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Liste des principales abréviations 
 
AA : acide acétique 
ACN : Acétonitrile 
AQUA : Absolute QUAntification 
AF : acide formique 
AU : Absorbance Unit 
BN-PAGE : Blue Native PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 
BSA : Bovin Serum Albumin 
CF : Chromato-Focalisation 
CHCA : α-cyano-4-hydroxycinnamic acid 
CID : Collision-Induced Dissociation  
Da : Dalton (masse moléculaire)  
2-DE : Two-dimensional gel electrophoresis 
DIGE : Differencial in gel electrophoresis  
DTT : Dithiothréitol 
ERLIC: Electrostatic Repulsion Hydrophilic Interaction Chromatogarphy 
ESI : Electrospray Ionization  
FT-ICR : Fourier transform-ion cyclotron resonance  
FWHM : Full-Width Half-Maximum, largueur du pic à mi hauteur 
HILIC: Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography 
HPLC : High-Performance Liquid Chromatography  
ICAT : Isotope-Coded Affinity Tag  
ID : Inside Diameter  
IEF : IsoElectroFocalisation 
IMAC : Immobilized Metal Affinity Chromatography 
IPG : Immobilized pH gradient  
ITRAQ : Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation  
LC : Liquid Chromatography  
MALDI : Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization  
MOAC: Metal Oxide Affinity Chromatography 
MRM : Multiple Reaction Monitoring  
MS : Mass spectrometry  
MS/MS : Tandem mass spectrometry  
m/z: Ratio mass / charge  
pI : Point isoléctrique 
pS, pT, pY : phosphoSérine, phosphoThréonine, phosphoTyrosine 
PMF : Peptide Mass Fingerprint  
ppm : partie par million (part per million)  
PSAQ : Protein Standard Absolute Quantification  
PTM : Post Translational Modification  
QconCAT : Quantitative Concatemer  
RP : Reverse Phase  
S/N : Signal to Noise ratio 
SAX: Strong Anion eXchange 
SCX : Strong Cation eXchange 
SDS PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 
SILAC : Stable Isotope Labeling with Amino acid in Cell Culture  
TCA : TriChloroacetic Acid  
TEAB : Triethylammonium bicarbonate  
TFA : TriFluoroacetic acid  
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TMT : Tandem Mass Tags  
TOF : Time Of Flight  
UHPLC : Ultra High-performance liquid chromatography 
WAX: Weak Anion eXchange Chromatography 
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La spectrométrie de masse est une technique d͛analyse qui a été longtemps réservée aux 

physiciens et aux chimistes. Avec les techŶiƋues d͛ioŶisatioŶ peƌŵettaŶt la ŵesuƌe d͛ioŶs 

moléculaires de composés peu volatils, les techniques de fragmentation sous vide et 

l͛autoŵatisation liée à l͛iŶfoƌŵatiƋue, la ŵise eŶ œuǀƌe des spectromètres de ŵasse s͛est 

considérablement simplifiée et les ĐapaĐitĠs d͛aŶalǇse se soŶt ĠteŶdues auǆ ďioŵolĠĐules. 

L͛utilisatioŶ de la gĠŶoŵiƋue et la ĐƌĠatioŶ de ďase de doŶŶĠes de sĠƋueŶĐes pƌotĠiƋues a ensuite 

peƌŵis d͛ideŶtifieƌ des peptides eŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe, permettant alors l͛Ġtude de protéomes . Plus 

récemment, les techniques de marquage isotopique ont permis l͛ĠŵeƌgeŶĐe de l͛aŶalyse 

protéomique quantitative, avec la volonté de corréler les Ŷiǀeauǆ d͛eǆpƌessioŶ des protéines avec 

des mécanismes biologiques. 

Ma thğse s͛iŶsĐƌit daŶs Đette appƌoĐhe de pƌotĠoŵiƋue ƋuaŶtitatiǀe, à la recherche de 

marqueurs biologiques. La partie expérimentale se divise en trois parties. Une première étude 

mettra eŶ ĠǀideŶĐe l͛iŶtĠƌġt de focaliser la recherche de biomarqueurs sur les protéines 

phosphorylées. Une deuxième étude montrera les problèmes associés à la purification des 

phosphopeptides et établira uŶ pƌotoĐole d͛eŶƌiĐhisseŵeŶt, la troisième étude présentera une 

analyse phosphoprotéomique de biopsies hépatiques cancéreuses. 

La sélection des phosphopeptides est l͛idĠe directrice du projet et se base sur deux 

oďseƌǀatioŶs ĐoŵŵuŶĠŵeŶt adŵises. D͛uŶe paƌt, la phosphorylation est une modification post-

traductionnelle Ƌui ƌĠgule l͛aĐtiǀitĠ des pƌotĠines. En ce sens, le dosage des protéines 

phosphorylées ne peut être corrélé à une activité biologique que s͛il différencie la forme 

phosphorylée de la forme non phosphorylée. Sachant que pƌğs d͛uŶ tieƌs des pƌotĠiŶes eǆprimées 

par un génome possèdent des sites de phosphorylation potentiels, il semble indispensable 

d͛oƌieŶter l͛aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue ǀeƌs la dĠteĐtioŶ des pƌotĠiŶes phosphoƌǇlĠes. D͛autƌe paƌt, la 

dǇŶaŵiƋue d͛eǆpƌessioŶ d͛uŶe Đellule est supĠƌieuƌe de plusieurs ordres de grandeur à la 

dǇŶaŵiƋue de ƋuaŶtifiĐatioŶ d͛uŶ speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse. De ce fait, l͛aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue paƌ 

spectrométrie de masse surreprésente les protéines majoritaires, ces protéines abondantes étant 

généralement des protéines de ménage peu représentatives des mécanismes biologiques. La 

puƌifiĐatioŶ d͛uŶe Đlasse paƌtiĐuliğƌe de peptides comme les phosphopeptides peƌŵet d͛ĠliŵiŶeƌ de 

l͛Ġtude une partie de ces protéines abondantes, rendant ainsi accessibles à l͛aŶalǇse de nouvelles 

protéines, daŶs l͛espoiƌ Ƌu͛elles soieŶt plus représentatives des mécanismes biologiques mis en 

œuǀƌe. 
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Il faut cependant reconnaître que la phosphorylation est une modification post-

traductionnelle parmi les nombreuses autres modifications qui peƌŵetteŶt de ƌĠguleƌ l͛aĐtiǀitĠ 

d͛uŶe pƌotĠiŶe ;glǇĐosǇlatioŶ, aĐĠtǇlatioŶ, uďiƋuitiŶatioŶ, etc…Ϳ ; il est donc peu probable que la 

phosphorylation explique à elle seule les mécanismes cellulaires complexes comme la 

différentiation cellulaire ou la cancérogénèse. Il est paƌ ĐoŶtƌe ƌaisoŶŶaďle d͛espĠƌeƌ ideŶtifieƌ des 

différences ĐaƌaĐtĠƌistiƋues, Đ͛est-à-dire des biomarqueurs, entre les protéines phosphorylées 

eǆtƌaites d͛échantillons correspondant à des états physiologiques différents. Cette thèse illustrera à 

travers deux études de cas la recherche de biomarqueurs phosphorylés. 

La première étude ŵet eŶ œuǀƌe une électrophorèse bidimensionnelle pour séparer et 

caractériser les extraits protéiques de cellules de colon transformées pour une thérapie génique. Si 

la technique d͛ĠleĐtƌophoƌğse est aŶĐieŶŶe et peu seŶsiďle, ici sa ŵise eŶ œuǀƌe peƌŵettƌa 

d͛ideŶtifieƌ des biomarqueurs parmi lesquels une protéine phosphorylée. La deuxième étude met 

eŶ œuǀƌe uŶe teĐhŶiƋue plus ƌĠĐeŶte de ŵultipleǆage de phosphopeptides extrait de biopsies 

hépatiques cancéreuses ou non cancéreuses. Dans ce cas, les protéines subissent une hydrolyse 

enzymatique avant toute séparation. Les phosphopeptides sont alors dilués dans un mélange 

complexe qui contient majoritairement (en nombre et en quantité) des peptides non phosphorylés. 

Il s͛agit donc de purifier les phosphopeptides de manière quantitative avant leur analyse par 

spectrométrie de masse. Ce ďesoiŶ d͛eŶƌiĐhisseŵeŶt des phosphopeptides eǆpliƋue la paƌtie 

expérimentale qui présente une évaluation des deux chromatographies les plus couramment 

utilisées : la chromatographie IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) et la 

chromatographie MOAC (Metal Oxide Affinity Chromatography). A cette occasion, un biais 

important de la chromatographie IMAC aura été identifié ; la chélation du fer ferrique est sensible 

aux tampons, l͛ioŶ ŵĠtalliƋue est élué à pH faible et se transforme au cours du temps. Pour la 

deuxième étude, le multiplexage ITRAQ (Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantification) a été 

choisi afin de permettre l͛analyse d͛uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe d͛ĠĐhaŶtilloŶs, soit 24 biopsies. Dans ce cas, 

les quantités de biopsies disponibles soŶt de l͛oƌdƌe de ϭϬϬ mg, soit 5-10 mg de protéines et 

quelques microgrammes de phosphopeptides. L͛Ġtude auƌa doŶĐ ĠtĠ ĐoŶfƌoŶtĠe à des problèmes 

liĠs à l͛aŶalǇse des petites ƋuaŶtitĠs. 

Ce manuscrit détaillera ces différents points et débutera par une analyse bibliographique. 

L͛oďjet de Đette pƌeŵiğƌe paƌtie est d͛aďoƌdeƌ l͛eŶseŵďle des poiŶts ŶĠĐessaiƌes à la ŵaitƌise du 

sujet, elle dĠĐoŵpose l͛aŶalǇse phosphoprotéomique à travers ses outils et ses principes : la 

spectrométrie de masse, les techniques de purification des phosphopeptides, les techniques de 
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marquage et de quantification. Dans ces différents domaines, la vue ne sera pas exhaustive mais 

pointera sur les applications ŵises eŶ œuǀƌe : l͛électrospray, la fragmentation CID, les 

phosphopeptides, la quantification par marquage isotopique. Une deuxième partie présentera les 

résultats obtenus lors de l͛analyse des cellules de colons sous traitement génique et illustrera 

l͛appoƌt de l͛Ġtude du phosphoprotéome par rapport au protéome global ; enfin, une troisième 

partie présentera l͛Ġtude du carcinome hépatocellulaire par analyse phosphoprotéomique. Les 

développements seront l͛oĐĐasioŶ de poiŶteƌ les difficultés liées à Đe tǇpe d͛analyse et la mise en 

œuǀƌe suƌ des ďiopsies hépatiques démontrera la faisabilité du protocole pour des échantillons 

rares et peu abondants. Ce travail identifiera des marqueurs dont la pertinence sera discutée. Une 

conclusion présentera une analyse critique de ce travail pour dégager ses atouts et ses faiblesses. 
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1.1 L’aŶalǇse des peptides paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse 

1.1.1 Mesuƌes de ŵasse d͛ioŶs par spectrométrie de masse 

Des premiers spectrographes aux spectromètres de masse actuels, les différents éléments qui 

composent l͛iŶstƌuŵeŶt sont restés identiques et répondent aux besoins essentiels de la 

technique : (1) le passage en phase gazeuse et l͛ionisation des analytes dans une partie source (2) la 

séparation des ions dans une partie analyseur (3) la détection des ions dans une partie détecteur 

(Fig. 1). Dès les premières mesures de masses réalisées au début du 20° siècle, il est apparu que les 

molécules ionisées pouvaient se fragmenter dans la source et ne permettaient pas forcément de 

mesurer la masse de la molécule entière. Dans ce cas, le spectre observé correspond au mélange 

des ions présents dans la source : ions parents (les ions moléculaires) et ions fils (les ions 

fragments). Deux évolutions techniques ont permis de résoudre ce problème majeur : d͛uŶe paƌt, la 

mise au point de sources Ƌui dĠposeŶt uŶe faiďle ƋuaŶtitĠ d͛ĠŶeƌgie daŶs les ioŶs foƌŵĠs et de Đe 

fait Ŷ͛eŶtƌaiŶent pas ou peu de fragmentation loƌs de l͛ioŶisatioŶ des aŶalǇtes, d͛autƌe paƌt la mise 

au point de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) capable de fragmenter de manière 

contrôlée des ions parents préalablement isolés par un premier analyseur.  

 

Figure 1. FoŶĐtioŶs esseŶtielles d’uŶ speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse eŶ tadeŵ. Un spectromètre de masse réalise trois 
fonctions : l͛ioŶisatioŶ des aŶalǇtes, la sĠpaƌatioŶ des ioŶs et la dĠteĐtioŶ des ioŶs. DaŶs le Đas de la speĐtƌoŵĠtƌie de 
masse en tandem, la partie séparation peut se décomposer en 3 parties : l͛aŶalǇseuƌ MSϭ peƌŵet la sĠleĐtioŶ d͛uŶ ioŶ 
de ŵ/z doŶŶĠ, la Đellule de ĐollisioŶ fƌagŵeŶte l͛ioŶ sĠleĐtioŶŶĠ, la tƌoisiğŵe paƌtie sĠpaƌe les ioŶs fƌagŵeŶts pƌoduits. 
Ces tƌois foŶĐtioŶs peuǀeŶt ġtƌe ƌĠalisĠes daŶs des ƌĠgioŶs distiŶĐtes de l͛iŶstƌuŵeŶt ;MS/MS daŶs l͛espaĐe pouƌ les TQ, 
Q-Tof, Tof-Tof, etc) ou dans une ŵġŵe ƌĠgioŶ de l͛analyseur (MS/MS dans le temps pour les IT et ICR). 

Le terme de spectromètre de masse en tandem désigne donc une évolution de la partie 

analyseur qui peut être alors divisée en trois sous-parties ayant chacune une fonction précise ; une 
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foŶĐtioŶ de sĠleĐtioŶ d͛ioŶs ;aŶalǇseuƌ MSϭͿ, uŶe foŶĐtioŶ de fƌagŵeŶtatioŶ ;Đellule de ĐollisioŶͿ, et 

uŶe deƌŶiğƌe foŶĐtioŶ d͛aŶalǇse des ioŶs issus de la fƌagŵeŶtatioŶ ;aŶalǇseuƌ MSϮͿ ;Fig. 1). 

Ces trois fonctions peuǀeŶt ġtƌe ƌegƌoupĠes au seiŶ d͛uŶ ŵġŵe aŶalǇseuƌ daŶs le Đas de la 

résonance cyclotronique ionique ou des trappes ioniques, elles peuvent également être réalisées 

daŶs tƌois zoŶes distiŶĐtes de l͛iŶstƌuŵeŶt. Cette deƌŶiğƌe ĐoŶfiguƌatioŶ, réalisée avec deux 

analyseurs du même type, à savoir des quadripôles est à l͛oƌigiŶe du teƌŵe de spectrométrie de 

masse en tandem(Yost and Enke, 1979). DaŶs le Đas de l͛assoĐiatioŶ d͛aŶalǇseuƌs diffĠƌeŶts, oŶ 

parle alors de spectromètres hydrides. 

II existe une grande diversité de sources, d͛aŶalǇseuƌs et de dĠteĐteuƌs ; la figure 1 présente 

une liste des principales sources et analyseurs afiŶ d͛illustrer la diversité des instruments. Seule la 

source électrospray (ESI) sera présentée pour la partie ionisation ; la partie séparation sera abordée 

à travers la présentation de deux instruments hybrides utilisés dans le cadre de ce travail : le Q TOF 

et l͛IT Orbitrap. 

1.1.2 L͛ionisation électrospray (ESI) 

Sources d’ioŶisatioŶ pouƌ l’aŶalǇse de peptides 

L͛analyse des peptides utilise principalement deux ŵodes d͛ionisation : l͛ioŶisatioŶ par 

désorption laser assistée par matrice (MALDI) (Karas and Hillenkamp, 1988; Tanaka et al., 1988) et 

l͛ioŶisation par électrospray (ESI)(Fenn et al., 1989). Le MALDI produit majoritairement des ions 

monochargés qui sont produits paƌ uŶe iƌƌadiatioŶ laseƌ de l͛aŶalǇte ĐƌistallisĠ eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶe 

matrice alors que la source ESI pƌoduit des ioŶs ŵultiĐhaƌgĠs à paƌtiƌ d͛ĠĐhaŶtilloŶs dissous dans 

une phase liquide ; elle permet donc un couplage facile de la source à des systèmes de 

chromatographie liquide (LC-ESI). Le couplage LC-MALDI est par contre plus complexe à mettre en 

œuǀƌe. Quelques articles ont comparé les deux techniques. DaŶs le Đadƌe d͛ideŶtifiĐatioŶ de 

protéines issues d͛ĠleĐtƌophoƌğse bidimensionnelle, le MALDI permet une identification rapide 

alors que la LC-ESI peƌŵet d͛ideŶtifieƌ plusieuƌs protéines dans un même spot (Lim et al., 2003). 

L͛utilisatioŶ ĐoŶjoiŶte des deuǆ teĐhŶiƋues peƌŵet d͛augŵeŶteƌ le Ŷoŵďƌe de peptides ideŶtifiĠs et 

donc la couverture de séquence, l͛ESI peƌŵettaŶt d͛ideŶtifieƌ des peptides de plus hautes ŵasses et 

plus hydrophobes alors que le MALDI favorise l͛ioŶisatioŶ des petits peptides basiques (Kuzyk et al., 

2009; Molle et al., 2009) ou des peptides ĐoŶteŶaŶt de l͛aƌgiŶiŶe (Belghazi et al., 2001). 
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Par contre, pour des échantillons complexes, la configuration LC-ESI présente des 

performances clairement supérieures. A titƌe d͛eǆeŵple, une chromatographie 

multidimensionnelle assoĐiaŶt ĠĐhaŶge d͛ioŶs et phase iŶǀeƌse (SCX+RP) couplée à un système ESI-

IT-Orbitrap a permis d͛ideŶtifieƌ une moyenne de 29952 peptides (n=3), soit 3844 protéines de 

levure pour 8 h de chromatographie multidimensionnelle (Webb et al., 2013). AuĐuŶ ĠƋuiǀaleŶt Ŷ͛a 

été présenté avec un couplage LC-MALDI. La technique LC-ESI est donc la technique de choix pour 

l͛aŶalǇse de ŵĠlaŶge Đoŵpleǆes. 

Principe de l’ESI 

D͛uŶ poiŶt de ǀue pƌatiƋue, l͛ioŶisatioŶ ĠleĐtƌospƌaǇ consiste à appliquer une tension de 1 à 

5kV entre une aiguille amenant l͛ĠĐhaŶtilloŶ et l͛oƌifiĐe d͛eŶtƌĠe du speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse. Un flux 

de gaz entoure l͛aiguille pouƌ faǀoƌiseƌ l͛évaporation du solvant. D͛uŶ poiŶt de ǀue thĠoƌiƋue, 

l͛ioŶisatioŶ ĠleĐtƌospƌaǇ ĐoŶsiste à dĠsolǀateƌ uŶ aŶalǇte ioŶisĠ eŶ solutioŶ. Deux mécanismes 

expliquent le processus ESI ; le modèle de la charge résiduelle ; Charged Residue Model ou CRM, 

proposé par Dole et al. en 1968 (Dole et al., 1968) et l͛ĠǀapoƌatioŶ ioŶiƋue (Ion Evaporation Model 

ou IEM), de Iribarne et Thomson (Iribarne and Thomson, 1976). 

Le mécanisme CRM tire ses origines d͛uŶ aƌtiĐle de Loƌd ‘aǇleigh puďliĠ eŶ ϭϴϴϮ Ƌui poƌte suƌ 

l͛effet des Đhaƌges poƌtĠes paƌ des ĐatioŶs ou des aŶioŶs suƌ uŶe gouttelette Ƌui s͛Ġǀapoƌe. Lorsque 

la gouttelette diminue de diamètre, les ions de charge identique appliquent une force sur la 

gouttelette qui est fonction de leur répulsion électrostatique. La distance minimale entre ces ions 

en phase liquide correspond à la limite de Rayleigh. A la limite de Rayleigh, les forces de répulsion 

sont suffisantes pour faire exploser la gouttelette en une multitude de gouttelettes plus petites 

dont la surface totale est supérieure. L͛idĠe de Dole et collaborateurs est d͛appliƋueƌ Đette thĠoƌie 

à l͛ionisation électrospray et d͛eǆpliƋueƌ Ƌue le pƌoĐessus d͛eǆplosioŶ ĐouloŵďieŶŶe se ƌepƌoduit 

jusƋu͛à la foƌŵatioŶ d͛une gouttelette ultiŵe Ŷe ĐoŶteŶaŶt plus Ƌue l͛aŶalǇte ĐhaƌgĠ : l͛ioŶ est alors 

en phase gazeuse. 

D͛apƌğs IƌiďaƌŶe et ThoŵsoŶ, loƌsƋue la taille des gouttelettes atteint un diamètre 

suffisaŵŵeŶt petit, de l͛oƌdƌe de ϭϬ à ϮϬ Ŷŵ, l͛aŶalǇte est diƌeĐteŵeŶt eǆtƌait de la gouttelette 

pour former un ion en phase gazeuse. Il semblerait que le mécanisme IEM corresponde au cas 

général, le mécanisme CRM étant plutôt observé pour les molécules de très haut poids moléculaire 

(Nguyen and Fenn, 2007). 
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Miniaturisation des sources ESI 

La miŶiatuƌisatioŶ des souƌĐes ĠleĐtƌospƌaǇ a peƌŵis d͛augŵeŶteƌ ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt la 

sensibilité de cette teĐhŶiƋue d͛ioŶisatioŶ. Deux modèles mathématiques permettent de calculer la 

taille des gouttelettes à la soƌtie d͛uŶe souƌĐe ESI et dĠfiŶisseŶt le rayon des gouttelettes par une 

relation de proportionnalité avec le débit à la puissance 1/3 ou 2/3 (Schmidt et al., 2003). En 

d͛autƌes termes, diŵiŶueƌ l͛oƌifiĐe de la souƌĐe peƌŵet de diŵiŶueƌ le dĠďit et la taille des 

gouttelettes. De petites gouttelettes ont un ratio surface/ volume important qui favorise la 

dĠsoƌptioŶ des aŶalǇtes d͛apƌğs le ŵĠĐaŶisŵe IEM. D͛uŶ poiŶt de ǀue pƌatique, le faible débit 

peƌŵet de ŵettƌe la souƌĐe daŶs l͛aǆe et à pƌoǆiŵitĠ de l͛eŶtƌĠe du spéctrométre de masse, 

limitant ainsi la dispersion des ions et favorisant ainsi leur introduction. Wilms et Mann présentent 

eŶ ϭϵϵϲ uŶ aƌtiĐle Ƌui dĠtaille la ŵise eŶ œuǀƌe de la source nanoelectrospray (nanoES) (Wilm and 

Mann, 1996). L͛ĠĐhaŶtilloŶ est plaĐĠ diƌeĐteŵeŶt daŶs le Đapillaiƌe ŶaŶoES doŶt l͛oƌifiĐe deϭ-2 µm 

permet un dĠďit d͛eŶǀiƌoŶ ϮϬ Ŷl/ŵiŶ loƌsƋue la teŶsioŶ est appliƋuĠe. Les auteuƌs déterminent une 

transmission des analytes de la gouttelette au détecteur de 1 pour 390, soit 510 fois meilleur que 

pour une source conventionnelle (Tab. 1). 

