnamed protein product [Homo sapiens]
gi|18105007 carbamoylphosphate synthetase 2/aspartate transcarbamylase/ dihydroorotase; CAD trifunctional protei
gi|280833 Myl protein – human
gi|7304875 alpha-2-HS-glycoprotein [Mus musculus]
gi|1504030 similar to a C.elegans protein encoded in cosmid K12D12(Z4 9069) [Homo sapiens]

Echantillon 1

Echantillon 2

Liste 1

Liste 2

Ex: analyse de membrane plasmique de cellules
endothéliales (Durr E et al, Nat Biotechnol. 2004)

Run 1: 260 protéines identifiées
Run 2: 34% de nouvelles protéines
Run 3: 20% de nouvelles protéines
….
Run10: 4.2% de nouvelles protéines

450 protéines avec
une couverture
analytique de 95%

Comparaison des listes

Pb: reproductibilité de
chacune des listes?

 répéter la manip jusqu’à couverture analytique complète de l’échantillon



Capture TEQAP module différentiel

Module d’Analyse différentielle



Analyse semi-quantitative par comparaison du nombre de
MS/MS par protéine

Protéine Q8WTV1 identifiée
dans l’échantillon 1

• 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 Ion 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.

Protéine Q8WTV1 identifiée
dans l’échantillon 2

« Spectral counting »



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.

Nombre de MS/MS

Nombre de peptides

Couverture de séquence



Module d’Analyse différentielle

Protéines communes Analyse quantitative

Spectral counting

Signal MS

Expérience 00012 Expérience 00013

Peptide commun
VPLVAPEDLR m/z= 554.8

Intensité = 16 Intensité = 91



Identification et quantification par nanoLC-MS/MS

Fichier d’entrée:
.wiff (Analyst, Applied Biosystems)
.raw (MassLynx, Micromass)
.raw (Xcalibur, ThermoFinnigan)
.baf (Compass, Bruker)
 mzXML (format commun)

Conversion des MS/MS
en listes de masses:

.mgf
.dta
.pkl
.txt

Identification des peptides et des
protéines

(Moteurs de recherche)
Mascot
Sequest

ProteinLynx
ProId, ProICAT, ProQuant

Phenyx
Spectrum Mill

….

Validation 
Automatique ou manuelle

Logiciels dédiés (ProteinProphet)

Liste de protéines identifiées validées

Quantification
ProICAT, ProQuant
Xpress, ASAPratio

MSQuant
TEQAP

…

Liste de protéines identifiées validées et quantifiées

1

2

MS



Profiling par nanoLC-MS et identification ciblée

Fichiers d’entrée (x fichiers):
.wiff (Analyst, Applied Biosystems)
.raw (MassLynx, Micromass)
.raw (Xcalibur, ThermoFinnigan)
.baf (Compass, Bruker)
 mzXML (format commun)

Conversion des MS/MS
en listes de masses:

.mgf
.dta
.pkl
.txt

Identification des peptides
et des protéines

(Moteurs de recherche)
Mascot
Sequest
Phenyx

….

Liste de protéines différentielles
identifiées

Quantification
DecyderMS

SIEVE
Quoil

MSight
…

Liste de masses et de temps
d’élution correspondant à des

signaux différentiels

1

2

nanoLC-MS nanoLC-MS/MS ciblée

Fichier d’entrée:
.wiff (Analyst, Applied Biosystems)
.raw (MassLynx, Micromass)
.raw (Xcalibur, ThermoFinnigan)
.baf (Compass, Bruker)
 mzXML (format commun)