Tableau 1. Caractéristiques des différentes sources ESI (d’apƌès (Wilm and Mann, 1996)) 

  ESI conventionnelle microESI nanoESI 

Débit 2-1000 µl/min 200-2000 nl/min 20-200 nl/min 
Pointe (diamètre) 500 µm 20-50µm 1-20 µm 
Taille des gouttes 1 µm - 200nm 
Efficacité (*) 1/200 800 - 1/390  

*l͛effiĐaĐitĠ est dĠfiŶie Đoŵŵe la fƌaĐtioŶ des aŶalǇtes tƌaŶsŵis jusƋu͛au dĠteĐteuƌ. 

L͛eŵploi des souƌĐes ŶaŶoES présente deux autres avantages moins connus. D͛uŶe paƌt, leuƌ 

tolérance vis-à-vis des sels est supérieure aux sources conventionnelles (Wilm and Mann, 1996), 

d͛autƌe paƌt, les phĠŶoŵğŶes de suppression ioniques sont considérablement réduits à des débits 

nanoES inférieurs à 50 nl/min (Schmidt et al., 2003). La Figure 2 illustre cette propriété interessante 

du nanoESI ; le signal du maltoheptaose (sous la foƌŵe d͛uŶ adduit sodium) est 

proportionnellement plus intense que le signal de la neurotensine avec une aiguille nanoESI de 

diamètre interne 1µm (figure de gauche) par rapport à cette même aiguille dont le diamètre a été 

élargi à 10 µm (figure de droite). 
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Figure 2. SpeĐtƌe MS d’uŶ ŵĠlaŶge eŶ ŶaŶoESI et ESI. Un mélange équimolaire de neurotensine et de maltoheptaose 
en acétate d͛aŵŵoŶiuŵ ϱŵM, ϱϬ % méthanol est analysé avec une aiguille nanospray de diamètre interne 1µm 
(spectre de gauche) et 10µm (spectre de droite). D͛apƌğs (Schmidt et al., 2003). 

La diŵiŶutioŶ ƌelatiǀe de l͛iŶteŶsitĠ de l͛ioŶ [ŵaltoheptaose + Na]+ interviendrait aux 

alentours de 50 nl/min, Đette pƌopƌiĠtĠ Ŷ͛est doŶĐ pas oďseƌǀĠe daŶs les sǇstğŵes aĐtuels de 

couplage nanoLC-nanoESI qui utilisent des colonnes de 75 µm de diamètre interne pour des débits 

de l͛oƌdƌe de ϮϬϬ Ŷl/ŵiŶ. 

Spectres de masse en mode ESI et calcul des masses 

A paƌtiƌ d͛aŶalǇtes possĠdaŶt plusieuƌs foŶĐtioŶs pƌotoŶaďles, l͛ioŶisatioŶ ĠleĐtƌospƌaǇ 

produit des ions moléculaires multichargés notés [M +zH]z+ en mode positif. Les spectres MS 

contiennent alors plusieurs pics, chacun correspondant à une valeur de z précise (Fig. 3A). 

 

 

Figure 3. Spectre ESI-MS. (A): myoglobine, 16951 Da), (B); chaîne B de l͛iŶsuliŶe, masse mono-isotopique M = 5729.6 
Da. En insert, la déconvolution de la protéine et le massif isotopique du peptide 5 fois chargé (mesure réalisée avec un 
Q-TOF). 

DaŶs le Đas d͛uŶe protéine comme la myoglobine, l͛iŶteŶsitĠ des ioŶs qui correspondent aux 

différents niveaux de charge varie de manière régulière. Ici, dans un mélange 0.1 % acide formique 

50 % méthanol aqueux, les états de charge +15 et +16 sont les plus intenses. 
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Deux pics contigus m1 et m2 correspondent à deux valeurs z1 et z2 avec z2=z1-1. Il est alors 

possible de déterminer z puis calculer la masse de la molécule à partir des relations: 

m1 = (M + z1H)/z1   (1) 

m2 = (M + z2H)/z2   (2) 

En remplaçant z2 par (z1 - ϭͿ daŶs l͛ĠƋuatioŶ ;ϮͿ, les solutions sont : 

z1 = (m2-1)/(m2-m1) et M = m1z1-z1 

Soit pour le spectre de la myoglobine présenté en Fig. 3A, avec m1 = 1131.0 et m2=1060.4, 

z1 = (1060.4 - 1)/(1131.0 - 1060.4) = 15.0. La masse moyenne mesurée est alors 

M = 1131 x 15 - 15 = 16950 Da. 

Dans le cas où la résolution est suffisante pour séparer les pics du massif isotopique, il est 

possible de déterminer directement z à partir de la lecture du massif. Lorsque z = 1, la différence 

entre deux pics du massif est égale à une unité, Si z > 1, alors z = 1/(mb-ma) avec mb et ma l͛apeǆ de 

deux pics contigus du massif. Pour la chaîne B de l͛iŶsuliŶe ;Fig. 3B), le massif isotopique de l͛ioŶ à 

plus intense à 1147.54 Th est préseŶtĠ eŶ iŶseƌt. La ƌĠsolutioŶ de l͛iŶstƌuŵeŶt permet de séparer 

les diffĠƌeŶts piĐs. L͛ĠĐaƌt de ŵasse eŶtƌe Ϯ piĐs ĠtaŶt Ϭ.ϭϵ ;soit Ϭ.ϮϬͿ, z = 5 et M = 1146.9x5-5 = 

5729.5 Da, soit une erreur de 2 ppm par rapport à la masse monoisotopique théorique. 

1.1.3 Analyseurs hybrides Q TOF et IT Orbitrap 

L͛eŶseŵďle des aŶalǇseuƌs MS et MS/MS actuels peuǀeŶt ġtƌe ĐouplĠs à l͛ionisation 

électrospray : Temps de vols (TOF), Trappe Ionique (IT), Quadripole (Q), Orbitrap, et Résonance 

Ionique Cyclotronique (ICR). Dans le cadre de cette thèse, deux iŶstƌuŵeŶts hǇďƌides, Đ͛est-à-dire 

associant des analyseurs différents, ont été utilisés : le Q-TOF Premier de Waters et l͛Orbitrap XL de 

Thermo Scientific (IT-Orbitrap). Seuls ces deux appareils seront détaillés dans les paragraphes 

suivants. 

Spectrométrie de masse hydride de type Q-TOF 

Le spectromètre de masse hybride de type Q-TOF est constitué de 2 analyseurs, un 

quadripôle et un temps de vol, séparés par une cellule de collision (Fig. 4). Un guide d͛ioŶ appelĠ T 

Wave permet la transmission des ions de la source ESI au quadripôle. 
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Figure 4. Q TOF Premier. L͛appaƌeil faďƌiƋuĠ paƌ Wateƌs utilise uŶe souƌĐe ESI Ƌui peƌŵet d͛iŶfuseƌ uŶ étalon (Lock 
Spray) eŶ ŵġŵe teŵps Ƌue l͛aŶalǇte. UŶ guie d͛ions (T Wave) permet de focaliser les ions vers le premier quadripôle 
(Resolving Quadripole). Un second module T-Wave sert de cellule de collision et un tube de temps de vol avec 
reflectron guide les ions vers un système de détection à galettes multicanaux. 

Le quadripôle est un analyseur dont le principe fut publié en 1953 par Helmut Steinwedel et 

Wolfgang Paul, ce dernier recevant le prix Nobel de physique en 1989 pour cette invention (Paul, 

1990). Le quadripôle est constitué de 4 électrodes soumises à un poteŶtiel siŶusoïdal ɸ0. 

ɸ0 = VDC + VAC Đos;ωt) avec VDC =, tension continue, VAC cos;ωt) = courant alternatif de 

fréquence angulaire ω. 

Les potentiels sont appliqués sur les 4 électrodes de telle manière que les 2 électrodes 

opposées sont soumises aux mêmes tensions (voir fig. 4). Considérant un ion positif, les électrodes 

de tension +VDC filtrent les ions de haute masse tandis que les électrodes de tension -VDC filtrent les 

ions de basse masse. EŶ l͛aďseŶĐe de teŶsioŶ VDC, le quadripôle fonctionne en radiofréquence 

uniquement, les électrodes vont inverser leur potentiel à tour de rôle et les ions seront focalisés au 

centre du faisceau. Le quadripôle installé sur le Q-TOF premier permet en théorie une fenêtre de 

sélection des ions d͛uŶe uŶitĠ de ŵasse; il est ainsi possible de sélectionner le pic monoisotopique 

au seiŶ d͛uŶ ŵassif et de ne transmettre que lui à la cellule de collision. 

La cellule de collision est une chambre dans laquelle un gaz inerte, l͛aƌgoŶ, est infusé à la 

pression de 4x10-3 mbar. Cette cellule est à l͛oƌigiŶe un quadripôle fonctionnant en radiofréquence 

seule. Ici, la cellule de collision qui est appelĠe T ǁaǀe est ĐoŶstituĠe d͛uŶe sĠƌie de leŶtilles. 
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Chaque lentille est soumise à une tension continue et une tension alternative. Deux lentilles 

adjacentes sont soumises à des potentiels de phase opposée. La tension continue sur ces deux 

leŶtilles peƌŵet d͛oďteŶiƌ uŶe barrière de potentiel qui stoppe les ions, cette barrière de potentiel 

avance pour créer une onde qui emmène les ions jusƋu͛au tuďe de ǀol. La pƌessioŶ d͛aƌgoŶ et 

l͛énergie des ions est telle que les ions se fragmentent. 

Le tube de vol est placé perpendiculairement à la trajectoire des ions provenant du 

quadripôle. Il est dotĠ d͛uŶ ŵiƌoiƌ ĠleĐtƌostatiƋue Ƌui peƌŵet de douďler le parcours des ions dans 

le tube de vol : les ions décrivent un V du pusher (lentille qui focalise les ions et les propulse dans le 

tuďe de ǀolͿ jusƋu͛au dĠteĐteuƌ. 

Considérant uŶiƋueŵeŶt le teŵps de ǀol apƌğs l͛aĐĐĠlĠƌatioŶ: 

Sachant que  E = ½ mv² (E : ĠŶeƌgie ĐiŶĠtiƋue de l͛ioŶ aĐĐĠlĠƌĠ) 

E =qU (q : charge ĠleĐtƌiƋue de l͛ioŶ, U : tension appliquée) 

v = d/t (d : distance de vol) 

Alors t   √  √   

EŶ d͛autƌes termes, le temps nécessaire à un ion pour atteindre le détecteur sera 

proportionnel à la racine carrée de son rapport m/z. Pouƌ l͛appaƌeil utilisĠ au laďoƌatoiƌe, 

l͛aŶalǇseuƌ TOF peƌŵet uŶe justesse supérieure à ϭϬ ppŵ et uŶe ƌĠsolutioŶ de l͛oƌdƌe de 9000. 

Les ŵodes d’aĐƋuisitioŶ peƌŵetteŶt l͛oďteŶtioŶ de spectres MS ou MS/MS. En mode MS, 

seule uŶe ƌadiofƌĠƋueŶĐe est appliƋuĠe au Ƌuadƌipôle, l͛eŶseŵďle des ioŶs est tƌaŶsŵis à la cellule 

de ĐollisioŶ doŶt l͛ĠŶeƌgie appliƋuĠe est réduite pour empêcher la fragmentation des ions, le TOF 

mesure l͛eŶseŵďle des ŵasses qui lui sont transmis. En mode MS/MS, les tensions et la 

radiofréquence du quadripôle sont ajustées pour ne permettre la tƌaŶsŵissioŶ Ƌue d͛uŶ ion de m/z 

choisi. La sélection avec le quadripôle peƌŵet d͛isoleƌ uŶ ioŶ à la ŵasse m/z = 1000 +/- 1 avec une 

iŶteŶsitĠ ĐoƌƌespoŶdaŶt au ϯ/ϰ de l͛iŶteŶsitĠ de l͛ioŶ eŶ ŵode MS. L͛ioŶ paƌeŶt est tƌaŶsŵis à la 

cellule de collision dont l͛ĠŶeƌgie est augmentée afin de permettre une fragmentation CID. Les ions 

fragments (ions fils) sont finalement transmis au TOF et mesurés. Les temps de mesure pour 

produire un spectre MS et MS/MS avec un rapport Signal/bruit satisfaisant sont respectivement de 

l͛oƌdƌe de 0.5 sec et 2 sec. Il est nécessaire d͛augŵeŶteƌ le « temps de scan » pour les spectres 

MS/MS afiŶ d͛aĐĐuŵuleƌ suffisamment de micro-sĐaŶs et ĐoŵpeŶseƌ la ďaisse d͛iŶteŶsitĠ pƌopƌe à 

la fragmentation. 
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La résolution et la précision de mesure du Q TOF sont fonction du TOF. L͛assoĐiatioŶ du 

quadripôle au TOF permet de combiner la robustesse du quadripole pour la sélectioŶ d͛ioŶs paƌeŶt 

avec la précision de mesure du temps de vol (~5 ppm, FWHM >10 000) (Chernushevich et al., 2001). 

Cette résolution peut être poussée à 17 000 lorsque le deuxième réflecteur, disposé entre le pusher 

et le détecteur, est activé et permet aux ions de parcourir alors un trajet en « W ». 

Malheureusement, la réduction de sensibilité associée au mode W ne le rend utilisable que pour 

des échantillons non limités en quantité. 

Spectrométrie de masse hydride de type IT Orbitrap 

Cette géométrie correspond à un appareil commercialisé par Thermo scientific : le LTQ 

Orbitrap XL (Makarov et al., 2006). L͛iŶstƌuŵeŶt est ĐoŶstituĠ d͛uŶe tƌappe ioŶiƋue liŶĠaiƌe ;LTQ 

pout LiŶeaƌ Tƌap QuadƌipoleͿ, d͛une cellule de transfert C-Tƌap, d͛uŶe Đellule de ĐollisioŶ HCD ;HCD 

pour Higher Collision Dissociation) et d͛uŶe deuxième trappe ionique de type Orbitrap (Fig. 5). 

 

Figure 5. Orbitrap XL. L͛Orbitrap XL est uŶ speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse hǇďƌide ĐoŵposĠ d͛uŶe tƌappe liŶĠaiƌe, d͛uŶe Đellule 
de fƌagŵeŶtatioŶ HCD et d͛uŶ aŶalǇseuƌ Orbitrap. La trappe ionique permet des mesures MS et MS

n 
avec une 

résolution voisine de 2000 pouƌ uŶe eǆaĐtitude de l͛oƌdƌe de ϭϬϬ ppm. L͛Orbitrap permet des mesures de masse exacte 
avec une erreur inférieure à 2ppm et une résolution supérieure à50000. 

La trappe linéaire est un quadripôle possédant des électrodes supplémentaires à ses 

extrémités (end cap). Les ĠleĐtƌodes d͛eǆtƌĠŵitĠ sont des portes électrostatiques qui permettent le 

ĐoŶfiŶeŵeŶt des ioŶs daŶs la diŵeŶsioŶ aǆiale ;zͿ aǀeĐ l͛aide d͛uŶe pƌessioŶ de gaz iŶeƌte ;ϭ ŵtoƌƌ 

d͛Heliuŵ). Les ions sont ensuite éjectés vers la C trap. La trappe linéaire possède également son 

propre système de détection avec une éjection radiale des ions qui permet de produire des scans 

MS et MSn. 
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La C-trap est un piège électrostatique qui permet de focaliser les ions au ŵoǇeŶ d͛uŶe 

ƌadiofƌĠƋueŶĐe et d͛uŶe pƌessioŶ de gaz iŶeƌte. Elle peƌŵet d͛ĠjeĐter les ions orthogonalement vers 

l͛Orbitrap. Cette éjection est pulsée et focalise à haute vitesse les ions qui pĠŶğtƌeŶt daŶs l͛oƌďitƌap 

par une fenêtre de 1 x 10 mm (Makarov, 2000). 

La cellule HCD est une cellule de collision quadripolaire munie de miroirs électrostatiques à 

ses extrémités pour permettre de retenir puis expulser en sens inverse les ioŶs Ƌu͛elle ĐoŶtieŶt. Elle 

est utilisée notamment pouƌ palieƌ l͛iŶĐapaĐitĠ de la tƌappe liŶĠaiƌe à piĠgeƌ des ioŶs fƌagŵeŶts de 

m/z inférieurs à environ 1/3 de la valeur du m/z de l͛ioŶ paƌeŶt. 

L’Orbitrap est une trappe ionique orbitale ĐoŶstituĠe d͛uŶe ĠleĐtƌode ĐeŶtƌale eŶ foƌŵe de 

barre entourée par une électrode externe cylindrique. Les ions sont introduits daŶs l͛Orbitrap de 

manière tangentielle et tournent autour de l͛électrode centrale. Comme les planètes tournent 

autour du soleil, l͛attƌaĐtioŶ ĠleĐtƌostatiƋue dirigée vers l͛ĠleĐtƌode ĐeŶtƌale est ĐoŵpeŶsĠe paƌ la 

force centrifuge des ions. Les aspeĐts ŵathĠŵatiƋues du ŵouǀeŵeŶt des ioŶs daŶs l͛Oƌďitƌap oŶt 

été publiés en 2000 par Alexander Makarov (Makarov, 2000). La vitesse angulaire de déplacement 

d͛uŶ ioŶ de loŶg de l͛aǆe z est foŶĐtioŶ de sa charge q et de sa masse m : 

ω = √ሺ   ሻ  en rad/sec (soit ω = √ ሺ     ሻ.) 
A titƌe d͛eǆeŵple, la fƌĠƋueŶĐe d͛osĐillatioŶ   le loŶg de l͛aǆe z pouƌ ŵ/z 524 est de 300 kHz 

;f= ω /Ϯ ) (Makarov et al., 2006). Sa fƌĠƋueŶĐe d͛osĐillatioŶ suƌ l͛aǆe z ĐƌĠe un courant induit qui 

est mesuré par l͛ĠleĐtƌode eǆteƌŶe. Dans le cas de l͛aŶalǇse d͛uŶ ŵĠlaŶge d͛ioŶs, le signal mesuré 

est alors la combinaison des fréquences des différents ions piégés. Une transformation de Fourrier 

permet de décomposer le signal de synthèse en ses différentes composantes ; des traitements 

additionnels du signal permettent de reconstituer le spectre de masse. 

La résolution et la précision de mesure de l͛Oƌďitƌap sont sensiblement supérieures au Q-

TOF. A titre d͛eǆeŵple, suƌ uŶ teŵps d͛aĐƋuisitioŶ daŶs l͛Orbitrap de 1.07 s, la résolution FWHM est 

de 100 000 pour m/z = 400 (Scigelova et al., 2011). Suivant l͛ĠtaloŶŶage, l͛eǆaĐtitude de mesure est 

inférieure en routine à 2 ppm. Lee et collaborateurs ont publié une erreur moyenne de 0.1   1.7 

ppm avec un étalonnage interne (Lee et al., 2011). L͛utilisatioŶ d͛ioŶs contaminants présents dans 

les spectres MS permet également un re-étalonnage dynamique. Dans ce cas, les calibrants sont 

choisis automatiquement en fonctions de leur intensité et permettent une erreur moyenne de 0.03 

± 0.5 ppm (Zhang et al., 2011). 
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1.1.4 Fragmentation par CID des peptides en mode positif 

Nomenclature 

La dissociation induite par collision (CID) est un processus de fragmentation à basse énergie 

qui transfère aux ions une énergie de quelques dizaines d͛ĠleĐtƌoŶ-volt et qui peut être décomposé 

en deux étapes. La première étape correspond à une excitation qui est la conséquence des 

ĐollisioŶs de l͛ioŶ aǀeĐ le gaz de la cellule de collision ; uŶe paƌtie de l͛ĠŶeƌgie ĐiŶĠtiƋue est 

convertie en énergie interne. La deuxième étape correspond à une décomposition de l͛ioŶ paƌeŶt 

en ions fragments. Les fragments observés fournissent une information de séquence lorsque la 

rupture se produit au niveau des liaisons amide le long du squelette peptidique. Une nomenclature 

a été établie à la fiŶ des aŶŶĠes ϴϬ et pƌopose uŶe ĐlassifiĐatioŶ eŶ foŶĐtioŶ de l͛eǆtƌĠŵitĠ N- ou C-

terminale contenue dans le fragment (Biemann, 1990; Roepstorff and Fohlman, 1984) (Fig. 6). 

 

Figure 6. NoŵeŶĐlatuƌe des ioŶs oďteŶus paƌ la fƌagŵeŶtatioŶ d’uŶ peptide eŶ ŵode positif. Les ions fragments a, b, 
c (ions portant la partie N-terminale) et les ions fragments x, y, z (fragments portant la partie C-terminale) sont produits 
en fonction du site de clivage de la liaison peptidique. Les autres ions fragments correspondent à une fragmentation 
des chaines latérales (ions d, v, w), ou à des doubles clivages conduisant à des ions fragments internes ou à des ions 
immonium caractéristiques des acides aminés. 
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Les ions fragments a, b, c contiennent l͛eǆtƌĠŵitĠ N-terminale alors que les ions fragments x, 

y, z contiennent l͛eǆtƌĠŵité C terminale. Les différentes lettres précisent le site de clivage de part et 

autƌe du ĐaƌďoŶe et de l͛azote de la liaisoŶ amide, la numérotation en indice renvoie à la position 

de l͛aĐide aŵiŶĠ ĐoŶĐeƌŶĠ paƌ la coupure en considérant le premier acide aŵiŶĠ Đoŵŵe l͛aĐide 

animé N- ou C-terminal contenu dans le fragment. Cette nomenclature envisage la totalité des ions 

fragments imaginables. Suivant le mode de fragmentation utilisé, il est possible de ne produire que 

certains types de fragments. Par exemple, la fragmentation CID à basse énergie ne produit pas de 

fragments c, x, z. La structure des ions b a été initialement décrite comme linéaire (ion acylium), 

l͛Ġtude des ǀoies de fƌagŵeŶtatioŶ a dĠŵoŶtƌĠ paƌ la suite uŶe stƌuĐtuƌe ĐǇĐliƋue à ϱ ĠlĠŵeŶts de 

type oxazolone. Plus récemment, une structure cyclique a également été démontrée pour les ions a 

(Bythell et al., 2010). 

Interprétation des spectres MS/MS 

La fragmentation CID à basse énergie génère essentiellement des ions b et y. Dans le cas idéal 

où les séries d͛ioŶs ď et Ǉ soŶt Đoŵplğtes, la leĐtuƌe de la sĠƋueŶĐe ĐoŶsiste à ideŶtifieƌ les sĠƌies 

puis calculer les différences entre fragments de la même série. Par exemple, bn - bn-1 permet 

d͛ideŶtifieƌ l͛aĐide aŵiŶĠ eŶ positioŶ Ŷ. Le suĐĐğs de Đette appƌoĐhe dĠpend grandement de la 

qualité des séries. Si des ions sont manquants ou peu intenses, ce qui correspond à la majorité des 

cas, le séquençage de novo est alors difficile voire impossible. De nombreux auteurs ont cherché à 

comprendre les mécanismes qui interviennent lors de la fragmentation afin de déterminer les 

relations entre la nature des fragments et leur intensité. 

Vue d’eŶseŵďle des voies de fƌagŵeŶtatioŶ 

Une ǀue d͛eŶseŵďle des ǀoies de fƌagŵeŶtatioŶ est pƌĠseŶtĠe dans les revues de Paizs et 

Suhai (Paizs and Suhai, 2004, 2005) et de Harrison (Harrison, 2009b). Deux grandes voies de 

fragmentations sont définies en fonction de la mobilité des protons (Dongre et al., 1996) et sont 

basées soit sur un mécanisme de fragmentation appelé charge dirigée (charge directed, ChD) soit 

sur un mécanisme de fragmentation appelé charge à distance (charge remote, ChR) (Fig. 7).  
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Figure 7. Les différentes voies de fragmentation (connues et supposées) des peptides protonés (Paizs and Suhai, 
2005). UŶe pƌeŵiğƌe diffĠƌeŶĐe s͛opğƌe eŶ foŶĐtioŶ de la ŵoďilitĠ du pƌotoŶ. S͛il est séquestré par une arginine, la 
fragmentation sera de type charge remote aǀeĐ l͛iŶteƌǀeŶtioŶ d͛uŶ pƌotoŶ aĐide ;Asp effeĐtͿ ou du sulfoǆide d͛uŶe 
méthionine oxydée (Oxid Met). Si le proton est mobile, la fragmentation sera de type Charge directed avec soit une 
perte de neutre et la production de fragments non informatifs pour ce qui est de la séquence en acides aminés (Non 
Sequence PFPs) soit une fragmentation des liaisons amide suivant différents schémas réactionnels qui aboutiront in fine 
à la foƌŵatioŶ d͛ioŶs a,ď,Ǉ, de fragments internes et d͛ioŶs iŵŵoŶiuŵ. Les mécanismes encadrés en noirs sont détaillés 
par la suite. 

Dans le cas du mécanisme ChD, le proton est mobile, il est associé à une fonction amine 

présentant une affinité protonique qui permet au proton de se déplacer entre ses différents 

accepteurs potentiels. La fragmentation peut alors correspondre à une perte de neutre en laissant 

intact les liaisons peptidiques (non sequence PFPs). Cette fragmentation ne permet pas de 

déterminer la séquence en acides aminés, elle est sans intérêt sauf à signer la présence de 

fonctions carboxyliques ou de fonction alcool daŶs le Đas d͛uŶe peƌte d͛eau (Water loss) ou de 

lysine ou arginine, asparagine et glutamine daŶs le Đas d͛uŶe peƌte d͛aŵŵoŶiaĐ (NH3 loss). La voie 

bx-ax peut être également considérée comme une perte de neutre puisqu͛elle ĐoƌƌespoŶd à uŶe 

perte de CO (-28u) des ions bx. Dans le cas plus intéressant des mécanismes de fragmentation 

aboutissant à des fragments informatifs en termes de séquences (Sequence PFPs), plusieurs voies 

sont proposées et expliquent la formation des différents fragments observés en CID : a, b, y , ions 

immonium et ions fragments internes. La première étape de la réaction est une délocalisation de la 

charge apportée lors de l͛ioŶisatioŶ suƌ l͛azote des différentes liaisons amide (azote amide).  

Dans le cas du mécanisme ChR, la charge est fixée par un groupement ayant une forte affinité 

pƌotoŶiƋue ;aŵŵoŶiuŵ ƋuateƌŶaiƌe, aƌgiŶiŶeͿ et le pƌotoŶ Ŷ͛est plus ŵoďile. Le ŵĠĐaŶisŵe de 

fragmentation implique alors des protons localisés par exemple sur la fonction carboxylique de 

l͛aĐide aspaƌtiƋue ;Asp effeĐt, ǀoiƌ paƌagƌaphe suiǀaŶtͿ. 
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Fragmentation ChR 

Beaucoup de peptides contenant Asp et Glu produisent des fragments b intenses avec Asp ou 

Glu en position C-terminale. Cette fragmentation orientée est observée essentiellement quand le 

Ŷoŵďƌe de pƌotoŶs est Ġgal au Ŷoŵďƌe d͛aƌgiŶiŶes. DaŶs Đe Đas, l͛aƌgiŶiŶe sĠƋuestƌe le pƌotoŶ Ƌui 

Ŷ͛est plus ŵoďile, la fonction carboxylique de Asp transfère alors soŶ pƌotoŶ à l͛aŵide ǀoisiŶ ĐotĠ C-

teƌŵiŶal et ĐƌĠe uŶe iŶteƌaĐtioŶ ioŶiƋue ;salt ďƌidgeͿ aǀeĐ l͛aƌgiŶiŶe ; la fragmentation intervient 

alors à droite de l͛aĐide aspaƌtiƋue. Si le Ŷoŵďƌe de Đhaƌges est supĠƌieuƌ au Ŷoŵďƌe d͛aƌgiŶiŶes, le 

mécanisme fera alors intervenir le mécanisme ChD et le clivage ne sera plus orienté (Gu et al., 

2000; Wysocki et al., 2000). Cependant, l͛utilisatioŶ de l͛ĠĐhaŶge H/D et la dĠƌiǀatioŶ N teƌŵiŶale 

par une amine quaternaire montre que les mécanismes ChR et ChD peuvent intervenir sur un 

même ion (Cydzik et al., 2011). 

Fragmentation ChD, modèle du proton mobile 

Les peptides peuvent être protonés sur différents sites ; amine N terminale, chaine latérale, 

azote d͛uŶ amide. Loƌs de l͛eǆĐitatioŶ daŶs la Đellule de Đollision, l͛énergie interne des ions 

augmente et les sites de protonation énergétiquement moins favorables peuvent alors se protoner 

par déplacement du ou des proton(s) mobile(s) (Dongre et al., 1996; Wysocki et al., 2000). Le 

modèle du proton mobile fait donc référence à la possibilité de migration des protons des 

groupements ayant une affinité protonique élevée vers des groupements qui ont une affinité 

protonique moindre Đoŵŵe l͛azote de la liaison amide. La dĠteƌŵiŶatioŶ de l͛affiŶitĠ pƌotoŶiƋue 

(PA) des acides aminés et des peptides est détaillée dans la revue de Harrison (Harrison, 1997). Elle 

est fonction de la basicité en phase gazeuse ;GBͿ tel Ƌue PA = GB+TΔS0, soit le classement suivant: 

Arg>Lys>His>αNHϮ>>N amide. 

La protonation de la fonction amide a pour conséquence de fragiliser la liaison peptidique et 

transforme le carbone de groupe CO en un site favorable aux attaques nucléophiles des 

groupements voisins riches en électrons. Deux voies de fragmentation ont alors été abondamment 

décrites ; la voie « bx-yz » et la voie « dikétopipérazine YN-n». 

Voie bx-yz  

Dans cette voie de fragmentation, le proton mobile saute de sa position initiale, par exemple 

N-terminale, à une fonction amide qui est alors fragilisée (Fig. 8). Le carbone en position n-1 de 

l͛aŵiŶe pƌotoŶĠe deǀieŶt uŶ site aĐĐepteuƌ d͛ĠleĐtƌoŶs. L͛attaƋue ŶuĐlĠophile du gƌoupeŵeŶt 



- 23 - 

cétone de la liaison amide n-1 provoque une ĐǇĐlisatioŶ et la foƌŵatioŶ d͛uŶ iŶteƌŵĠdiaiƌe 

axazolone protoné capable de réarrangement. Selon l͛affiŶitĠ pƌotoŶiƋue de la paƌtie N-terminale 

et C-terminale, des ions b ou y seront formés. Dans le cadre de peptides doublement chargés, les 

deux fragments peuvent être observés conjointement. 

 

Figure 8. Mécanisme de fragmentation de la voie bx-yz. La pƌotoŶatioŶ de l͛azote de la foŶĐtioŶ aŵide rend le carbone 
adjacent électrophile. Une ĐǇĐlisatioŶ ;foƌŵatioŶ d͛uŶ oǆazoloŶeͿ et uŶ ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶt conduiront à la foƌŵatioŶ d͛ioŶs 
b ou y. 

A partir des fragments oxazolone bx formés, de nouveaux fragments oxazolone bx-1 et des 

fragments ax peuvent être produits. UŶe ĐoŶsĠƋueŶĐe diƌeĐte de l͛Ġtude de Đes ƌĠaĐtioŶs eŶ phase 

gazeuse est la description des ions b non plus sous une forme linéaire mais sous une forme cyclique 

de type oxazolone. 

Voie dicétopipérazine YN-n 

La voie dicétopipérazine YN-n (Fig. 9) génère uniquement des ions y. N correspond au nombre 

d͛aĐides aŵiŶĠs et Ŷ dĠsigŶe l͛aĐide aŵiŶĠ à droite duquel la dissociation a lieu. Dans un premier 

temps, le pƌotoŶ ŵoďile saute suƌ le gƌoupeŵeŶt NH d͛uŶe foŶĐtioŶ aŵide à l͛ideŶtiƋue de la ǀoie 

bx-yz. Par contre, l͛attaque nucléophile du carbone en position n-ϭ de l͛aŵiŶe pƌotoŶĠe est ŵeŶĠe 

ici paƌ l͛aŵiŶe N-terminale, provoquant une cyclisation de la partie N-terminale sur le carbone 

électrophile. Pour les ions parents mono-chargés, cet intermédiaire dicétopiperazine Ŷ͛a pas uŶe 
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affinité protonique suffisante pour se protoner, un fragment y sera systématiquement formé (Paizs 

and Suhai, 2005). Par contre pour les peptides trypsiques doublement chargés, la formation 

dicétopipérazine bn protonée est majoritaire (Savitski et al., 2008). 

 

Figure 9. Mécanisme de fragmentation de la voie YN-n. La pƌotoŶatioŶ de l͛azote de la foŶĐtioŶ aŵide ƌeŶd le ĐaƌďoŶe 
adjaĐeŶt ĠleĐtƌophile. UŶe ĐǇĐlisatioŶ paƌ l͛aŵiŶe N-termiŶale ;foƌŵatioŶ d͛uŶ ĐǇĐle diĐetopipeƌaziŶeͿ ĐoŶduiƌa à la 
foƌŵatioŶ d͛ioŶ b ou y. 

Pour les ions YN-3, YN-4, YN-5, les pertes de neutre sont respectivement des cyclo-tri, cyclo-tetra, 

cyclo-penta-peptides. L͛ioŶ Yx formé possède à la fois le proton mobile et le proton provenant de 

l͛aŵiŶe N-terminale. Dans le cas particulier où n = 2 (YN-2), la dicétopipérazine N-terminale doit être 

pƌĠĐĠdĠe d͛uŶe isoŵĠƌisatioŶ Đis-trans pour que l͛aŵiŶe N-terminale soit placée à proximité du 

carbone électrophile. L͛Ġtude du peptide penta-alanine a montré que cette voie était minoritaire 

par rapport à la voie bx-yz, notamment à cause des contraintes stériques imposées par le 

ƌeplieŵeŶt de l͛aŵiŶe N teƌŵiŶale suƌ les liaisons amides (Paizs and Suhai, 2004). 

Voie a1-yx 

La voie a1-yx (Fig. 10) est initiée par la relocalisation du proton mobile suƌ l͛azote de la liaisoŶ 

amide ǀoisiŶe puis la foƌŵatioŶ d͛uŶ diŵğƌe ĐoŶstituĠ d͛uŶe paƌtie aziridone (cycle à 3 éléments) et 

d͛uŶe paƌtie aŵiŶe. L͛aziƌidoŶe Ŷ͛est pas staďle. Si la Đhaƌge ƌeste suƌ le ĐǇĐle, uŶe peƌte de CO 

aďoutiƌa à la foƌŵatioŶ d͛uŶ ioŶ a (Fig. 10, voie 1). Si la Đhaƌge est suƌ l͛aŵiŶe, le fƌagŵeŶt Ǉ seƌa 

alors détecté (Fig. 10, voie 2). Ce mécanisme a été décrit par Harrison et col. dans le cadre de 

l͛Ġtude de di-peptides Val-Xxx (Harrison et al., 2000). 

Dicétopiperazine 

Délocalisation du proton

Fragments
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Figure 10. Mécanisme de fragmentation de la voie a1-yz. Apƌğs ƌeloĐalisatioŶ du pƌotoŶ ŵoďile suƌ l͛aŵide N-terminale 
puis foƌŵatioŶ d͛uŶ diŵğƌe aziƌidiŶoŶe-amine, un fragment a1 ou yN-1 sera produit en fonction de la localisation du 
proton. 

Autres voies de fragmentation 

 PƌotoŶatioŶ de l͛oǆǇgğŶe aŵide 

La protonatioŶ de l͛oǆǇgğŶe de la foŶĐtioŶ aŵide est ĠŶeƌgĠtiƋueŵeŶt plus faǀoƌaďle Ƌue la 

pƌotoŶatioŶ de l͛azote de la foŶĐtioŶ aŵide, Đe Ƌui a aŵeŶĠ diffĠƌeŶts auteuƌs à proposer des 

mécanismes de dissoĐiatioŶ Ƌui Ŷ͛iŵpliƋuent pas l͛azote-aŵide ŵais l͛oxygène-amide (Wysocki et 

al., 2000). Ici, le mécanisme est initié par la foƌŵatioŶ d͛uŶ gƌoupeŵeŶt ĐaƌďoŶǇl au niveau de la 

foŶĐtioŶ aŵide attaƋuĠe. UŶe ĐǇĐlisatioŶ aǀeĐ tƌaŶsfeƌt de la Đhaƌge suƌ l͛amine du cycle est 

ensuite observée. Dans un troisième temps les fragments b ou y sont formés. Si la protonation de 

l͛oǆǇgğŶe est theƌŵodǇŶaŵiƋueŵeŶt faǀoƌaďle, la forme intermédiaire cyclisée est quant à elle 

beaucoup moins favorable.  

 Effet de la proline 

La pƌĠseŶĐe d͛uŶe pƌoliŶe eŶtƌaiŶe gĠŶĠƌaleŵeŶt la pƌoduĐtioŶ d͛ioŶ Ǉn intenses produits 

par le clivage du côté N-terminal de la proline. La liaison amide du côté C-terminal de la proline 

est stabilisée et la forte affinité protonique de la proline faǀoƌise l͛oďseƌǀatioŶ des fƌagŵeŶts Ǉ 

(Bleiholder et al., 2011). Cette observation est robuste et peut être utilisée comme critère pour 

la validation des identifications (Tabb et al., 2003). 

 Peƌte d͛eau et d͛aŵŵoŶiaĐ 

Ion y

Ion a

Délocalisation du proton

Formation du dimère
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ou

(1)

(2)



- 26 - 

Les peƌtes d͛eau se produisent sur les fragments b et y contenant Asp, Glu, Ser et Thr ainsi 

que sur la fonction carboxylique C-terminale. Les peƌtes d͛aŵŵoŶiaĐ se pƌoduiseŶt également sur 

les fragments b et y des peptides contenant Gln, Asn, His, Lys et Arg ainsi que sur l͛aŵiŶe N-

terminale. Pouƌ la peƌte d͛eau, les fƌagŵeŶts Ǉ0 (i.e. y - H2O) sont plus fréquents et plus intenses 

que les fragments b0 ŵais ils Ŷe soŶt pas ĐaƌaĐtĠƌistiƋues d͛aĐide aŵiŶĠs ĐoŶteŶaŶt des oxygènes 

dans la chaine latérale. Un cas particulier concerne le glutamate en position N-terminale qui se 

transforme généralement en pyroglutamate aĐĐoŵpagŶĠe paƌ uŶe peƌte d͛eau iŵpoƌtaŶte. Pour 

l͛aŵŵoŶiaĐ, au contraire, les fragments b* (i.e. b – NH3) sont généralement spécifiques (>95 %) des 

acides aminés basiques (Savitski et al., 2007). 

 Clivage de la liaison amide par attaque nucléophile des chaines latérales 

Ce mécanisme intervient essentiellement suite à une attaque de type charge remote de 

l͛histidiŶe, de la lysine et de l͛aƌgiŶiŶe (Fig. 11). Ces acides aminés ont leur chaîne latérale protonée. 

Le tƌaŶsfeƌt de Đe pƌotoŶ suƌ l͛azote de la foŶĐtioŶ peƌŵet uŶe attaƋue ŶuĐlĠophile du ĐaƌďoŶǇle eŶ 

α de l͛aŵiŶe pƌotoŶĠe puis la foƌŵatioŶ d͛uŶ ĐǇĐle (Paizs and Suhai, 2005). 

 

Figure 11. Attaque nucléophile de la liaison amide par les chaînes latérales. D͛ apƌğs (Paizs and Suhai, 2005) 

DaŶs le Đas de l͛histidiŶe, le gƌoupeŵeŶt iŵidazole est tƌğs pƌoďaďleŵeŶt protoné et 

tƌaŶsfğƌe soŶ pƌotoŶ à l͛azote de la liaisoŶ aŵide adjaĐeŶte, ĐotĠ C-terminale. Dans un deuxième 

formation d'un bi-cycle
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temps, l͛attaƋue ŶuĐlĠophile de l͛oǆǇgğŶe aŵide paƌ l͛azote iŵidazole ĐƌĠe uŶ ďi- cycle qui entraine 

le clivage de la liaison amide aǀeĐ l͛oďseƌǀatioŶ d͛uŶ ioŶ ďx ou yz (Wysocki et al., 2000). Avec une 

tƌappe ioŶiƋue, l͛histidiŶe faǀoƌise ŶetteŵeŶt l͛oďseƌǀatioŶ des ioŶs ď portant l͛histidiŶe à leur 

extrémité N-terminale (Tabb et al., 2003). 

DaŶs le Đas de la glutaŵiŶe ou de l͛aspaƌagine, le groupement amide latéral (attaque 

ŶuĐlĠophile de l͛oǆǇgğŶe aŵideͿ peut ġtƌe iŵpliƋuĠ daŶs la ƌuptuƌe de la liaison amide coté C-

terminal. 

Perte du phosphate en CID 

L͛aŶalǇse eŶ ŵode CID de peptides contenant des phosphosérines et phosphothréonines 

ŵoŶtƌe Ƌu͛ils sont fréquemment sujets à la peƌte d͛aĐide phosphoƌiƋue ;H3PO4, 98 Da). Cette perte 

de neutre sur les ions précurseurs protonés produit des spectres MS/MS avec un pic [M +nH - 

H3PO4]n+ ŵajoƌitaiƌe. L͛oďseƌǀatioŶ de Đet ioŶ peut ġtƌe utile pour signer des peptides contenant 

une phosphosérine ou une phosphothréonine. En contrepartie, les ions b et y qui portent 

l͛iŶfoƌŵatioŶ de la séquence sont peu intenses, et la localisation précise du groupement phosphate 

peut être difficile voire iŵpossiďle si plusieuƌs aĐides aŵiŶĠs soŶt susĐeptiďles d͛ġtƌe phosphoƌǇlĠs.  

Plusieuƌs ŵĠĐaŶisŵes soŶt pƌoposĠs pouƌ eǆpliƋueƌ la peƌte de Ŷeutƌe paƌ ĠliŵiŶatioŶ d͛aĐide 

phosphorique (Fig. 12). Il était couramment adŵis Ƌue l͛ĠliŵiŶatioŶ de H3PO4 en phase gazeuse 

faisait intervenir un mécanisme de β-élimination (DeGnore and Qin, 1998). D͛autƌes mécanismes 

ont été décrits par la suite, aǀeĐ la foƌŵatioŶ d͛aziƌidiŶe ou d͛oǆazoloŶe (Reid et al., 2000). De 

manière générale, ces mécanismes de cyclisation correspondent à une attaque nucléophile de 

l͛aĐide aŵiŶĠ phosphoƌǇlĠ suƌ son oxygène carbonyle eŶ positioŶ β (Rozman, 2011). Pour des 

peptides Pro-pSer/pThr, une fragmentation aboutissant à un ion y particulier (y+10 amu) a été 

décrite (Medzihradszky and Trinidad, 2012). Dans Đe Đas, la foƌŵatioŶ d͛uŶ ĐǇĐle oǆazoloŶe entre le 

ĐaƌďoŶe β de l͛aĐide aŵiŶĠ phosphoƌǇlĠ et le ĐaƌďoŶǇle de la liaison amide n-1 produit un fragment 

y de type oxazolone qui contient un carbone supplémentaire (+12) par rapport à un fragment y 

classique, mais également une insaturation sur le cycle oxazolone (-2) soit un incrément de 10 amu 

paƌ ƌappoƌt à l͛ioŶ y habituel. 

La peƌte de Ŷeutƌe peut ĠgaleŵeŶt ĐoƌƌespoŶdƌe soit à uŶe ĠliŵiŶatioŶ diƌeĐte de l͛aĐide 

phosphorique soit à une élimination en 2 temps, d͛aďoƌd du gƌoupeŵeŶt phosphoryl (HPO3) puis de 

H2O (Palumbo and Reid, 2008). 
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Enfin, dans les trappes ioniques ou la fragmentation est réalisée sur des ions confinés 

pendant des temps longs de l͛oƌdƌe de la dizaiŶe ou ĐeŶtaiŶe de ŵilliseĐoŶdes, le réarrangement du 

phosphate (« scrambling ») sur un autre acide aminé hydroxylé a été décrit, indépendamment de la 

Ŷatuƌe de l͛aĐide aŵiŶĠ phosphoƌǇlĠ (Cui and Reid, 2013). L͛Ġtude de 33 peptides de synthèse 

phosphorylés sur sérine, thréonine et tyrosine a montré un réarrangement pour les 3 acides aminés 

(Palumbo and Reid, 2008). Dans cette étude, 45 % des peptides sont sujets au réarrangement. 

 

Figure 12. Réaction du phosphate en phase gaz. β-élimination, formation de cycle à 3 ou 5 atomes et réarrangements. 
Cette liste Ŷ͛est pas eǆhaustiǀe. 

Prévision des intensités des ions fragments 

La connaissance des mécanismes de fragmentation et des énergies nécessaires à ces 

réactions peƌŵet d͛eŶǀisageƌ la ĐoŶstƌuĐtioŶ de ŵodğles pƌĠdiĐtifs ĐalĐulaŶt l͛iŶteŶsitĠ des 

différents fragments en fonction de la sĠƋueŶĐe de l͛ioŶ ŵolĠĐulaiƌe. Il faut noteƌ Ƌue l͛eŶseŵďle 

des articles cités précédemment développent cette idée. Différents travaux présentent des 

relations entre les fragments observés. Une relation linéaire a été établi entre la basicité en phase 

gazeuse (GB) de tripeptides Gly-Gly-Xxx-OH et log(y1͛/b2)(Harrison, 1999). Cette relation a été 

étendue sous la forme ln(bx/yz) = (PAN-ter-PAC-ter)RTeff pour prévoir l͛iŶteŶsitĠ des ioŶs ď et Ǉ pƌoduits 

par la voie Bx-Yz (Paizs and Suhai, 2004). 

UŶe appƌoĐhe diffĠƌeŶte ŵettaŶt eŶ œuǀƌe une analyse en composante principale (ACP) de la 

distribution des ions fragments de 15 ϬϬϬ peptides tƌǇpsiƋues a ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛ACP peƌŵettait de 

distinguer deux classes de peptides : une classe 1 de peptides courts (8.4 résidus) dont les spectres 

MS/MS sont dominés par les fragments b2 et yN-2 et une classe 2 de peptides plus longs (12.4 

résidus) dont les fragments majoritaires sont YN-4 et YN-5 (Savitski et al., 2008). L͛eǆpliĐatioŶ de Đette 

distribution bi-modale est ďasĠe suƌ l͛hǇpothğse d͛uŶe isoŵĠƌisatioŶ Đis-trans plus rapide des 
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acides aminés N-terminaux pour les peptides les plus courts, permettant une cyclisation et la 

foƌŵatioŶ d͛un ion b2 dicétopipérazine. L͛Ġtude de peptides (Ala)xHis avec x allant de 5 à 10 a 

confirmé la présence de ces 2 classes de peptides dépendant de la longueur de chaine (Harrison, 

2009a). Par des expériences d͛ĠĐhaŶge isotopique hydrogène/deutérium, Bythell et collaborateurs 

ont infirmé l͛hypothèse de formation des ions b2 de la classe 1 suite à l͛ isomérisation puis la 

formation de dicétopipérazine, et indiqué que les fragments b2 ont une structure habituelle de type 

oxazolone (Bythell et al., 2009). EŶ taŶt Ƌu͛eǆĐeptioŶ, les peptides Đouƌts aǀeĐ GlŶ ou Glu eŶ 

position N-teƌŵiŶale Ŷe foƌŵeŶt pas d͛ioŶ ď2 intenses à cause de leur facilité à perdre une molécule 

d͛eau mais se cyclisent en imide dont l͛affiŶitĠ pƌotoŶiƋue est faiďle ; la charge se relocalise alors 

sur la partie centrale du peptide (Godugu et al., 2010). 

Les règles de fragmentation présentées dans les paragraphes précédents ont été intégrées 

dans un modèle de prédiction de l͛iŶteŶsitĠ des fƌagŵeŶts et appliquées à une bibliothèque de 

2605 spectres CID préalablement identifiés. Les scores de similarité entre spectres théoriques et 

spectres observés augmentent de 0.4 à 0.7 entre la méthode conventionnelle (corrélation sans 

pƌeŶdƌe eŶ Đoŵpte l͛intensité des ions) et la méthode publiée Ƌui dĠteƌŵiŶe l͛iŶteŶsitĠ des 

différents ions fragments (Zhang, 2004). Ce modèle a été amélioré et prend maintenant en compte 

les règles de fragmentation propres à différentes modifications ; phosphorylation de S, T, Y 

oxydation de M, hydroxylation, méthylation et acétylation de K (Fig. 12.1) (Zhang, 2011). A titre 

d͛eǆeŵple, la figure ci-dessous présente le spectre calculé et le spectre observé pour un peptide 

phosphorylé sur la sérine. 

 

Figure 12.1. Prévision des intensités des ion fragments en mode CID. Eǆeŵple de fƌagŵeŶtatioŶ d͛uŶ peptide 
phosphorylé doublement chargé. Le spectre calculé (en haut) est similaire au spectre expérimental (en bas). D͛apƌğs 
(Zhang, 2011) 
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En conclusion, si la meilleure compréhension des mécanismes de fragmentations ne permet 

pas de pƌĠdiƌe uŶ speĐtƌe de fƌagŵeŶtatioŶ à paƌtiƌ d͛uŶe sĠƋueŶĐe d͛aĐides aminés, les règles qui 

se dessiŶeŶt peƌŵetteŶt d͛eŶǀisageƌ uŶe aŵĠlioƌatioŶ de la ǀalidatioŶ des peptides ideŶtifiĠs daŶs 

les gƌaŶdes sĠƌies d͛ideŶtifiĐations produites paƌ l͛aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue, en prévoyant les intensités 

de certains fragments caractéristiques des voies de fragmentations précédemment décrites. 

1.2 L’aŶalǇse protéomique 

1.2.1 Généralité 

Le terme « protéome » est une fusion des mots PROTEines et gĠŶOME et dĠsigŶe l͛eŶseŵďle 

des protéines exprimées par un génome. Le mot est certainement né à la fin des années 1990 

(Wilkins et al., 1996b). Dans le papier intitulé « From proteins to proteomes: large scale protein 

identification by two-dimensional electrophoresis and amino acid analysis », Wilkins identifie 20 

protéines d͛Escherichia Coli en séparant les protéines par électrophorèse bidimensionnelle puis en 

réalisant un transfert sur membrane pour permettre une composition en acides aminés. La 

connaissance du point isoélectrique, du poids moléculaire et de la composition en acides aminés de 

chaque protéine permet une identification dans la base de données de séquences protéiques de la 

bactérie (web.expasy.org/aacompident/). Pouƌ plus de fiaďilitĠ, l͛aŶalǇse est validée par la 

technique de ƌĠfĠƌeŶĐe de l͛ĠpoƋue, le sĠƋueŶçage d͛EdŵaŶ de l͛eǆtƌĠŵitĠ N-terminale de la 

protéine (Wilkins et al., 1996a). 

Si le terme « protéomique » est appaƌu eŶ ϭϵϵϲ, la possiďilitĠ d͛identifier des protéines en 

grand nombre est antérieure, puisque les premières identifications par spectrométrie de masse ont 

été réalisées en 1993. Pappin et collaborateurs furent les premiers à présenter une approche 

systématique utilisant le MALDI TOF et une bases de données protéique (voir paragraphe 

suivant)(Pappin et al., 1993). Cette approche est uŶe ĠǀolutioŶ ŵajeuƌe daŶs l͛aŶalǇse ďioĐhiŵiƋue 

des protéines. La caractérisation ne dépend plus de la seule analyse chimique mais utilise les 

données de séquençage du génome pour faire une corrélation entre mesures expérimentales et 

valeurs théoriques calculées à partir de séquences. Cette approche protéomique permet 

d͛augŵeŶteƌ considérablement la quantité de protéines identifiées et modifie radicalement la 

vision du biologiste et du biochimiste sur son modèle. 

L͛aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue peut ġtƌe diǀisĠe eŶ uŶe appƌoĐhe Ƌualitatiǀe ;construction de 

catalogues généralement associés à une localisation subcellulaire) et une approche quantitative 
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(Tab. 2). Il s͛agit alors de Đoŵpaƌeƌ le ĐoŶteŶu pƌotĠiƋue de diffĠƌeŶts ĠĐhaŶtilloŶs afiŶ d͛eŶ 

dĠteƌŵiŶeƌ les diffĠƌeŶĐes. Cette ĐoŵpaƌaisoŶ peut s͛opĠƌeƌ suƌ le ŵatĠƌiel biologique entier ou 

fractionné (organes, compartiments cellulaires) et met en jeux différentes techniques de 

sĠpaƌatioŶs. DaŶs tous les Đas, la ŵesuƌe Ƌui peƌŵet l͛ideŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes est ƌĠalisée par 

spectrométrie de masse. 

Tableau 2. MĠthode d’aŶalǇse du pƌotĠoŵe 

 

L͛analyse du protéome peut porter sur un protéome entier ou sur une fraction du protéome. Cette fraction est 
spĠĐifiƋue d͛uŶ oƌgaŶe ou organisme entier, d͛uŶ tǇpe Đellulaiƌe ou d͛uŶ ĐoŵpaƌtiŵeŶt subcellulaire. Les techniques 
d͛ĠleĐtƌophoƌğse et de Đhƌoŵatographie ou de partage permettent de séparer les constituants (protéines ou peptides) 
pour une mesure par spectrométrie de masse. 

L͛aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue s͛est ĠgaleŵeŶt focalisée sur l͛analyse de protéines ayant une 

caractéristique physicochimique originale (protéines membranaires, protéines de complexes) et sur 

l͛aŶalǇse des pƌotĠiŶes poƌtaŶt des modifications post-traductionnelles ; les termes de 

complexome, de phosphoprotéome ou de glycoprotéome sont alors apparus. A travers ses 

différents axes de recherche, la protéomique a connu une forte croissance de 1995 à 2005 et est 

aujouƌd͛hui la teĐhŶiƋue de ƌĠfĠƌeŶĐe pouƌ la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ d͛uŶ ĐoŶteŶu pƌotĠiƋue. A titre 

d͛eǆeŵple, 7292 publications contenaient ce mot « protéome » en 2012 (Fig. 13) 

 

Figure 13. Nombre de publications référencées dans PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) et contenant 
les mots clé proteom*. 
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Il est possible de distinguer deux périodes dans l͛ĠǀolutioŶ des teĐhŶiƋues pƌotĠoŵiƋues, une 

pƌeŵiğƌe pĠƌiode Ƌui ĐoƌƌespoŶd à l͛utilisatioŶ exclusive de l͛ĠleĐtƌophoƌğse ďidiŵeŶsioŶŶelle ;gel 

2D) pour séparer les mélanges protéiques complexes et quantifier les protéines du mélange ; le 

MALDI TOF est alors généralement utilisé pour identifier les spots des gels 2D. Une deuxième 

période fut initiée notamment par les travaux de John Yates qui a montré eŶ ϭϵϵϲ Ƌu͛uŶ hǇdrolysat 

trypsique de levure pouvait être analysé directement par un système LC-ESI-MS/MS et permettre 

l͛ideŶtifiĐatioŶ de plus de ϭϬϬ pƌotĠiŶes eŶ uŶe seule analyse (Link et al., 1999). 

Aujouƌd͛hui, la pƌeŵiğƌe diffiĐultĠ d͛uŶe aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue est le Đhoiǆ des teĐhŶiƋues à 

utiliser pour fractionnement des protéines et le fractionnement des peptides (Fig. 14). Si on 

eǆĐepte l͛appƌoĐhe Top-down, les protéines sont ideŶtifiĠes à paƌtiƌ de l͛ideŶtifiĐatioŶ d͛uŶ ou 

plusieurs peptides (Bottom-up). Les protéines peuvent être séparées par électrophorèse ou 

chromatographie mais cette Ġtape Ŷ͛est pas iŶdispeŶsaďle : une hydrolyse enzymatique peut être 

menée sur l͛extrait total ; le mélange de peptides est alors analysé par chromatographie liquide 

mono- ou multi-dimensionnelle couplée à la spectrométrie de masse MS/MS. Un 

préfractionnement par IEF en gel ou liquide est parfois réalisé. 

 

Figure 14. Les techniques de séparation en analyse protéomique. EŶ gĠŶĠƌal, l͛ĠleĐtƌophoƌğse est utilisĠe pouƌ sĠpaƌeƌ 
les protéines et la chromatographie liquide pour séparer les peptides. La séparation de mélanges protéiques par 
Đhƌoŵatogƌaphie liƋuide et l͛ĠleĐtƌophoƌğse de peptides soŶt des techniques peu employées à ce jour. 

1.2.2 Analyse protéomique par électrophorèse bidimensionnelle 

En 1993, la première technique de protéomique par spectrométrie de masse a ŵis eŶ œuǀƌe 

une séparation des protéines par électrophorèse bidimensionnelle et une identification des spots 

protéiques par MALDI-TOF (Pappin et al., 1993). La teĐhŶiƋue d͛ĠleĐtƌophoƌğse bidimensionnelle a 

ĠtĠ pƌĠseŶtĠe pouƌ la pƌeŵiğƌe fois eŶ ϭϵϳϱ paƌ O͛Faƌell (O'Farrell, 1975). L͛auteuƌ pƌĠseŶtait une 
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séparation en deux dimensions de protéines d’Escherichia Coli marqué au 14C, avec en première 

dimension une iso-électrofocalisation (IEF) et en deuxième dimension une SDS-PAGE. A partir de 10 

µg de pƌotĠiŶes, O͛Faƌell a séparé plus de 100 constituants (Fig. 15A). Plusieurs évolutions ont 

rendu la technique accessible, avec une commercialisation de l͛eŶseŵďle des matériels et réactifs. 

UŶe ĠǀolutioŶ ŵajeuƌe est l͛iŵŵoďilisation du gradient de pH sur une bandelette IPG (Immobilized 

pH Gradient) (Giorgio Righetti, 1984). Les bandelettes IPG permettent de charger une plus grande 

quantité de protéines et la première dimension est plus reproductible. Les techniques de détection 

ont également évolué : l͛utilisation de la fluorescence a peƌŵis d͛augŵeŶteƌ la seŶsiďilitĠ et le 

marquage des protéines permet maintenant d͛aŶalǇseƌ daŶs le ŵġŵe gel différents échantillons 

par la méthode DIGE (Differencial In Gel Electrophoresis) (Saibil, 2013). Cependant, au regard des 

électrophorèses bidimensionnelles présentées dans la Figure 15A, il Ŷ͛est pas ĐeƌtaiŶ Ƌue Đes 

évolutions permettent de produire des électrophorèses plus sensibles et résolutives. 

 

Figure 15. Electrophorèse ďidiŵeŶsioŶŶelle d’E Coli. A gauche, réalisation en 1975 : 10 µg d͛eǆtƌait total, dĠteĐtioŶ de 
14

C par film photographique (O'Farrell, 1975). A droite : réalisation en 2013 :150 µg d͛eǆtƌait total, dĠteĐtioŶ paƌ 
fluorescence ; les dessins de couleur désignent des spots discriminants (Sheridan et al., 2013). En B : Electrophorèse 
bidimensionnelle de la protéine membranaire B3AT. Le tampon de solubilisation utilisé pouƌ l͛IEF contient de l͛urée, de 
la thiourée et différents détergents. De gauche à droite : CHAPS, Brij96, dodécyl ŵaltoside, d͛apƌğs (Rabilloud, 2009). 

UŶ dĠfaut ŵajeuƌ de Đette teĐhŶiƋue est l͛iŵpossiďilitĠ de faiƌe ŵigƌeƌ dans la première 

dimension des protéines peu solubles comme les protéines membranaires. EŶ effet, l͛IEF ou IPG Ŷe 

tolère que pas ou peu les détergents ioniques de type SDS, qui sont substitués par des détergents 

moins performants de type non ionique. L͛optiŵisatioŶ des taŵpoŶs de soluďilisation a permis 

d͛aŵĠlioƌeƌ pouƌ ƋuelƋues Đas paƌtiĐulieƌs la sĠpaƌatioŶ des pƌotĠiŶes ŵeŵďƌaŶaiƌes. Paƌ eǆeŵple, 
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le tƌaŶspoƌteuƌ d͛aŶioŶ BϯAT à ϭϮ doŵaiŶes tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌes peut ġtƌe ou ŶoŶ dĠteĐtĠ eŶ 

fonction des tampons de solubilisation utilisés pour la première dimension (Fig. 15B) (Rabilloud, 

2009). La synthèse de nouveaux détergents a également peƌŵis d͛aŵĠlioƌeƌ l͛aŶalǇse des pƌotĠiŶes 

membranaires (Santoni et al., 2000). CependaŶt le Đas BϯAT est ŵaƌgiŶal et l͛ĠleĐtƌophoƌğse 

ďidiŵeŶsioŶŶelle ƌeste peu adaptĠe à l͛aŶalǇse des pƌotĠiŶes ŵeŵďƌaŶaiƌes. Une autre limitation 

de la technique est la feŶġtƌe d͛aŶalǇse des gels ϮD (PM de 10 à 100 kDa et pI entre 4 et 8) qui 

exclut de la séparation les nombreuses protéines à caractère basique et les protéines de très hauts 

poids moléculaires (Rogowska-Wrzesinska et al., 2013). 

De 1975 à la fin des années 90, les protéines visualisées suƌ les gels d͛ĠleĐtƌophoƌğses 

bidimensionnelles sont restées pouƌ l͛esseŶtiel ŵǇstĠƌieuses. Les teĐhŶiƋues d͛ideŶtifiĐatioŶ 

demandaient de grosses quantités de protéines, de l͛oƌdƌe du µg, et l͛ideŶtifiĐatioŶ se faisait 

essentiellement par micro séquençage et par composition en acides aminés (Wilkins et al., 1996a). 

Les aŶŶĠes ϵϬ ǀoieŶt l͛essoƌ de l͛ioŶisatioŶ MALDI et la commercialisation de spectromètres MALDI-

TOF qui permettent de mesurer simplement des molécules entières, non fragmentées par 

l͛ioŶisatioŶ. En 1993, un article précurseur présente un logiciel accessible par le web, MOWSE pour 

Molecular Web SEarch qui identifie les protéines sur la base de leur carte peptidique (Pappin et al., 

1993). La carte peptidique massique (peptide mass fingerprinting) est une liste de masses 

correspondant aux peptides obtenus à partir de la digestioŶ eŶzǇŵatiƋue d͛uŶe pƌotĠiŶe puƌifiĠe 

(purifiée par exemple par électrophorèse 2D). Dans un deuxième temps, une analyse informatique 

compare la liste de masses obtenues par MALDI-TOF avec une base de données indexée qui 

contient la liste de masses obtenue par digestion in silico des protéines. Comme la liste de masses 

expérimentale est incomplète par rapport à la digestion in silico d͛uŶe pƌotĠiŶe, les auteurs 

calculent un rang d͛ideŶtifiĐatioŶ basé entre autre sur le nombre de peptides expérimentaux 

présents dans la protéine identifiée et le nombre total de peptides théoriques, de manière à limiter 

le biais causé par le poids moléculaire de la protéine. Ce logiciel est le premier à être utilisable par 

l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe d͛iŶteƌŶet et soŶ ĠǀolutioŶ aďoutiƌa au logiĐiel MASCOT. 

Le Ŷoŵďƌe d͛aƌtiĐles Ƌui utilisent l͛ĠleĐtƌophoƌğse ďidiŵeŶsioŶŶelle a considérablement 

décliné. Pour autant, la technique conserve un intérêt majeur, car elle est à ce jour la technique 

séparative de choix pour mettre en évidence les différentes modifications post-traductionnelles 

d͛uŶe pƌotĠiŶe (Rogowska-Wrzesinska et al., 2013). 
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Electrophorèse SDS-PAGE et LC-MS/MS 

AfiŶ de pallieƌ auǆ liŵitatioŶs iŶhĠƌeŶtes à l͛ĠleĐtƌophoƌğse bidimensionnelle (gamme de PM 

et pI restreintes), et grâce aux progrès de la spectrométƌie MS/MS Ƌui peƌŵet d͛ideŶtifieƌ les 

protéines en mélange à partir de l͛ideŶtifiĐatioŶ des peptides, la simple SDS-PAGE est utilisée pour 

pƌĠfƌaĐtioŶŶeƌ les ŵĠlaŶges pƌotĠiƋues. La digestioŶ eŶ gel peƌŵet d͛eǆtƌaiƌe facilement les 

peptides qui sont ensuite analysés par LC MS/MS. Une comparaison de cette technique par rapport 

aux techniques off gel (SCX ou off gel IEF des peptides) a été réalisée en gardant uŶ teŵps d͛aŶalǇse 

MS constant, montrant que la SDS-PAGE et digestion en gel permettait d͛ideŶtifieƌ le plus grand 

nombre de protéines (Antberg L Fau - Cifani et al., 2012). Par ailleurs, les identifications des 

protéines séparées par SDS-PAGE sont suffisamment reproductibles pour permettre une 

quantification relative de plusieurs milliers de protéines (Piersma et al., 2013). 

1.2.3 Chromatographie liquide et spectrométrie MS/MS 

Deux éléments clés expliquent le succès du couplage LC-MS, à savoir (i) la source ESI est 

compatible avec tous les débits HPLC, de 20 nl/ml à 1 ml/min, une simple union suffit au couplage, 

(ii) la qualité des spectres de masse MALDI est fotement dégradée loƌsƋue l͛ĠĐhaŶtilloŶ ĐoŶtieŶt 

des contaminants (sels, détergents) ou lorsque le mélange est complexe (discrimination spectrale). 

Le couplage de la chromatographie liquide est faĐile à ŵettƌe eŶ œuǀƌe, peƌŵet d͛ĠliŵiŶeƌ les 

éventuels sels non volatils et simplifie le mélange en le fractionnant. La chromatographie utilisée 

devant le spectromètre de masse est essentiellement une phase inverse à bas pH. AfiŶ d͛augŵeŶteƌ 

le pouvoir de séparation, elle peut être pƌĠĐĠdĠe d͛uŶe autƌe Đhƌoŵatogƌaphie dont les critères de 

sĠpaƌatioŶ soŶt diffĠƌeŶts, eŶ gĠŶĠƌal uŶ ĠĐhaŶged͛ioŶs. 

Paƌaŵğtƌes d’optiŵisatioŶs des colonnes HPLC 

Le diamètre de colonne est un paramètre qui influence dramatiquement la sensibilité des 

systèmes LC-MS. La concentration des analytes en sortie de colonne peut être calculée par la 

formule suivante :        ሺ  ሻ     ሺ   ሻ avec m : quantité chargée sur la colonne, N : efficacité de la colonne, V0 : 

volume de colonne, k : facteur de rétention (Abian et al., 1999; Chervet et al., 1996). 

Pour une même phase solide, la concentration en sortie de colonne est donc inversement 

proportionnelle au volume de colonne V0, ou encore inversement proportionnelle au carré de son 
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diamètre (V = �r² x HauteuƌͿ. AutƌeŵeŶt dit, tƌaŶsposeƌ uŶe aŶalǇse d͛uŶe ĐoloŶŶe de ϭ ŵŵ de 

diamètre à une colonne de 100 µm permet un gain de sensibilité d͛uŶ faĐteuƌ 100. Sachant que 

l͛efficacité de transmission des ions de la source est inversement proportionnel au débit, ce gain de 

sensibilité chromatographique est d͛autaŶt plus intéressant Ƌue l͛effiĐaĐitĠ de tƌaŶsŵissioŶ des ioŶs 

à l͛aŶalǇseuƌ de ŵasse est amélioré pour des sources nanospray (Oosterkamp et al., 1998). 

Si la diŵiŶutioŶ des diaŵğtƌes de ĐoloŶŶes peƌŵet d͛augŵeŶteƌ la seŶsiďilitĠ des aŶalǇses LC-

MS, elle affecte également les débits et les capacités de chargement des colonnes (Tab. 3). Il 

apparait clairement que les colonnes de petits diamètres sont conçues pour analyser des petites 

ƋuaŶtitĠs d͛ĠĐhaŶtilloŶ pouƌ des petits ǀoluŵes iŶjeĐtĠs. 
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Tableau3. Influence du diamètre sur les caractéristiques chromatographiques des colonnes. 

Diamètre 
interne 

Volume Débit 
optimum 

Injection Conc. Relative 
 au détecteur  

Capacité 

4.6 mm 4.1 ml 1 ml/min 100 µl 1 8469 

2 mm 783 µl 0.2 ml/min 20 µl 5.3 1598 

1 mm 196 µl 50 µl/min 5 µl 21.2 400 

320 µm 20 µl 5 µl/min 500 nl 206 41 

50 µm 490 nl 120 nl/min 10 nl 8459 1 

 

Considérant une colonne de 75 µm, diamètre couramment utilisé en analyse protéomique, un 

ǀoluŵe d͛ĠĐhaŶtilloŶ faĐileŵeŶt ŵaŶipulaďle, soit ϭϬ µl, deŵaŶde ϱϬ ŵiŶ pour être chargé sur la 

colonne qui fonctionne à un dĠďit de ϮϬϬ Ŷl/ŵiŶ. Il appaƌait doŶĐ iŶdispeŶsaďle d͛assoĐieƌ au 

système une cartouche de plus gros diamètre, classiquement 300 µm, pour permettre un 

ĐhaƌgeŵeŶt ƌapide de l͛ĠĐhaŶtilloŶ. Ce type de cartouche de préconcentration est maintenant 

systématiquement utilisé (Fig. 16). 

 
Figure 16. Montage nanoLC avec colonne de préconcentration. La colonne analytique (75 µm I.D.) et la cartouche de 
préconcentration (300 µm I.D.) sont connectées à une vanne à 2 positions. En position 1-Ϯ, l͛ĠĐhaŶtilloŶ pƌoǀeŶaŶt de 
l͛iŶjeĐteuƌ est ĐhaƌgĠ suƌ la ĐaƌtouĐhe à uŶ dĠďit ƌapide, aloƌs Ƌue le la ĐoloŶŶe aŶalǇtiƋue Ŷ͛est ƌeliĠe Ƌu͛au dĠďit 
analytique (200 nl/min). En position 10-1, cartouche et colonne sont reliées au gradient analytique. 

La longueur de colonne est un deuxième paramètre qui peƌŵet l͛aŵĠlioƌatioŶ des 

séparations chromatographique. Son influence peut être évaluée par le calcul de la capacité en pic 

(nc), ce paramètre permettant de déterminer l͛effiĐaĐitĠ de la sĠpaƌatioŶ (Lan and Jorgenson, 

1999). 

La relation nc = ( T2-T1)/ω où T2 et T1 sont respectivement les temps de rétention du dernier 

et pƌeŵieƌ piĐ d͛aŶalǇte et ω la largeur moyenne des pics, indique que la capacité en pics augmente 

en fonction de la racine carrée de la longueur de la colonne (Medina et al., 2001). En phase inverse 

C18, la capacité en pic passe de 162 pour une longueur de 7.5 cm à 450 pour une longueur de 60 

cm (Wang et al., 2006). La loŶgueuƌ de ĐoloŶŶe peƌŵet doŶĐ d͛aŵĠlioƌeƌ la sĠpaƌatioŶ. Mais eŶ 

ĐoŶtƌepaƌtie, le teŵps d͛aŶalǇse est augŵeŶtĠ aiŶsi Ƌue la peƌte de Đhaƌge, l͛utilisatioŶ de fouƌ à 

colonne est alors nécessaire pour diminuer la pression. 
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La taille des particules est uŶ autƌe paƌaŵğtƌe d͛optiŵisatioŶ Ƌui peƌŵet d͛augŵeŶteƌ la 

capacité de pics eŶ diŵiŶuaŶt le teŵps d͛aŶalǇse. Hongji Liu montre que nc augmente de 50 % pour 

des particules réduites de 3 à 1.7 µm aloƌs Ƌu͛elle Ŷ͛augŵeŶte Ƌue de ϯϬ % quand la longueur de 

colonne est multipliée par deux (Liu et al., 2007). Il apparait en effet que : 

 

{    √                                                                            

Soit en pratique avec une pression de 80 MPa en facteur limitant : 

nc =500 avec L = 1m, dp = 2 µm t=120 min 

nc =1000 avec L=2m avec dp = 3 µm, t = 500 min (Novakova et al., 2013). 

Il apparait donc que la réduction de la taille des particules est une solution intéressante pour 

améliorer l͛effiĐaĐitĠ des sĠpaƌatioŶs, ŵais ĐeĐi s͛aĐĐoŵpagŶe d͛uŶe foƌte augŵeŶtatioŶ de la 

contre pression (loi de Darcy). 

Le tableau ci-dessous est une synthèse basée sur des calculs théoriques et peƌŵet d͛illustƌeƌ 

clairement les relations entre t, L, et dp (Poppe, 1997). Pour un facteur limitant (la pression) fixé à 

200 bars, la séparation optimale est obtenue avec 2.3 jours de chromatographie sur une colonne de 

35 m et des particules de 17 µm. Des particules de diamètre 10 fois inférieures (1.7 µm) permettent 

une chromatographie « plus raisonnable » de 20 sec sur une colonne de 35 mm. 

Tableau 4. Caractéristiques optimales d’ une chromatographie à 200 bars, d’apƌğs (Poppe, 1997) 

Nb. de plateaux Temps de rétention dp (µm) L (m) 

1000 0.2 sec 0.5 0.0011 
10000 20 sec 1.7 0.035 
100000 2000 sec  5 1.1 
1000000 2.3 jours 17 35 

 

La contre pression est le facteur limitant. Alors que la séparation est améliorée avec une 

diminution des tailles de particules, la contre pression qui en résulte limite la longueur des colonnes 

et oďlige l͛utilisatioŶ de sǇstğŵes ĐhƌoŵatogƌaphiƋues dit « ultra haute pression » (UHPLC) qui 

peuvent atteindre 100 MPa. Une alternative est le développement de phases polymériques dont les 

caractéristiques mécaniques permettent de limiter la contre pression. A titƌe d͛eǆeŵple, uŶe 

colonne à polarité de phase inverse polymérique de 3 mètres de long (C18, 100 µm x 3 m) et une 

séparation de 40 h à 500 nl/min à 20 MPa permettent d͛atteiŶdƌe uŶe effiĐaĐitĠ eŶ piĐ de ϭ600 
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(Horie K Fau - Sato et al., 2012). UŶe situatioŶ iŶteƌŵĠdiaiƌe est l͛utilisatioŶ de paƌtiĐules de petite 

taille (2 µm) doŶt le Đœuƌ est ŶoŶ poƌeuǆ et la pĠƌiphĠƌie poƌeuse. Elles permettent de limiter la 

contre pression et d͛obtenir des capacités eŶ piĐ de l͛oƌdƌe de 530 pour une séparation de 5h (200 

µm x 25 cm) (Schuster Sa Fau - Boyes et al., 2012). Définitivement, les développements de 

nouvelles phases permetteŶt d͛augmenter la capacité en pic (Sandra et al., 2008), les répercussions 

sur les performances des système LC-MS étant importantes du fait de la corrélation linéaire entre nc 

et le nombre de peptides identifiés. A titre d͛eǆeŵple ϭϰϮϵϮ peptides peuǀeŶt ġtƌe ideŶtifiĠs daŶs 

un seul run LS-MS (Orbitrap) de 8h (C18, 2 µm, 75µm x 50 cm, 750 bars, nc >600). (Kocher T Fau - 

Swart et al., 2011). 

Chromatographie monodimensionnelle 

La chromatographie directement liée à la source ESI est une chromatographie dont les 

tampons ne contiennent pas de sel. DaŶs le Đadƌe de l͛aŶalǇse des peptides, elle est 

essentiellement de type phase inverse (RP) avec un greffage par des chaînes octadécylsilane (C18). 

Avec ce type de chromatographie, le choix approprié du contre-ion peƌŵet d͛augŵeŶteƌ 

considérablement la rétention des peptides. Les contre-ions les plus performants sont fluorés et 

l͛augŵeŶtatioŶ de ƌĠteŶtioŶ augmente avec leur hydrophobie, acide trifluoroacétique (TFA) < acide 

pentafluoropropionique (PFPA) < acide heptafluorobutyrique (HFBA) (Shibue M Fau - Mant et al., 

2005). Malheureusement ces contre-ions ne peuvent pas être employés en couplage LC-MS à cause 

de la suppƌessioŶ de sigŶal Ƌu͛ils eŶtƌaiŶeŶt (Garcia, 2005). Une concentration en TFA diminuée à 

0.05 % est cependant utilisée en électrospray (Premstaller A Fau - Oberacher et al., 2001). La même 

solutioŶ a ĠtĠ eŵploǇĠe aǀeĐ l͛HFBA (Washburn Mp Fau - Wolters et al., 2001) mais la grande 

majorité des protocoles utiliseŶt l͛aĐide foƌŵiƋue Ϭ.ϭ % et un gradient linéaire de 0-5 % à 30-50 % 

(Macek et al., 2009). Dans ces conditions, dans le cas de l͛aŶalǇse du pƌotĠoŵe de leǀuƌe Ƌui 

constitue un excellent modèle pouƌ l͛ĠǀaluatioŶ des performances, plus de 4000 protéines ont été 

identifiées en une seule analyse de 4h avec une colonne UHPLC (C18 1.8 µm, 75 µm x 50 

cm)(Nagaraj N Fau - Kulak et al., 2012). 

Chromatographie multidimensionnelle 

A la ŵaŶiğƌe de l͛ĠleĐtƌophoƌğse ďidiŵeŶsioŶŶelle Ƌui a su assoĐieƌ deuǆ pƌiŶĐipes 

électrophorétiques et multiplier sa capacité de séparation, la chromatographie multidimensionnelle 

(généralement bidimensionnelleͿ s͛est ƌapideŵeŶt dĠǀeloppĠe. Elle a été aidée par la 
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commercialisation de systèmes HPLC bidimensionnelles entièrement automatiques. La quasi-

totalité des montages chromatographiques utilise une chromatographie en phase inverse en 

deuxième dimension, devant le spectromètre de masse. La première dimension utilise 

généralement une phase stationnaire correspondant à un échangeur fort de cations (SCX). Plus 

récemment, d͛autƌes associations de colonnes ont été publiées. Elles conservent une phase inverse 

en deuxième dimension mais la première dimension est assurée par une chromatographie SAX 

(Strong Anion Exchange), une chromatographie RP à pH basique ou une chromatographie HILIC 

(Hydrophilic Interaction Chromatography) (Xie F Fau - Smith et al., 2012). 

MudPit(SCX+RP) pour Multidimensional protein identification technology est une version 

intégrée du couplage SCX –RP (Fig. 17). Son montage diminue tous les volumes morts puisque 

l͛aiguille nanospray sert également de colonne analytique, la poiŶte de l͛aiguille ĐoŶtieŶt uŶ fƌittĠ 

qui retient une phase inverse et une phase échangeuse de cations. Des injections par palier de sels 

ǀolatiles ;aĐĠtate d͛aŵŵoŶiuŵͿ transfèrent les peptides par paquets de la partie SCX à la partie 

phase inverse. En 2001, cette technique permit l͛ideŶtifiĐatioŶ de ϭϰϴϰ pƌotĠiŶes ;ϱϱϰϬ peptidesͿ 

pour une analyse de plus de 20h (Washburn Mp Fau - Wolters et al., 2001).  

 
Figure 17. Multidimensional protein identification technology (MudPit). A gauche : l͛aiguille ŶaŶospƌaǇ est ƌeŵplie paƌ 
un segment de phase SCX et paƌ uŶ segŵeŶt de phase iŶǀeƌse. UŶe uŶioŶ peƌŵet d͛appliƋueƌ d͛uŶe paƌt la tension de 
spray (kV) et d͛autƌe paƌt le débit (gradient). A droite : la phase est retenue par un fritté constitué dans le dernier mm 
de l͛aiguille nanopsray. 

EŶ ϮϬϭϯ, l͛analyse a été reproduite par le même groupe avec un échantillon similaire (extrait 

de protéines totales de Saccharomyces cerevisiae). Pouƌ uŶ teŵps d͛aŶalǇse de ϴh, ϯϴϰϰ pƌotĠiŶes 

ont été identifiées (29952 peptides) (Webb et al., 2013). Il faut noter que les auteurs ont modifié 

leur montage chromatographique eŶ dissoĐiaŶt la paƌtie SCX de l͛aiguille-colonne nanospray. Une 

cartouche de préconcentration (250 µm x 5.5 cm) constituée de SCX + RP permet de charger 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ et ĠliŵiŶe les sels dirigés vers la poubelle. Dans un deuxième temps, la cartouche est 

connectée à l͛aiguille-colonne C18 (100 µm I.D.) pouƌ la ĐoŶduite d͛uŶe eǆpĠƌieŶĐe MudPit 

seŵďlaďle à Đelle de ϮϬϬϭ. L͛augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďƌe de pƌotĠiŶes ideŶtifiĠes est esseŶtiellement 

due au spectromètre de masse (Orbitrap vs. Trappe ionique quadripolaire) : l͛ideŶtifiĐatioŶ de près 

de 60 % des 6617 protéines prédites à partir du génome a ainsi été rendue possible. 
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L’assoĐiatioŶ SAX+RP est une solution actuellement en développement qui présente la même 

orthogonalité que la SCX vis-à-vis de la phase inverse. L͛utilisatioŶ de SAX se justifie ŶotaŵŵeŶt paƌ 

le tǇpe de peptides Ƌue pƌoduit l͛hǇdƌolǇse tƌǇpsiƋue. De paƌ sa spĠĐifiĐitĠ, la trypsine produit 

majoritairement des peptides acides (Cargile et al., 2004) dont la charge nette à pH élevé leur 

peƌŵet thĠoƌiƋueŵeŶt d͛ġtƌe retenus sur une colonne échangeuse d͛aŶioŶs. Appliqué à un extrait 

protéique de culture cellulaire (macrophage de rat), 9469 protéines (126318 peptides uniques) ont 

été identifiés par ce moyen (Ritorto et al., 2013). 

L’assoĐiatioŶ RP+RP a également été testée dans le même article et présente une efficacité 

d͛ideŶtifiĐatioŶ ĠƋuiǀaleŶte ;ϴϲϮϳ pƌotĠiŶes pouƌ ϵϵϭϭϬ peptides diffĠƌeŶtsͿ(Ritorto et al., 2013). 

Dans cette configuration, la première phase inverse est réalisée à pH élevé (pH 10) alors que la 

deuxième phase inverse utilise un pH bas (pH 2.5), le changement de pH conférant une différence 

de spécificité entre les 2 dimensions (Stephanowitz et al., 2011) Ƌui peƌŵet d͛atteiŶdƌe uŶe 

capacité en pics de 8500, ou 3982 après correction, montrant ainsi que le mode de calcul de la 

capacité en pic influence grandement le résultat (Donato et al., 2011). 

L’assoĐiatioŶ HILIC + RP est une configuration dont la première dimension permet une grande 

diversité de greffage du support chromatographique : diol, cyano, sulfobétaïne, amide, etc. (Donato 

et al., 2011). A titƌe d͛eǆeŵple, 2554 protéines de S.cerevisiae ont été identifiées avec une colonne 

amide (Zhao et al., 2012). Elle est plus particulièrement adaptée au fractionnement de peptides 

hydrophiles, par définition peu retenus sur une phase inverse. 

1.2.4. Analyse protéomique quantitative 

La quantification des pƌotĠiŶes paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe des peptides est eǆĐlusiǀeŵeŶt ƌĠalisĠe 

par LC-MS/MS. Plusieurs stratégies sont envisageables pouƌ Đoŵpaƌeƌ l͛aďoŶdaŶĐe de peptides 

entre plusieurs échantillons (Tab. 5 et revues (Kumar and Mann, 2009) (Rodriguez-Suarez and 

Whetton, 2013)). Deux grandes approches sont classiquement mises en parallèle : la quantification 

relative et la quantification absolue. L͛appƌoĐhe de ƋuaŶtifiĐatioŶ aďsolue est ĐiďlĠe, car la 

connaissance des protéines /peptides à doser est un pré requis pour produire des standards 

marqués. Au contraire, la quantification relative relève plus particulièrement de la démarche 

protéomique, car elle ne demande pas d’a priori et ƋuaŶtifie l͛eŶseŵďle des peptides ŵesuƌĠs. 
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Tableau5. Les principales ŵĠthodes d’aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue ƋuaŶtitative 

 

D͛uŶ poiŶt de ǀue pƌatiƋue, les ĠĐhaŶtilloŶs soŶt ŵĠlaŶgĠs ;sauf dans le cas du Label-free) à 

différents moments de leur préparation (Fig. 18). De ce point de vue, la méthode SILAC présente un 

avantage certain, puisƋue le ŵĠlaŶge est ƌĠalisĠ au ŵoŵeŶt de l͛ĠĐhaŶtilloŶŶage. Toute souƌĐe de 

variation liée aux manipulations ultérieures affecterait de la même manière les 2 échantillons 

analysés (Emadali and Gallagher-Gambarelli, 2009). Au contraire, les marquages chimiques sont 

ƌĠalisĠs apƌğs eǆtƌaĐtioŶ des pƌotĠiŶes. À l͛eǆĐeptioŶ d͛ICAT Ƌui ajoute uŶe ĠtiƋuette suƌ les 

cystéines réduites, les autres étiquettes sont greffées sur les fonctions amines. En ce sens, 

l͛échantillon est préalablement digéré par la trypsine. Toutes les étapes du protocole réalisées 

aǀaŶt le ŵaƌƋuage soŶt susĐeptiďles d͛iŶtƌoduiƌe des ǀaƌiatioŶs artefactuelles. 

 

Figure 18. StƌatĠgies d’aŶalǇse protéomique quantitative. Suivant la technique, les échantillons sont mélangés 
(marquage) ou analysés séparément (label free).  
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Quantification label-free 

La quantification label-free repose sur l͛oďseƌǀatioŶ Ƌue l͛iŶteŶsitĠ d͛uŶ piĐ MS est 

proportionnelle à la concentration du peptide correspondant, y compris dans un mélange complexe 

(Chelius and Bondarenko, 2002). L͛iŶtĠƌġt iŵŵĠdiat de Đette ŵĠthode est l͛aďseŶĐe de tƌaiteŵeŶt 

ĐhiŵiƋue suƌ l͛eǆtƌait de peptides, l͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt ĠtaŶt Ƌue les ĠĐhantillons sont analysés les uns 

après les autres. La quantification est donc sensible aux variations inter-analyses, aux instabilités de 

la source ESI et aux éventuels problèmes de suppression ionique. De nombreux outils logiciels ont 

été développés pour le traitements des données label-free (Nahnsen et al., 2013). Il existe 2 

grandes méthodes de traitement du signal : le Spectral counting et la quantification par la mesure 

des intensités de pics (Neilson et al., 2011; Zhu et al., 2010). 

Le Spectral Counting est une méthode simple de comptage des spectres MS/MS 

correspondant à une même protéine. Elle est basée sur l͛oďseƌǀatioŶ que le nombre de spectres 

MS/MS est corrélé aǀeĐ l͛aďoŶdaŶĐe de la pƌotĠiŶe dans le mélange. Le paramétrage de 

l͛iŶstƌuŵeŶt et sa ŵĠthode d͛eǆĐlusioŶ peƌŵet de faǀoƌiseƌ ou ŶoŶ les pƌotĠiŶes ŵajoƌitaiƌes (Zhou 

et al., 2012). Afin de corriger un biais lié à la longueur de la protéine et au nombre de peptides 

trypsiques qui en découlent, différentes méthodes de calcul sont proposées : SI (Spectral Index), 

PAI (Protein Abundance Index), SAF (Spectral Abundance Factor) (McIlwain et al., 2012). La valeur 

de spectral counting peut également être combinée aux TIC (Total Ion Current) des spectres MS/MS 

pour améliorer la quantification (Freund and Prenni, 2013). A titƌe d͛eǆeŵple, autouƌ de ϮϬϬϬ 

protéines de rhizome de prêle ont été quantifiées, dont 87 surexprimées lors de la croissance du 

rhizome (Balbuena et al., 2012). 

La quantification par l’iŶteŶsitĠ des pics est l͛autƌe ŵĠthode de ƋuaŶtifiĐatioŶ qui utilise les 

spectres MS. Le traitement des données nécessite un alignement des temps de rétention entre 

analyses chromatographiques, une normalisation des intensités, et un traitement du signal pour 

éliminer le bruit de fond. L͛appliĐatioŶ de cette méthode à des cellules HUVEC avec séparation par 

2D-LC (RP+RP) a permis de quantifier 6700 produits de gènes dont 99 surexprimés dans les cellules 

HUVEC traitées par un médicament (Ding et al., 2013). 

Quantification par marquage isotopique 

La solution idéale pour éliminer toute variation de quantification due à la variabilité de 

l͛aŶalǇse ĐhƌoŵatogƌaphiƋue est de comparer les intensités des ions au même temps de rétention, 

dans le même spectre MS/MS. Le marquage isotopique est la réponse, il permet de différencier les 
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peptides de différents échantillons en incorporant des isotopes rares pour une même composition 

élémentaire (2D, 13C, 15N, 18O). Les extraits peuvent alors être mélangés aǀaŶt l͛aŶalǇse LC-MS, 

puisque la mesure de masse permettra de les différencier. Les protéines ou peptides peuvent être 

marqués par deux méthodes. La première méthode consiste à utiliser le métabolisme du modèle 

étudié pour incorporer des acides aminés essentiels marqués (modèle animal) ou une source 

d͛azote 15N (modèle végétal). La deuxième technique consiste à extraire les protéines des 

échantillons et de les marquer par une étiquette (ITRAQ, ICAT, TMT, Diméthyl). Dans ce cas, 

l͛ĠtiƋuette diffĠƌeŶĐieƌa les peptides en mode MS (ICAT, 18O, TMT, Diméthyl) ou en mode MS/MS 

(étiquettes isobares ITRAQ). 

Le marquage 18O peut être réalisé lors digestioŶ à la tƌǇpsiŶe daŶs uŶe solutioŶ d͛eau eŶƌiĐhie 

en 18O (Heller et al., 2003). Loƌs de l͛hǇdƌolǇse, deuǆ ŵolĠĐules d͛oǆǇgğŶe soŶt ajoutĠes à 

l͛eǆtƌĠŵitĠ C-terminale du peptide, conférant une différence de masse de 4 Da par rapport aux 

peptides hǇdƌolǇsĠs daŶs l͛eau 16O. Une revue présente les avantages mais également les 

inconvénients de la technique ; marquage incomplet et iŶĐoƌpoƌatioŶ d͛uŶ seul atoŵe 18O, 

chevauchement des massifs, back-exchange (Fenselau and Yao, 2009). L͛͛ĠĐhaŶge peut ĠgaleŵeŶt 

être réalisé par une incubation dans de l͛aĐide ĐoŶĐeŶtƌĠ, pƌoǀoƋuaŶt aloƌs ĠgaleŵeŶt uŶ 

marquage sur D et E (Haaf and Schlosser, 2012). 

Le marquage SILAC (Stable Isotope Labelling by Amino Acid in Cell culture) est un marquage 

métabolique qui consiste à cultiver une population de cellules dans un milieu contenant les acides 

aminé essentiels Lysine et Arginine marqués par des isotopes 14C et 15N (par exemple 13C6
15N2-L-

lysine pour la lysine (écart +8) et 13C6
15N4-L-arginine pouƌ l͛aƌgiŶiŶe (écart+10) (Emadali and 

Gallagher-Gambarelli, 2009). Cette teĐhŶiƋue pƌĠseŶte l͛aǀaŶtage de mélanger les extraits dès 

l͛ĠĐhaŶtilloŶŶage. Appliquée aux phosphopeptides, le marquage SILAC de cellules HeLa a permis 

d͛ideŶtifieƌ ϲϲϬϬ sites de phosphoƌǇlatioŶ, ϭϰ % des sites ayant uŶe ǀaƌiatioŶ d͛eǆpƌessioŶ 

supérieure à 2 après stimulation par le facteur de croissance EFG (Olsen et al., 2006). Plus 

récemment, le marquage SILAC a été également appliqué à des cultures de cellules primaires 

(Liberski et al., 2013) et à des rongeurs (Konzer et al., 2013). Un développement appelé superSILAC 

a été proposé par le groupe de Mathias Mann et permet d͛utiliseƌ SILAC aǀeĐ des échantillons non 

marqués de type biopsie (Geiger et al., 2011). La culture SILAC de lignées représentatives de la 

tuŵeuƌ ĠtudiĠe peƌŵet d͛utiliseƌ leuƌ pool Đoŵŵe ajout dosĠ Ƌui seƌt ensuite de référence à 

l͛eŶseŵďle des pƌotĠines quantifiées. Avec cette technique et un enrichissement des protéines 

glycosylées, les sécretomes de 11 lignées de cancer du poumon ont été comparés à des cultures 
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primaires de poumons, puis à des prélèvements sanguins : 1398 sites de N-glycosylation ont été 

identifiés, dont 881 sites quantifiables entre les ligŶĠes. CiŶƋ pƌofils d͛eǆpƌessioŶ peƌŵetteŶt de 

Đlasseƌ les ligŶĠes eŶ foŶĐtioŶ des stades ĐaŶĐĠƌeuǆ Ƌu͛elles ƌepƌĠseŶteŶt. CeƌtaiŶs des 

biomarqueurs identifiés sont également détectés dans les sérums de patients atteints de cancer du 

poumon (Boersema et al., 2013). La méthode superSILAC a également appliquée à des extraits de 

tissus hĠpatiƋues ŵuƌiŶs apƌğs stiŵulatioŶ ou ŶoŶ paƌ l͛iŶsuliŶe. Elle a peƌŵis de ǀĠƌifieƌ 

l͛aĐtiǀatioŶ de kiŶases appaƌteŶaŶt à la ǀoie de sigŶalisatioŶ du ƌĠĐepteuƌ de l͛iŶsuliŶe (Lundby et 

al., 2012). 

Le marquage Diméthyl permet de comparer 3 échantillons dont les peptides sont modifiés 

par du formaldéhyde (H2CO). Trois formes de formaldéhyde sont utilisées : une forme légère H2C, 

(ajout de 28 Da), une forme intermédiaire D2CO (+32 Da), une forme lourde D2
13CO (+36 

Da)(Kovanich et al., 2012). Cette approche a été utilisée pour comparer le phosphoprotéome de 

plants de maïs soumis à un stress hydrique (Bonhomme et al., 2012), le phosphoprotéome de foie 

cancéreux (Song et al., 2011), ainsi que l͛ideŶtifiĐatioŶ des substrats des 2 kinases ; PKA (Protein 

kinase A) et Mps1 (human monopolar spindle 1) (Hennrich et al., 2013). 

Les marquages ITRAQ 8plex et TMT6 sont basé sur des kits commercialisés respectivement 

par AB SCIEX et Thermo Scientific. Les deux réactifs utilisent une chimie de couplage basée sur le N-

hydroxy-succinimide (NHS) qui réagit sur les amines à pH élevé (>8). Ces marquages sont isobares, 

Đ͛est à diƌe Ƌue les ϲ étiquettes TMT et les 8 étiquettes ITRAQ permettent de marquer 

respectivement 6 ou 8 échantillons différents avec un incrément de masse identique, indépendant 

de l͛ĠtiƋuette utilisĠe. Lors de la fragmentation en mode MS/MS, un fragment spécifique de chaque 

étiquette est libéré. 

Le marquage TMT est illustré en détail dans la Figure 19. Le groupe réactif (succinimide) 

réagit avec les fonctions amines des peptides pour greffer une étiquette (tag) de masse 230 Da. 

Lors de la fragmentation en mode CID, un fragment caractéristique se forme au site de clivage 

indiqué sur la figure. 
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Figure 19. Marquage isobare avec le réactif TMT (Tandem Mass Tag). Les étoiles bleues correspondent aux 5 atomes 
qui peuvent être échangés avec des isotopes lourds, les étoiles rouges marquent les atomes du groupe balance qui 
seroŶt ou ŶoŶ ŵaƌƋuĠs afiŶ de ĐoŶseƌǀeƌ uŶe ŵġŵe ŵasse pouƌ l͛eŶseŵďle du tag. 

Grace aux dernières générations de spectromètres de type Orbitrap qui permettent des 

précisions inférieures à 1 ppm pour une résolution de 100 000, le réactif TMT est également décliné 

sous la forme de 10 étiquettes différentes. Pour une même formule brute, l͛augŵeŶtatioŶ du 

nombre de groupes rapporteur est ďasĠe suƌ l͛utilisatioŶ soit de 13C, soit de 15N. Plusieurs tag TMT 

existent sous une forme légère (L) ou une forme lourde (H) dont la différence de 0.006 u est 

discernable par des instruments à haute résolution. Par exemple, TMT127L (12C8H16
15N1

+) = 

127.1247 u, et TMT127H (12C7
13C1H16

14N1
+) = 127.1310 u soŶt disĐeƌŶaďles à paƌtiƌ d͛uŶe résolution 

supérieures à 30 000 (McAlister et al., 2012; Werner et al., 2012). 

La comparaison des différentes stratégies de marquage a été réalisée dans quelques rares 

articles. Les conclusions sont diffiĐiles à tiƌeƌ puisƋue l͛efficacité de la technique peut être évaluée 

par différents paramètres, par exemple le nombre de protéines identifiées et quantifiées, mais 

également la précision de la quantification, la justesse, la linéarité du dosage. Avec un système de 

calcul de rangs, le classement suivant a été obtenu : Diméthyl LTQ-FTICR > iTRAQ QStar > Label-free 

LTQ-FTICR > DimethylL QStar > Label-free QStar (Sjodin et al., 2013). Une autre comparaison 

portant sur SILAC, label free, TMT et iTRAQ 4plex présente la méthode label-free comme la 

technique la plus sensible mais la moins précise (Li et al., 2012). Une comparaison restreinte au 

label-free et iTRAQ ϰpleǆ d͛uŶe souĐhe de Chlamydomonas reinhardtii a permis de quantifier un 

plus grand nombre de protéines par label free (329 contre 124) (Wang et al., 2012a). 

Plus récemment, la technique label free a été comparée au marquage TMT pour différentes 

Đultuƌes d͛hĠpatoĐǇtes huŵaiŶs. Si l͛appƌoĐhe laďel fƌee peƌŵet d͛ideŶtifieƌ ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt plus 

de peptides Ƌue l͛appƌoĐhe TMT ;ƌespeĐtiǀeŵeŶt ϭϲϰϰ et ϳϮϭ peptidesͿ, le ŵaƌƋuage TMT peƌŵet 

une quantification considérablement plus précise (Megger et al., 2013). 
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1.3 L’aŶalǇse des phosphopeptides 

1.3.1 Sites de phosphorylation 

La phosphorylation des protéines est une modification post-traductionnelle courante qui est 

impliquée dans la régulation des fonctions cellulaires. Nous ne parlerons ici que de la 

phosphorylation dans les cellules eucaryotes (dans les cellules procaryotes, la phosphorylation 

intervient essentielleŵeŶt suƌ l͛histidiŶe, l͛aĐide glutaŵiƋue et l͛aĐide aspaƌtiƋueͿ. 

Les kinases protéiques (PK) sont les enzymes qui catalysent le tƌaŶsfeƌt d͛uŶ gƌoupeŵeŶt 

phosphoryl (PO3
2-) d͛uŶ ŶuĐlĠoside tƌiphosphate, haďituelleŵeŶt l͛ATP, suƌ la ĐhaiŶe latĠƌale d͛uŶ 

acide aminé. Les kinases foŶt paƌtie d͛uŶe faŵille de pƌotĠiŶes ƌegƌoupaŶt plus de 518 gènes 

putatifs, soit 1.7 % de la totalité des gènes humains (Manning et al., 2002). En termes de spécificité, 

il existe 2 grandes classes de kinases : 428 kinases (connues ou prédites) phosphorylent la sérine et 

la thréonine en phosphosérine (pS) et phosphothréonine (pT), alors que les 90 kinases restantes 

sont spécifiques des tyrosines. Un autre groupe de protéines kinases moins étudié catalyse 

l͛additioŶ de phosphate sur les amines pour former une liaison phosphate amide (Attwood, 2013). 

La liaison P-N a ĠtĠ paƌtiĐuliğƌeŵeŶt ĠtudiĠe pouƌ l͛histidiŶe eŶ positioŶ ϭ ou ϯ de l͛iŵidazole 

(Besant et al., 2003) daŶs le Đadƌe de l͛Ġtude de l͛histone H4 dont les niveaux de phosphorylation 

sont associés à la prolifération cellulaire et aux mécanismes cancéreux (Besant and Attwood, 2012). 

 

Figure 20. Acides aminés phosphorylés. Le phosphoryl PO3
2-

 peut former une liaison énol-phosphate (P-O) ou une 
liaison amide phosphorique (P-N). La phospho-histidine peut être phosphorylée en position 1 ou 3, sa double 
phosphorǇlatioŶ Ŷ͛a jaŵais ĠtĠ oďseƌǀĠe. 

La proportion de pS, pT et pY a été estimée en premier lieu à travers les travaux de Tony 

Hunter, prix Nobel de Médecine 2005 pour la découverte des tyrosines kinases. Avec des 
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expériences de marquage radioactif au 32P de cellules de poulet, hydrolyse par HCl 6N et 

quantification des acides aminés phosphorylés par chromatographie en couche mince et 

autoradiographie, les rapports pS/pT/ pY ont été estimés à 92.19/7.77/0.03 sans stimulation et 

92.48/7.24/0.28 après transfection des cellules par le sarcome de Roux (Hunter and Sefton, 1980). 

Des articles plus récents ont proposé 1800/200/1 (Gronborg et al., 2002; Mann et al., 2002) et les 

analyses phosphoprotéomiques ont finalement permis de calculer un ratio sur la base du nombre 

de pS, pT et pY contenus dans les phosphopeptides identifiés. Avec cette méthode, Olsen et col ont 

calculé un ratio 86/12/2 à partir de l͛ideŶtifiĐatioŶ de 6600 sites de phosphorylation, la proportion 

de pY atteignant 6 % lorsque les cellules Hela sont stimulées par le facteur EGF (Olsen et al., 2006). 

Cette proportion semble également observée dans les tissus ; un ratio 83/15/2 a été calculé à partir 

de l͛Ġtude phosphoprotéomique de neuf organes de la souris (Huttlin et al., 2010). En conclusion, si 

l͛oƌdƌe pS>pT>pY est Ġtaďli et Ƌu͛il Ǉ a eŶǀiƌoŶ ϭϬ fois plus de phosphosĠƌiŶes que de 

phosphothréonines, la phosphotyrosine est minoritaire avec une proportion fluctuante entre 0.03 

% et 6 %. 

Par ailleurs, il semble que les kinases aient plus de 17000 substrats (phosphoprotéines) 

annotés dans la base de données PhosphoSite (Hornbeck et al., 2012). Il y aurait donc environ 1/3 

du protéome susceptible d͛ġtƌe phosphoƌǇlĠ. Si plus de 30 % des protéines possèdent un site 

potentiel de phosphorylation, la quantité de protéines phosphorylées à un instant donné est une 

doŶŶĠe Ƌui Ŷ͛est jaŵais dĠteƌŵiŶĠe par les approches globales. Il Ŷ͛eǆiste pas eŶ effet de ŵĠthode 

simple de dosage des phosphoprotéines totales : les détections colorimétriques ou 

immunométriques sont peu spécifiques, et la composition en acide aminés est difficile à mettre en 

œuǀƌe à Đause du ĐaƌaĐtğƌe laďile de la liaisoŶ phosphate daŶs les ĐoŶditioŶs d͛hǇdƌolǇse. 

1.3.2 Elimination du groupement phosphate 

Il est possiďle d͛ĠliŵiŶeƌ de gƌoupeŵeŶt phosphate de ϯ ŵaŶiğƌes différentes : par voie 

enzymatique, par une hydrolyse en milieu acide et par une hydrolyse en milieu ďasiƋue ;β-

élimination). L͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue est réalisée par les phosphatases qui constituent une 

superfamille de 199 protéines (Sacco et al., 2012). Les phosphatases sont utilisées en biochimie, 

notamment pour confirmer la spécificité des immuno-détections (Western blot), l͛aĐtioŶ de la 

phosphatase devant inhiber le signal. 
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L͛hǇdƌolǇse en milieu acide à 0°C avec HF-pyridine (70 %) est utilisée de manière plus 

marginale pour cette même application (Kuyama et al., 2003). L͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue et 

l͛hǇdƌolǇse aĐide se tƌaduiseŶt paƌ uŶe peƌte de ϴϬ Da ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛élimination du 

groupement phosphonyl (PO3
2-), l͛aĐide aŵiŶĠ ƌestaŶt hydroxylé ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à l͛hǇdƌolǇse 

alcaline. 

Elimination du groupement phosphate par β--élimination 

L͛hǇdƌolǇse alĐaliŶe est uŶe ƌĠaĐtioŶ de β-élimination qui entraine la fonction OH et forme un 

alcène électrophile qui est souvent utilisé pour réaliser une addition nucléophile. Seules la sérine et 

la thréonine sont susceptibles de former un intermédiaire insaturé appelé respectivement déhydro-

alanine et méthyl-déhydroalanine, la phosphotyrosine ne possédant pas de carbone beta 

disponible pour ce type de réaction. La base utilisée pouƌ l͛hǇdƌolǇse alĐaliŶe est soit NaOH soit 

Ba(OH)2. Byford et collaborateurs ont clairement montré que Ba(OH)2 était plus efficace que NaOH 

(Byford, 1991) et aĐĐĠlĠƌait d͛uŶ faĐteuƌ ϭϬϬ la ǀitesse iŶitiale ;krͿ de la β-élimination pour le 

peptide LRRApSLG (phospho-keŵptideͿ. La suďstitutioŶ de pS paƌ pT diŵiŶue d͛uŶ faĐteuƌ ϮϬ la 

vitesse iŶitiale de β-élimination. Malgré ces résultats, la soude est généralement préférée car elle 

est plus siŵple d͛eŵploi Ƌue Ba;OHͿ2 dont la titration est délicate (formation rapide de carbonates 

insolubles). Une utilisation originale de la β-élimination consiste à éluer les phosphopeptides 

retenus par les colonnes d͛affiŶitĠ de tǇpe IMAC par 100 mM Ba(OH)2 puis de dériver les acides 

aminés déshydratés (Thompson et al., 2003). 

Addition nucléophile. 

Apƌğs β-ĠliŵiŶatioŶ, l͛alĐğŶe pƌoduit est tƌğs électrophile et permet facilement une réaction 

de Michael (Fig. 21). Cette ƌĠaĐtiǀitĠ Ŷ͛eŵpġĐhe pas de ĐoŶseƌǀeƌ les dehǇdƌo-aŶalogues eŶ l͛Ġtat 

en milieu basique (Rusnak et al., 2004). Cependant, une addition nucléophile est systématiquement 

réalisée : des dérivés alkyl-thiol ou sulfite ont été utilisés avec succès. 
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Figure 21. RĠaĐtioŶ de β-élimination / addition nucléophile. X = H et CH3 pour pS et pT. Les intermédiaires insaturés 
sont appelĠs dĠhǇdƌoalaŶiŶe ou β-méthyldéhydroalanine. Loƌs de l͛additioŶ ŶuĐlĠophile, ils sont convertis en composés 
soufrés si l͛ĠthaŶethiol (R=C2H5) ou le sulfite (Na2SO3) est utilisĠ Đoŵŵe pƌoduit d͛additioŶ. (Li et al., 2002). 

Le Tableau 6 passe en revue les principaux articles qui traitent du sujet, des années 1990 à ce 

jour. Trois types de réactifs nucléophiles ont été utilisés : des amines, des dérivés thiolés et du 

sulfite de sodium. Le protocole de référence utilise Ϯ Ġtapes : d͛aďoƌd ĠliŵiŶatioŶ du phosphate, 

puis addition nucléophile (Meyer et al., 1986). Les publications suivantes ont montré la possibilité 

d͛effectuer les 2 étapes en ajoutant simultanément les différents réactifs et les articles plus récents 

présentent des réactifs nucléophiles qui ajoutent une signature isotopique aux peptides modifiés. 

Du poiŶt de ǀue de l͛aŶalǇse paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse, l͛ĠliŵiŶatioŶ du phosphate 

présente en théorie 3 avantages : (i) une meilleur ionisation en mode positif des peptides 

déphosphorylés par rapport à leurs homologues phosphorylés, (ii) la suppression en MS/MS des 

problèmes liés à la perte de neutre (-98 u) des peptides qui contiennent des phosphosérines et 

phosphothréonines, (iii) la suppression des risques de réarrangements de la liaison ester phosphate 

en phase gaz lors de la fragmentation. 

Tableau 6. Revue des pƌiŶĐipauǆ aƌtiĐles ƌelatifs à la β-élimination 

Auteur Année Traitement Nucléophile (X) Commentaire 

Meyer et 
al.(Meyer et 
al., 1986) 

1886 + 50µl de (60µl 10M X, 
200µl DMSO, 80µl 
éthanol ; 65µl NaOH 
5N) 1h 50°C sous N2 

CH3NH2 ou 
HSCH2CH2OH ou 
CH3CH2SH 

Article de référence. Mise en évidence 
d͛uŶe β-élimination de la sérine lors de 
la dĠgƌadatioŶ d͛EdŵaŶ ;dTT-Ser) 

Byford 
(Byford, 
1991) 

1991 100µl peptides en eau 
+ 200µl Ba(OH)2 saturé 
(~0.155M) arrêt avec 
acide acétique 1M 

0.2-1M CH3NH2 (avec 
pH>12) 
 

Effet catalytique de Ba
2+ : 

β-élimination des thiols libres bloquée 
si réduction et alkylation préalable de la 
cystéine 

1: Béta élimination

2: Addition nucléophile

3-
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Jaffe et 
al.(Jaffe et 
al., 1998) 

1996 Protocole Meyer, 
200µl de réactif, 18h 
50°C sous Ar 

CH3CH2SH Analyse MS/MS (ion trap) de la caséine 

Li et al. (Li et 
al., 2002) 

2002 0.1M NaOH + 0.6M 
Na2SO3 24h 25°C, arrêt 
par 50µl acide acetique 
0.3M 

Na2SO3 Rendement pS =90 %, pT = 80 % 
Utilisation du sulfate car meilleur 
ƌeŶdeŵeŶt d͛additioŶ et ŵeilleuƌe 
solubilité (par rapport à l͛ĠthaŶethiol). 

Thompson et 
al. 
(Thompson 
et al., 2003) 

2003 1µl Ba(OH)2 + 0.4µl X 
1h 37°C. Arrêt avec 
NH4

+
sulfate 

 

(CH3)2NCH2CH2SH.HCl β-élimination sur colonne IMAC Fe
3+

=> 
élution des peptides de la colonne. 

Li et al. (Li et 
al., 2003) 

2003 0.1M NaOH 0.6M 
Na2SO337°C, 24h ou 
0.52M NaOH 1.36M 
éthanethiol 50°C 1-18h 

Na2SO3 ou CH3CH2SH OďseƌǀatioŶ de β-élimination sur S et T 
quand réaction conduite à plus de 25°C. 

Rusnak et al. 
(Rusnak et 
al., 2004) 

2004 0.18 M Ba(OH)2 + 0.2M 
X, 1h 25°C 

(CH3)2NCH2CH2SH.HCl  Addition nucléophile simultanée ou 
séquentielle : résultats équivalents. 

Ahn et 
al.(Ahn et al., 
2004) 

2004 Phosphopeptides sur 
Fe

3+
IMAC +10µl de2 % 

NaOH 1 % MEA 15min-
2h 45°C, arrêt avec TFA 
puis ZiTip 

HSCH2CH2OH  ΔM = -20 u observé en MALDI MS. 

Chen at 
al.(Chen et 
al., 2010) 

2010 12.5 µl peptide + 9.5µl 
DMAS + 3µl ethanol + 
12.5µl Ba(OH)2 
saturée, 3h RT sous N2. 
Arrêt avec 5µl 10 % 
TFA puis ZipTip, puis 
50µl 0.5M X dans 
NaOH 0.5M, 5h 50°C. 
Arrêt avec 5µl 10 % 
TFA 

Thiocholine ThioĐholiŶe = > ajout d͛uŶe Đhaƌge + 
faǀoƌaďle à l͛ioŶisatioŶ. 
Marquage isotopique de la thiocholine 
permettaŶt d͛aŶalǇse diffĠƌeŶtielle 

Kim et al. 
(Kim et al., 
2011) 

2011 10µl peptides + 10µl 
0.5M BrX en ACN ou 
éthanol + 10µl 0.15M 
Ba(OH)2, 18h temp. 
ambiante. Arrêt par 
TFA 10 % 

p-bromobenzyl 
mercaptan 

Signature isotopique du Br 
(

79
Br = 51 % et 

81
Br= 49 %). 

 

Greffage des phosphopeptides sur support solide 

La ƌĠaĐtioŶ de β-élimination peut être utilisée pour ajouter un groupement fonctionnel 

permettant la fixation du phosphopeptide à une phase solide. Par exemple, après oxydation des 

cystéines, l͛additioŶ d͛ĠthaŶethiol peƌŵet de ƌajouteƌ uŶ gƌoupeŵeŶt SH utilisĠ dans un deuxième 

temps pour greffer une biotine maléimide. Le remplacement du phosphate par la biotine permet 

alors la purification des peptides biotinylés par une ĐoloŶŶe d͛aǀidiŶe (Oda et al., 2001). Plus 

simplement, le thiol libre peut être utilisé pour la fixation sur une phase sépharose -thiol (McLachlin 

and Chait, 2003). D͛autƌes aƌtiĐles oŶt pƌĠseŶtĠ des méthodes analogues en ajoutant une possibilité 

de ƋuaŶtifiĐatioŶ paƌ l͛utilisatioŶ de ƌĠaĐtifs ŵaƌƋuĠs (Goshe et al., 2002; Qian et al., 2003). Les 
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sondes utilisées peuvent comporter 4 fonctionnalités : une partie réactive vis-à-vis du 

phosphopeptide, une partie contenant une étiquette isotopique, une partie permettant la 

puƌifiĐatioŶ paƌ Đhƌoŵatogƌaphie d͛affiŶitĠ et une partie contenant une liaison labile permettant 

l͛ĠlutioŶ de la ĐoloŶŶe d͛affiŶitĠ (van der Veken et al., 2005). 

Réactions parasites. Trois acides aminés sont susceptibles de suďiƌ uŶe β-élimination en 

milieu basique : la cystéine, la sérine et la thréonine. La cystéine produit le même intermédiaire 

déhydroalanine que la phosphosĠƌiŶe. Cette β-élimination indésirable est évitée en oxydant, ou en 

réduisant puis alkylant les cystéines. De manière plus problématique, la β-élimination des sérines 

non phosphorylées a été également décrite (Li et al., 2003) (McLachlin and Chait, 2003), et aucune 

alternative satisfaisante Ŷ͛a ĠtĠ présentée à ce jour. On peut noter la rareté des publications sur ce 

point. Le travail de Li et collaborateurs montre en 2 articles le piège de cette approche. Le premier 

article présente une méthode optiŵisĠe de β-élimination en utilisant uniquement des 

phosphopeptides de synthèse (Li et al., 2002). Un an plus tard, les mêmes auteurs publient une 

nouvelle étude eŶ ĠtudiaŶt la β-élimination des phosphopeptides mais aussi des formes non 

phosphorylées (Li et al., 2003). Ils montrent alors que les traitements alcalins à plus de 25°C 

entraînent une β-élimination des groupements hydroxyles de la sérine et de la thréonine. Un autre 

tƌaǀail utilisaŶt la β-élimination pour greffer les phosphopeptides sur une phase solide 

fonctionnalisée par des thiols détermine que 1.7 % des peptides non phosphorylés sont greffés à la 

colonne (McLachlin and Chait, 2003). Ce pourcentage de conversion non spécifique des sérines et 

thréonines est un problème majeur dans le cadre des approches phosphoprotéomiques. Dans un 

extrait protéique total, la proportion des foƌŵes phosphoƌǇlĠes Ŷ͛est pas estimée, elle ne 

représenterait que quelques pourcents. EŶ d͛autƌe teƌŵe, l͛utilisatioŶ de la β-élimination pour la 

phosphopƌotĠoŵiƋue peut aďoutiƌ à l͛ideŶtifiĐatioŶ de sites de phosphorylation artéfactuels. 

1.3.3 TeĐhŶiƋues d͛eŶƌiĐhisseŵeŶt des phosphopeptides. 

Les pƌeŵiğƌes teĐhŶiƋues d͛eŶƌiĐhisseŵeŶt oŶt Ġté mises au point pour les 

phosphopƌotĠiŶes. L͛iŵpliĐatioŶ de la speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse et sa contrainte de gamme de masse 

pouƌ l͛aŶalǇse MS/MS a orienté la technique vers l͛eŶƌichissement des phosphopeptides. Il existe 

plusieurs méthodes pour purifier les phosphopeptides : précipitation sélective, chromatographie 

d͛affiŶitĠ, ou Đhiŵie de gƌeffage apƌğs ĠliŵiŶatioŶ du gƌoupeŵeŶt phosphate. De tƌğs loiŶ, la 
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chromatographie d͛affiŶitĠ suƌ ŵĠtal ĐhĠlatĠ ou suƌ oǆǇde de ŵĠtal soŶt les deuǆ teĐhŶiƋues les 

plus employées. 

Précipitation des phosphopeptides 

Sachant que le phosphate précipite sous forme de sel de calcium Ca3(HPO4)2 lorsque CaCl2 est 

ajouté à la solution, Zhang et collaborateurs ŵoŶtƌeŶt Ƌu͛il est possiďle de pƌĠĐipiteƌ les 

phosphopeptides de la même manière (Zhang et al., 2007). La pƌĠĐipitatioŶ suiǀie d͛uŶe puƌifiĐatioŶ 

IMAC d͛uŶ eǆtƌait d͛eŵďƌǇoŶ de ƌiz a ainsi permis d͛ideŶtifieƌ ϮϰϮ phosphopeptides. DaŶs le Đadƌe 

de la ŵaladie d͛Alzheiŵeƌ, uŶe aŶalǇse LC-MS/MS après précipitation des phosphopeptides issus 

d͛eǆtƌaits de cerveau a permis l͛ideŶtifiĐatioŶ de ϰϲϲ phosphopeptides (Xia et al., 2008). Plus 

récemment, les sels de lanthanide ont été décrits comme pouvant précipiter les phosphopeptides 

de caséine ou ovalbumine, ErCl3 étant le plus efficace (Guzel et al., 2013). Cette méthode 

d͛eŶƌiĐhissement reste exceptionnelle par rapport à la Đhƌoŵatogƌaphie suƌ ĐoloŶŶe d͛affiŶitĠ. 

Chƌoŵatogƌaphie d’affiŶitĠ paƌ ŵĠtal ĐhĠlatĠ ;IMACͿ. 

Les Phases chélatrices. Immobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC) désigne les 

phases solides sur lesquelles sont greffés des groupements chélateurs de métaux. Deux ligands sont 

couramment employés : Imidoacétate (IDA) et nitriloacétate (NTA). Ils chélatent les ions 

ŵĠtalliƋues paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe de leuƌs foŶĐtioŶs carboxyliques et de l͛azote de l͛aŵiŶe seĐoŶdaiƌe 

ou tertiaire (Fig. 22). Plus récemment, une phase polymérique portant des groupements phosphate 

a également été utilisée pour immobiliser des ions métalliques Ti4+. (Zhou et al., 2008). 

 

Figure 22. Résines chalétrices de métaux. Résine IDA (Immidoacetate), NTA (nitriloacetate), et phosphate pour la 
fixation des cations  

La comparaison des résines NTA et IDA a été réalisée par le suivi de phosphopeptides 

marqués 32P dans les différentes fractions de la chromatographie IMAC. Si la capacité de fixation 

semble équivalente entre les deux résiŶes, l͛ĠlutioŶ à pH ĠleǀĠ ;aŵŵoŶiaƋue pH ϭϬ. ϱ ou ϱϬ ŵM 

RésineRésineRésine

Nitriloacetate (NTA)Immidoacetate (IDA) 
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phosphate d͛aŵŵoŶiuŵͿ peƌŵettƌai uŶe ŵeilleuƌ ƌeŶdeŵeŶt aǀeĐ la ƌĠsiŶe IDA (Nuhse et al., 

2003). 

Choiǆ de l’ioŶ ŵĠtalliƋue. L͛ioŶ ŵĠtalliƋue le plus souǀeŶt utilisĠ est Fe3+ sous forme de 

chlorure ferrique. Sur colonne IDA, les rendements de fixation et d͛ĠlutioŶ des phosphopeptides 

ont été déterminés pour différents métaux chélatés grâce à un mélange de phosphopeptides 

marqués au 32P. (Posewitz and Tempst, 1999). Les auteuƌs diffĠƌeŶĐieŶt d͛uŶ paƌt les ƌeŶdeŵeŶts 

de fixation des phosphopeptides (Ga3+ = Fe3+ = Zr3+ > Al3+) et d͛autƌe paƌt les ƌeŶdeŵeŶts d͛ĠlutioŶ 

(Ga3+   Fe3+ > Zr3+ > Al3+). L͛iŶtĠƌġt du Galliuŵ a ĠtĠ ĐoŶfiƌŵĠ par Aryal et collaborateurs (Aryal et 

al., 2008). Avec une phase chélatrice de type polyphosphate, Ti4+ et Zr4+ immobilisés permettraient 

de purifier un plus grand nombre de phosphopeptides que Fe3+(Yu et al., 2009; Zhou et al., 2008). 

Méthylation des fonctions acides. Les peptides riches en acide aspartique (D) et en acide 

glutamique (E) se fixent également aux colonnes IMAC par leur fonction carboxylate. La 

ŵĠthǇlatioŶ peƌŵet d͛Ġǀiteƌ Đette iŶteƌaĐtioŶ ŶoŶ spĠĐifiƋue. La réaction la plus couramment 

utilisée est une méthylation par du chlorure de méthyl en solution méthanolique. Elle aboutit à 

l͛ajout d͛uŶ ŵĠthǇle sur les fonctions carboxyliques et sur les cystéines S carboxyméthylées, soit un 

incrément de masse de 14 Da (Ficarro et al., 2002; Ficarro et al., 2005). Il apparait cependant que 

l͛estĠƌifiĐatioŶ est paƌtielle et Đoŵpleǆifie le ŵĠlaŶge (Xu et al., 2005). Cette appƌoĐhe Ŷ͛est plus 

utilisée dans les articles les plus récents. 

Tampon de charge. La rétention des phosphopeptides suƌ les ĐoloŶŶes d͛affiŶitĠ est réalisée à 

un pH entre 3 et 5, généralement avec 0.1-Ϭ.ϮM d͛aĐide aĐĠtiƋue. Il faut noter que les peptides 

sont généralement produits par trypsinolyse à pH basique et que les sels d͛aŵŵoŶiuŵ inhibent la 

rétention des phosphopeptides (Tsai et al., 2008). A dĠfaut d͛uŶ dessalage des peptides, seul Ϯϱ 

mM de triéthylammonium-bicarbonate ou -formate sont utilisables avec une colonne NTA-Fe3+. 

L͛ajout de solǀaŶt oƌgaŶiƋue peƌŵet d͛augŵeŶteƌ la soluďilitĠ des peptides et ƌeŶfoƌĐe l͛iŶteƌaĐtioŶ 

entre les phosphopeptides et le métal chélaté. Un mélange acétonitrile/méthanol/eau (1/1/1) a été 

proposé (Lee et al., 2007a; Ndassa et al., 2006; Ye et al., 2010) et des auteuƌs pƌoposeŶt jusƋu͛à 80 

% d͛aĐĠtoŶitƌile daŶs le taŵpoŶ de Đhaƌge (Alpert, 2008; Nawrocki et al., 2004). 

Tampon de charge, Importance du pH. Les acides aspartiques et glutamiques ont des pKa 

respectifs de 3.65 et 4.25 alors que les résidus phosphorylés ont un pKa moyen de 1.52. Il est 

possiďle de liŵiteƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ ioŶiƋue des foŶĐtioŶs ĐaƌďoǆǇliƋues avec le métal en utilisant un 

tampon de charge dont le pH est suffisamment bas pour protoner ces fonctions carboxyliques ; le 
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chargement en acide acétique de pH 3.5 à 2.5 permet de baisser la liaison non spécifique d͛uŶe 

colonne Fe3+-NTA de 40 % à 4 % (Tsai et al., 2008). 

Tampon de charge, IŵpoƌtaŶĐe de l’aĐide. Avec un contrôle précis du pH et de la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d͛aĐide dans le tampon de charge, Tsai et collaborateurs montrent que 

l͛augŵeŶtatioŶ concentration de 3 à 6 % d͛aĐide acétique pH ϯ peƌŵet d͛augŵeŶteƌ la spĠĐifiĐitĠ 

de NTA-Fe3+ de 85 % à 96 %. (Tsai et al., 2008).Plus récemment, des conditions extrêmes utilisées 

pour des colonnes IMAC-Ti4+ (6 % TFA, 14 % acide acétique, 80 % ACN) ont été utilisées avec succès 

(Nawrocki et al., 2004). 

TaŵpoŶ d’ĠlutioŶ, sĠleĐtivitĠ. Pour une analyse MALDI-TOF, l͛ĠlutioŶ des phosphopeptides 

par la matrice de cristallisation acidifiée (2,5DHB à saturation dans 50 % ACN, 1 % ac. 

phosphorique) est uŶe solutioŶ plus effiĐaĐe Ƌu͛uŶe ĠlutioŶ en tampon basique (Gan et al., 2008). 

Pour une analyse LC-MS, l͛aĐide phosphoƌiƋue Ŷ͛est pas utilisĠ, l͛ĠlutioŶ à pH élevé est 

généralement préférée. Lee et collaborateurs ont montré que l͛ĠlutioŶ en milieu basique (50 mM 

Na2HPO4 pH 9.2 était plus efficace Ƌue l͛ĠlutioŶ en milieu acide (5 % TFA) (Lee et al., 2007b). 

L͛utilisatioŶ de phosphate d͛aŵŵoŶiuŵ et l͛aŵŵoŶiaƋue est aujouƌd͛hui la plus fréquente. La 

possiďilitĠ d͛Ġlueƌ les phosphopeptides à pH bas et élevé a été utilisée pour une élution 

séquentielle des phosphopeptides appelée SIMAC pour Sequential Elution from IMAC (Thingholm 

et al., 2008). Une colonne NTA-Fe3+ est utilisĠe pouƌ ƌeteŶiƌ les phosphopeptides. D͛uŶe paƌt la 

fƌaĐtioŶ ŶoŶ ƌeteŶue suďit uŶe autƌe Đhƌoŵatogƌaphie d͛affiŶitĠ sur colonne TiO2, d͛autƌe paƌt la 

première élution de NTA-Fe3+ par 1 % TFA 20 % ACN peƌŵet d͛Ġlueƌ les peptides 

monophosphorylés, moins affins pour le métal, et 25 % NH4OH pH 11.3 peƌŵet d͛éluer les peptides 

multiphosphorylés retenus plus fortement. 

Complémentarité des méthodes IMAC. Sachant que différents métaux (Ga, Fe, Ti) 

permettent une purification efficace des phosphopeptides, il parait naturel de vouloir comparer les 

phosphopeptides purifiés avec chacun de ces métaux. AuĐuŶe Ġtude de Đe tǇpe Ŷ͛a ĠtĠ puďliĠe à Đe 

jour. Récemment Chuan et collaborateurs ont montré que IMAC-Ti4+ et IMAC- Fe2+ étaient 

complémentaires, le recouvrement des phosphopeptides puƌifiĠs paƌ l͛uŶe ou l͛autƌe méthode ne 

dépassant pas 10 % du total des séquences (2629 peptides identifiés) (Nawrocki et al., 2004). Il 

Ŷ͛est ĐepeŶdaŶt pas sûr (ceci étant un avis personnel) que la différence de population soit 

ƌepƌĠseŶtatiǀe d͛uŶe ĐoŵplĠŵeŶtaƌitĠ daŶs la ŵesuƌe où les ĐoŶditioŶs d͛ĠlutioŶ utilisées étaient 

radicalement différentes : IMAC-Fe2+ élué par NH4H2PO4 pH 4.4 et IMAC-Ti4+ élué par 25 % NH4OH.  
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Chromatographie d’affiŶitĠ sur oxyde de métal (MOAC) 

CaƌaĐtĠƌistiƋues de l’oǆǇde ;IVͿ de titaŶe. La Đhƌoŵatogƌaphie suƌ ĐoloŶŶe d͛oǆǇde de ŵĠtal 

a été introduite plus récemment que la chromatographie IMAC. L͛iŶtĠƌġt de Đette phase solide est 

sa stabilité thermique et chimique pour des conditions qui ĐoŶduiƌaieŶt à l͛ĠlutioŶ des sels 

métalliques des colonnes IMAC. Différents oxydes tels que ZrO2 et Al2O3 ont été utilisés, mais le 

dioxyde de titane (TiO2) est le plus couramment employé pour la purification des phosphopeptides. 

D͛autƌes oǆǇdes de titaŶe ;TiO, Ti2O3, Ti3O5) seraient également utilisables, ainsi que le titane pur 

(Sano and Nakamura, 2007). Le dioxyde de titane existe sous 3 formes ; anatase, rutile et brookite, 

dont les différences ƌĠsideŶt eŶ l͛oƌgaŶisatioŶ du Đƌistal. Il sert essentiellement sous sa forme 

anatase de pigment blanc obtenu après calcination dans les peintures, les plastiques, les dentifrices 

ou les aliments (colorant E171) et accessoirement de support chromatographique. En 

chromatographie, les particules poreuses sont obtenues par polymérisation en présente de 

colloïdes. (Gan et al., 2008). Des particules sphériques, ayant un diamètre de 3.5 µm et des pores 

32 nm ont ainsi été décrites. De manière générale, la surface des particules d͛oǆǇde de titaŶe est 

hétérogène et porte des groupes OH et des ions Ti4+(Nawrocki et al., 2004). En fonction du pH, les 

titanols sont sous formes TiOH2
(2/3)+, TiOH ou TiO (2/3)- ( pI  5Ϳ. La ĐapaĐitĠ d͛ĠĐhaŶge de ligaŶd est 

due à la pƌĠseŶĐe d͛aĐide de Leǁis ;Ti4+Ϳ et la pƌĠseŶĐe de ŵolĠĐules d͛eau liĠes paƌ ĐooƌdiŶatioŶ. 

Une sĠƌie d͛équations décrit les ĠƋuiliďƌes eŶtƌe l͛oǆǇde de ŵĠtal, les ŵolĠĐules d͛eau et les ďases 

de Lewis (Nawrocki et al., 1993). A bas pH, les deux équations suivantes illustrent les échanges de 

ligands : 

M(OH)(H2O) + L1
-   M(OH) L1

- + H2O 

M(OH)L1
- + L2

-  M(OH) L2
- + L1

- ou M ĐoƌƌespoŶd à l͛oǆǇde de ŵĠtal, L1 et L2 les bases de 

Lewis daŶs l͛ĠluaŶt et le solutĠ. La foƌĐe de l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe la ďase de Leǁis L1 et les sites le 

liaisoŶ de l͛oǆyde de métal suit un ordre décroissant phosphate > fluorure >citrate > sulfate > 

acétate > formate > nitrate > chloride (Nawrocki et al., 2004). Le phosphate est donc un ligand fort 

des oxydes de métaux et cette propriété est utilisée pour la purification des phosphopeptides. 

Chromatographie en colonne. Les premières utilisations de TiO2 comme phase stationnaire 

ont été réalisées en système HPLC (Nawrocki et al., 2004; Zarei et al., 2011). La rétention/élution 

des phosphopeptides sur la phase est réalisée par 0.1 % TFA / borate pH8 (Sano and Nakamura, 

2004), 0.1 % TFA / 100 mM phosphate de potassium pH8 (Zarei et al., 2011) ou 0.1 M acide 

acétique / NH4HCO3 pH9 (Pinkse et al., 2004). 
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Chromatographie en pointes jetables. Le protocole de fabrication de micro-colonnes de TiO2 

dans des pointes de pipettes de type « gel loader » a été décrit en détail (Thingholm et al., 2006). 

Dans cette configuration, les auteurs ont testés diffĠƌeŶts taŵpoŶs de ĐhaƌgeŵeŶt et d͛élution des 

phosphopeptides. Un tampon de charge constitué par une solution aqueuse à 300 mg/ml DHB, 80 

% ACN, 0.1 % TFA et une élution par NH4OH pH 10.5 ont été proposés pour diminuer la liaison non 

spécifique des peptides (Larsen et al., 2005). 

Tampon de charge, rôle de l’aĐide. De nombreux articles ont présenté des études dont 

l͛oďjeĐtif Ġtait d͛eŵpġĐheƌ la liaisoŶ des peptides ƌiĐhes en acides aminés D et E. S͛il est clair que 

l͛oǆǇde de titaŶe lie ĠgaleŵeŶt les peptides ƌiĐhes eŶ D et E, il est par contre moins évident de tirer 

une conclusion limpide des articles publiés. Certains sont contradictoires, notamment en ce qui 

ĐoŶĐeƌŶe l͛utilisatioŶ du DHB pouƌ ƌĠduiƌe la liaison non spécifique. Différents acides ont été testés 

pour inhiber la liaison des peptides non phosphorylés à l͛oǆǇde de titaŶe. Une comparaison 

systématique de différents acides (glycolique, phtalique, lactique) dans le tampon de charge à 80 % 

ACN a ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aĐide laĐtiƋue ;ϯϬϬŵg/ŵlͿ, au ĐoŶtƌaiƌe du DHB doŶt l͛iŶtĠƌġt a ĠtĠ ĐoŶtestĠ 

par ailleurs ((Bodenmiller et al., 2007), permettait de supprimer l͛iŶteƌfĠƌeŶĐe des peptides non 

phosphorylés sans affecter la liaison des phosphopeptides (Sugiyama et al., 2007). L͛aĐide 

glutamique (solution aqueuse 2 % TFA, 65 % ACN saturée en acide glutamique) a également été 

proposé comme additif (Wu et al., 2007). Des tampons de charge constitués de mélanges (20 % 

acide acétique, 420 mM acide 1-octanesulfonique, 50 mg/ml DHB) ont également été proposés 

(Mazanek et al., 2010). A Đe jouƌ, il Ŷ͛Ǉ a pas de protocole de référence pour la purification des 

phosphopeptides par MOAC ; néanmoins, il est clair que l͛utilisatioŶ de ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ĠleǀĠes 

d͛aĐide ;>ϭϬϬ ŵMͿ peƌŵet de liŵiteƌ les liaisoŶs ŶoŶ spĠĐifiƋues. Tƌğs souǀeŶt, 2 à 5 % TFA et 80 % 

ACN sont utilisés dans le tampon de charge, souvent en association avec un autre acide (Cheng et 

al., 2013; Han et al., 2012; Urbaniak et al., 2013). 

TaŵpoŶ d’ĠlutioŶ. De la même manière que pour la chromatographie IMAC, L͛ĠlutioŶ 

sĠleĐtiǀe peƌŵet d͛augŵeŶteƌ le Ŷoŵďƌe de peptides ideŶtifiĠs. L͛utilisatioŶ d͛ éluants de force 

ĐƌoissaŶte, daŶs l͛oƌdƌe ; 0.5 % NH4OH, 0.5 % pipéridine, 0.5 % pyrrolidine, 5 % NH4OH, 5 

%pipéridine, et 5 % pyrrolidine, peƌŵet d͛Ġlueƌ des fractions de phosphopeptides dont la nature 

phǇsiĐoĐhiŵiƋue ;iŶdeǆ G‘AVY, pƌopoƌtioŶ d͛aĐides aŵiŶĠs D et E, sites de phosphorylation) est 

nettement différente (Kyono et al., 2008). 
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Autres chromatographies 

Les deux méthodes présentées ici sont extrêmement marginales. Elles ont été utilisées 

ponctuellement. 

RĠsiŶe ĠĐhaŶgeuse d’aŶioŶ fort (SAX). La chromatographie SAX permet de retenir 

efficacement les peptides acides à pH élevé. L͛ĠlutioŶ est généralement réalisée par un gradient 

saliŶ. L͛ĠlutioŶ paƌ uŶ gƌadieŶt de pH est plus dĠliĐate ŵais peƌŵet d͛Ġǀiteƌ l͛utilisatioŶ de 

concentration en sels importantes. Le couplage avec la LC-MS est alors possible. Jie Dai et 

collaborateurs ont proposé un système on line de chromatographie SAX avec une élution par pH 

décroissant (pH 8.2 à pH 2) des peptides vers une deuxième dimension classique (phase inverse) 

(Dai et al., 2009). A partir de 500 µg de peptides (culture de cellules HeLa), 1833 phosphopeptides 

sont élués tout au long du gradient avec un pic de peptides multiphosphorylés dans les dernières 

fractions issues de la colonne SAX. 

L’hǇdƌoǆǇapatite. L͛hǇdƌoǆǇapatite est uŶ polǇŵğƌe de phosphate de calcium hydroxylé 

Ca10(PO4)6(OH)2. Ce support chromatographique est utilisé notamment comme dernière étape de 

Đhƌoŵatogƌaphie ;polishiŶgͿ loƌs de la puƌifiĐatioŶ d͛aŶtiĐoƌps. L͛hǇdƌoǆǇapatite a été utilisé pour 

isoler des phosphopeptides à partir d͛uŶ eǆtƌait de Đeƌǀeau. Avec une approche MudPit, il a ainsi 

été possible d͛ideŶtifieƌ et ƋuaŶtifieƌ ϯϬϲϵ phosphopeptides (Fonslow et al., 2012). 

Chromatographie multidimensionnelle appliquée aux phosphopeptides. 

Une méthode efficace pour augmenter le nombre de phosphopeptides identifiés est 

l͛utilisatioŶ d͛uŶe dimension chromatographique supplémentaire, chacune des fractions produites 

par la première dimension étant enrichie en phosphopeptides par IMAC ou MOAC, ou à nouveau 

fractionnée par une autre chromatographie. Finalement, les fractions produites sont analysées par 

RPLC-MS. 

Première dimension par éĐhaŶge d’ioŶs. En 2003, une analyse off line par chromatographie 

d͛ĠĐhaŶge d͛aŶioŶs SAX (POROS SAX, 25 mM NH4HCO3 30 % ACN, pH7, élution entre 80 et 500 mM 

NaCl) puis IMAC (Fe3+-IDA) a permis d͛ideŶtifieƌ plus de 200 phosphopeptides d͛uŶe fƌaĐtioŶ 

membranaire (Nuhse et al., 2003). L͛assoĐiatioŶ de SCX+SAX a ĠtĠ ŵise eŶ œuǀƌe paƌ la suite. EŶ 

récupérant la fraction non retenue de SCX et en la séparant par SAX, les 23 fractions obtenues ont 

peƌŵis d͛ideŶtifieƌ ϴϰϵ phosphopeptides suƌ uŶ total de ϭϰϭϬϱ peptides pƌoǀeŶaŶt d͛uŶ eǆtƌait de 

foie de souris (Dai et al., 2007). Bien que les phosphopeptides, de nature acide, soient en théorie 

désignés pour être séparés paƌ ĠĐhaŶge d͛aŶioŶs, les Đhƌoŵatogƌaphies échangeuses de cation ont 
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été par la suite plus largement utilisées. La combinaison de SCX (polySULFOETHYL A) avec IMAC a 

permis d͛ideŶtifieƌ ϱϱϬϬ et ϭϯϬϬϬ phosphopeptides d͛eǆtƌait de foie et de drosophile 

respectivement (Villen and Gygi, 2008). Nie et collaborateurs ont comparés l͛eŶƌiĐhisseŵeŶt paƌ 

TiO2 avec SAX-TiO2 ou SCX-TiO2 (Nie et al., 2012). A paƌtiƌ d͛eǆtƌaits de Đellules HeLA soumis à une 

protéolyse par la trypsine, 929 phosphopeptides sont identifiés par TiO2 seule avec 4 h d͛aŶalǇse, 

1686 phosphopeptides pour SCX-TiO2 et ϰϬ h d͛aŶalǇse, la meilleure combinaison étant une 

combinaison SAX-SCX-TiO2 qui peƌŵet d͛ideŶtifieƌ ϮϳϬϱ phosphopeptides pour 80 h d͛aŶalǇse. 

Première dimension ERLIC. Si une colonne d͛ĠĐhaŶge d͛ioŶs est utilisée avec une phase 

mobile de type organique, par exemple 70 % ACN, les solutés sont alors retenus par une interaction 

hydrophile même si leur charge est identique à celle de la phase. Andrew J. Alpert a utilisé cette 

combinaison appelé ERLIC (Electrostatic Repulsion Hydrophilic Interaction) pour la séparation de 

phosphopeptides (Alpert, 2008). Pour des cellules stimulées par EGF, facteur de croissance qui 

stimule la phosphorylation, la méthodologie E‘LIC peƌŵet d͛ideŶtifieƌ 926 phosphopeptides, SCX 

194 phosphopeptides, mais SCX-IMAC 1315 phosphopeptides (Gan et al., 2008). Logiquement, le 

mode ERLIC a donc été associé à une purification IMAC ou TiO2. Pour des cellules embryonnaires de 

poulet, une méthodologie ERLIC ou IMAC seule identifie moins de 20 phosphopeptides alors que la 

combinaison ERLIC+IMAC peƌŵet d͛ideŶtifieƌ ϰϮϴ phosphopeptides (Chien et al., 2011). 

Etudes comparatives. Face à la multitude de techniques, la question du choix se pose 

naturellement. La comparaison des modes ERLIC-TiO2, SCX-TiO2, et HILIC-TiO2 pour un extrait de 

cellule HeLa a montré que SCX-TiO2 peƌŵettait d͛ideŶtifieƌ le plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe de 

phosphopeptides ; cependant ERLIC-TiO2 peƌŵet d͛ideŶtifieƌ plus de peptides multiphosphorylés, 

Đette Đlasse de phosphopeptides Ŷ͛ĠtaŶt pas ou peu retenue par SCX (Zarei et al., 2011). Cette 

complémentarité a été vérifiée dans une étude comparant différentes combinaisons entre ERLIC, 

SCX, TiO2. A paƌtiƌ d͛uŶ eǆtƌait de Đellules HeLa, l͛assoĐiatioŶ SCX-TiO2 a permis l͛ideŶtification de 

ϰϯϳϯ phosphopeptides aloƌs Ƌue l͛assoĐiatioŶ E‘LIC-TiO2 avec une chromatographie SCX-TiO2 de la 

fƌaĐtioŶ ŶoŶ ƌeteŶue de E‘LIC peƌŵet d͛ideŶtifieƌ ϲϰϯϯ phosphopeptides (Zarei et al., 2012).). 

Association IMAC et TiO2. Le développement en parallèle de deux chromatographies 

d͛affiŶitĠ pouƌ les phosphopeptides a ŶatuƌelleŵeŶt pƌoǀoƋuĠ des ĐoŵpaƌaisoŶs. BodeŶŵilleƌ et 

collaborateurs montrent que dans leurs mains seuls 35 % des 921 phosphopeptides identifiés par 

IMAC-Fe3+ (555 phosphopeptides) ou TiO2 (366 phosphopeptides) sont retrouvés dans les 2 

enrichissements (Bodenmiller et al., 2007). Cette complémentarité a été mise en pratique dans la 

méthodologie SIMAC présenté dans le paragraphe précédent. Les peptides non retenus sur une 
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colonne IMAC-Fe3+ peuvent être retenus sur une colonne TiO2 (Thingholm et al., 2008). Cette 

association a été revisitée paƌ les ŵġŵes auteuƌs aǀeĐ l͛approche TiSH (TiO2-SIMAC-HILIC) 

(Engholm-Keller et al., 2012). A partir de 300 µg de peptides hǇdƌolǇsĠs paƌ l͛endoproteinase lys-C 

et provenant de culture de cellules pancréatiques, la première purification est réalisée par TiO2, 

puis une chromatographie IMAC-Fe3+ avec une élution séquentielle en milieu acide puis basique 

produit 2 fractions qui sont elles-mêmes séparées par HILIC. Cette teĐhŶiƋue peƌŵet d͛ideŶtifieƌ 

environ 6600 phosphopeptides uniques. 

1.3.4. Dosage des acides aminés phosphorylés 

Généralités 

Au laboratoire, les premières étapes de l͛aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue sont la préparation de 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ et l͛eǆtƌaĐtioŶ des pƌotĠiŶes. Il est doŶĐ ƌigouƌeuǆ de ƋuaŶtifieƌ les pƌotĠiŶes daŶs 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ de dĠpaƌt et daŶs l͛eǆtƌait afiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ uŶ ƌeŶdeŵeŶt d͛eǆtƌaĐtioŶ. Pouƌ Đe Ƌui 

est de l͛aŶalǇse phosphopƌotĠoŵiƋue, l͛oďjet ĐeŶtƌal de l͛Ġtude, les phosphopeptides, Ŷe soŶt pas 

quantifiés. Aucun article de phosphoprotéomique ne détermine les quantités absolues de 

phosphopeptides. Une détermination de ce type lèverait pourtant un certain nombre 

d͛iŶteƌƌogatioŶs : 

 Quel est le niveau global de phosphoƌǇlatioŶ de l’ĠĐhaŶtilloŶ? Les articles de 

développement présentent des méthodes de purifications de phosphopeptides à partir 

d͛ĠĐhaŶtilloŶs diǀeƌs : mélange de protéines, culture de cellules, organes, rendant impossible la 

comparaison des méthodes entre elles. La ĐoŶŶaissaŶĐe des ƋuaŶtitĠs aďsolues d͛aĐides aŵiŶĠs 

phosphorylés avant et après purification permettrait de calculer les rendements des purifications et 

de dĠfiŶiƌ le faĐteuƌ d͛eŶƌiĐhisseŵeŶt eŶtƌe l͛ĠĐhaŶtilloŶ de départ et la fraction purifiée. 

 Quelles sont les proportions de pS, pT et pY daŶs l’ĠĐhaŶtilloŶ? Les ratios 

2000/100/1 (pS/pT/pY) présentés dans les années 2000 ont évolués. Actuellement, les analyses 

phosphoprotéomiques présentent un ratio 100/10/1 sur la base du comptage des sites de 

phosphorylation. Dans la mesure où les rendements de purification de chacune des 3 classes de 

phosphopeptides ne sont pas déterminés, il est possible que le ratio 100/10/1 soit également 

erroné. 

A ce jour, l͛aŶalǇse des aĐides aŵiŶĠs phosphoƌǇlĠs est ďasĠe suƌ les teĐhŶiƋues de 

compositions en acides aminés, mais le ĐaƌaĐtğƌe laďile de l͛oƌthophosphate nécessite des 
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ajustements des ŵĠthodes d͛hǇdƌolǇse. Le dosage des aĐides aŵiŶĠs d͛uŶe pƌotĠiŶe ou d͛uŶ 

peptide consiste dans un premier temps à hydrolyser les liaisons peptidiques, puis dans un 

deuxième temps à doser les acides aminés libres. Il convient de noter le remplacement de la 

Đhƌoŵatogƌaphie d͛ĠĐhaŶge d͛ioŶs paƌ la Đhƌoŵatogƌaphie phase iŶǀeƌse apƌğs dĠƌiǀatioŶ ĐhiŵiƋue 

des acides aminés. En effet, les méthodes de référence utilisent une dérivation des acides aminés 

qui améliore la séparation en RPLC et augmente la sensibilité. Une revue complète suƌ l͛hǇdƌolǇse 

et la composition des acides aminés a été publiée en 1998 (Fountoulakis and Lahm, 1998). 

BƌiğǀeŵeŶt, Il eǆiste ϯ ŵĠthodes d͛hǇdƌolǇse : l͛hǇdƌolǇse en milieu aĐide, l͛hǇdƌolǇse en milieu 

ďasiƋue, et l͛hǇdƌolǇse eŶzǇŵatiƋue. L͛hǇdƌolǇse par un acide aqueux est la méthode la plus 

répandue ; elle utilise généralement HCl 6N, pendant 20 ou 24h, à 110°C sous vide. Dans ces 

ĐoŶditioŶs, l͛aspaƌagiŶe et la glutaŵiŶe soŶt ĐoŶǀeƌties ƌespeĐtiǀeŵeŶt eŶ aĐide aspaƌtiƋue et aĐide 

glutamique, le tryptophane est détruit, la cystéine est modifiée, la tyrosine, la sérine et la thréonine 

sont partiellement détruites dans des proportions plus importantes pour la sérine (Darragh et al. 

1996). Des additifs tels Ƌue le phĠŶol ou l͛aĐide thioĐholiƋue soŶt ajoutĠs au ŵilieu d͛hǇdƌolǇse 

pouƌ liŵiteƌ l͛oǆǇdatioŶ,. Les ĠǀolutioŶs les plus sigŶifiĐatiǀes des ŵĠthodes d͛hǇdƌolǇse poƌteŶt suƌ 

la diŵiŶutioŶ des teŵps d͛hǇdƌolǇse gƌâĐe à l͛utilisatioŶ de ŵiĐƌo-ondes et/ou l͛additioŶ de TFA, et 

l͛augŵeŶtatioŶ de la seŶsiďilitĠ de dĠteĐtioŶ des aĐides aŵiŶĠs. 

Dérivation et chromatographie des acides aminés 

La compositioŶ eŶ aĐides aŵiŶĠs a loŶgteŵps utilisĠ uŶe sĠpaƌatioŶ suƌ ĠĐhaŶge d͛ioŶs suiǀie 

d͛uŶe dĠƌiǀatioŶ à la Ŷinhydrine (Moore and Stein, 1954). Cette technique est de moins en moins 

eŵploǇĠe et d͛autƌes ŵĠthodes utilisaŶt uŶe dĠƌiǀatioŶ staďle soŶt ŵaiŶteŶaŶt ĐouƌaŵŵeŶt 

employées. Les acides aŵiŶĠs liďĠƌĠs paƌ l͛hǇdƌolǇse peuǀeŶt ġtƌe dĠƌiǀĠs aǀeĐ des ƌĠaĐtifs 

chromophores ou fluorescents puis détectés et quantifiés par HPLC. Les réactifs utilisés sont entre 

autres le phényl isothioĐǇaŶate ;PITCͿ l͛ortho-phthalaldéhyde (OPA), le 9-fluorométhyl 

chloroformate (FMOC) et le 6-aminoquinolyl-N-hydroxy-succinimidyl carbamate (ACQ) (Fig. 23). En 

effectuant une recherche par mot clé, il apparait que les deux dérivations les plus employées sont 

la dérivation au FMOC (52 %) et OPA (23 %) (Molnar-Perl, 2011). Le 6-aminoquinolyl-N-hydroxy-

succinimidyl carbamate a été publié en 1993 (Cohen and Michaud, 1993) puis est devenu un kit 

commercialisé par Waters. A ce titre, il est peu référencé dans la base PubMed NCBI ďieŶ Ƌu͛il soit 

utilisé dans de nombreux laboratoires d͛aŶalǇse. 
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Figure 23. Principales réactions de dérivation utilisées pour l’aŶalǇse de composition en acides aminés. Le 
PhenylIsoThioCyanate (PITC) réagit avec les amines pour former un dérivé phenylthiourée détecté par UV (268-270 
ŶŵͿ. L͛oƌtho-phthalaldehyde (OPA) réagit avec les groupements aŵiŶe eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶe ageŶt ƌĠduĐteuƌ Đoŵŵe le -
mercaptoéthanol (MEA) pour former un dérivé isoindole détecté par UV(338 nm) ou par fluorescence (Ex/Em : 340/450 
nm). Le 9-fluorométhyl chloroformate (FMOC-Cl) réagit avec les amines pour former une dérivé détecté par UV (265 
nm) ou par fluorescence (266/305 nm). Enfin, le 6-aminoquinolyl-N-hydroxy-succinimidyl carbamate (AQC) réagit avec 
les amines pour former un composé fluorescent (250/395 nm) également détectable en UV (260 nm).  

La dérivation avec la ninhydrine et le PITC permettent un dosage avec une limite de 

quantification de l͛oƌdƌe de la piĐoŵole d͛aĐides aŵiŶĠs, alors que l͛OPA et ses dérivés présentent 

des sensibilités supérieures. CepeŶdaŶt la ŵise eŶ œuǀƌe de la dĠƌiǀatioŶ à l͛OPA est dĠliĐate Đaƌ 

les réactifs et les dérivés formés sont instables (Molnar-Perl, 2001). 

Le FMOC est plus siŵple d͛eŵploi, car le réactif et les conjugués formés sont stables. Deux 

difficultés sont cependant assoĐiĠes à l͛utilisatioŶ du FMOC : ;ϭͿ l͛eǆĐĠdeŶt de FMOC s͛hǇdƌolǇse 

pour former un FMOC hydroxylé (FMOC-OH) qui est élué au milieu du chromatogramme (2) le 

marquage de His et Tyr est hétérogène et produit des dérivés mono- ou di-substitués qui 

compliquent leur quantification (Malmer and Schroeder, 1990). Par ailleurs, le pic majoritaire de 

FMOC-OH peut être éliminé par une extraction au pentane (Bank et al., 1996). 

A titƌe d͛eǆeŵple, deuǆ Đhƌoŵatogƌaŵŵes de staŶdaƌds d͛aĐides aŵiŶĠs soŶt pƌĠsentés (Fig. 

24), dérivés soit par FMOC (à gauche) soit par AQC (à droite). Les deux séparations sont réalisées 
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OPA MEA

HCl
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avec des colonnes RP C18, Chaque acide aminé dérivé produit un pic résolu qui permet sa 

ƋuaŶtifiĐatioŶ. DaŶs le Đas de la dĠƌiǀatioŶ AQC, l͛utilisatioŶ de l͛UPLC permet de réduire le temps 

d͛aŶalǇse à 10 min (30 min pour une HPLC standard). 

Figure 24. SépaƌatioŶ d’acides aminés standards. Dérivation par le FMOC (à gauche)(Malmer and Schroeder, 1990) ou 
dérivatioŶ paƌ l͛AQC (à droite) (Fiechter et al., 2012). Wateƌs™ ĐoŵŵeƌĐialise le ƌĠaĐtif AQC sous forme d͛uŶ kit, iĐi 
analysé en UPLC. 

Dans le cadre du dosage des acides aminés libres, des protocoles ne nécessitant pas de 

dérivation ont été proposés de manière ponctuelle (Armstrong et al., 2007; Qu et al., 2002). Dans 

ces articles, les auteurs utilisent une séparation sur colonne C18 et des contre-ions particuliers, 

acide perfluoroheptanoïque ou acide tricadefluoroheptanoïque, qui augmentent la rétention des 

acides aminés sur la phase inverse. Il faut cependant noter que certains acides aminés sont peu 

retenus sur la colonne et sont élués dans les premières minutes de chromatographie daŶs l͛oƌdƌe 

d͛Ġlution suivant : Asx, Ser, Glx, Gly, Cys, Thr, les acides aminés les plus retenus étant les acides 

aminés hydrophobes et les acides aminés basiques. 

Dans une logique de simplification, une quantification par ESI-MS en infusion a également été 

proposée (Louwagie et al., 2012). Cette ŵĠthode Ŷ͛est appliƋuĠe Ƌu͛à ƋuelƋues aĐides aŵiŶĠs pouƌ 

la quantification de protéines purifiées et le problème de suppression ionique dû au mélange 

d͛aĐides aŵiŶĠs Ŷ͛a pas ĠtĠ aďoƌdĠ. 
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Dosage des acides aminés phosphorylés 

Le dosage des acides aminés phosphorylés ajoute un niveau de difficulté supplémentaire aux 

teĐhŶiƋues staŶdaƌd d͛aŶalǇse des aĐides aŵiŶĠs. EŶ effet, la liaisoŶ phospho-ester est 

extrêmement sensible aux pH extrêmes ; les acides aminés phosphorylés libèrent leur phosphate 

en milieu ďasiƋue ;β-élimination) et acide (hydrolyse de la liaison ester). La solution couramment 

employée est une hydrolyse par HCL 6 N 110 °C pendant un temps réduit, de 1 à 4 h maximum 

(Capony and Demaille, 1983; Carlomagno et al., 1985; Malencik et al., 1990; Morrice and Aitken, 

1985; Niedbalski and Ringer, 1986). Seul un article récent propose un dosage des acides aminés 

phosphorylés après une hydrolyse de 24 h (Fu et al., 2011), ŵoŶtƌaŶt paƌ là l͛ouďli des données 

anciennes. 

Peu de résultats ont été produits sur la stabilité des acides aminés phosphorylés. Yan et 

collaborateurs ont montré Ƌue sous ǀapeuƌ d͛HCl ϱ.ϳ N à 110 °C pendant 4 h, pS et pY sont stables 

alors que de 25 % de pT est dégradé (Yan et al., 1997). Après 6 h d͛hǇdƌolǇse, ϱϬ % de pS et 75 % de 

pT sont dégradés alors que pY reste intact, Ces données sont à prendre avec précaution, car Ringer 

a présenté en 1991 des résultats sensiblement différents (Ringer, 1991) ; dans des conditions 

d͛hǇdƌolǇse ĠƋuiǀaleŶtes (HCl 6 N 110°C), les teŵps d͛hǇdƌolǇse sont limitées à 3 h pour pS et pT 

alors que pY est décrit ici comme plus sensible, nécessitant une hydrolyse plus courte, de 1 h à 1.5 h 

maximum. 

OŶ peut s͛ĠtoŶŶeƌ de l͛aďseŶĐe d͛uŶe aŶalǇse sǇstĠŵatiƋue de la staďilitĠ des aĐides aŵiŶĠs 

phosphorylés (Yan et al., 1998). Par ailleurs, dans ces conditioŶs de teŵps d͛hǇdƌolǇse Đouƌt, il est 

probable Ƌue l͛hǇdƌolǇse de la liaisoŶ peptidiƋue soit partielle ; le ƌeŶdeŵeŶt d͛hǇdƌolǇse dĠpeŶdƌa 

aloƌs de la seŶsiďilitĠ des liaisoŶs peptidiƋues à l͛hǇdƌolǇse, ǀaƌiaďle eŶ foŶĐtioŶ des aĐides aŵiŶĠs 

adjacents, et de la dégradation des acides aminés phosphorylés, elle-même variable. Dans ces 

conditions, la robustesse des méthodes présentées prête à discussion. D͛autƌe paƌt, les aĐides 

aminés phosphorylés sont minoritaires par rapport aux autres acides aminés et par rapport à leurs 

précurseurs non phosphorylés. Un effet matrice peut également fausser leur quantification. Murthy 

et collaborateurs oŶt ĐoŶtƌôlĠ Ƌu͛un excès 100 molaire des acides aminés non phosphorylés ne 

modifiait pas leur méthode de quantification (dérivation au PITC) (Murthy and Iqbal, 1991). Avec 

une dérivation au N-hydroxysuccinimidyl fluorescein-o-acétate (SIFA) et une séparation sur colonne 

C8, Deng et collaborateurs oŶt ĠgaleŵeŶt ĐoŶfiƌŵĠ Ƌue les autƌes aĐides aŵiŶĠs Ŷ͛iŶteƌfĠƌaieŶt pas 

dans la mesure où ils étaient élués plus tardivement dans le gradient (Deng et al., 2007). 
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A Đe jouƌ, les dosages d͛aĐides aŵiŶĠs phosphoƌǇlĠs Ŷ͛oŶt jaŵais ĠtĠ ƌĠalisĠs pouƌ 

ĐaƌaĐtĠƌiseƌ les fƌaĐtioŶs issues de puƌifiĐatioŶ paƌ ĐoloŶŶe d͛affiŶitĠ. 
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CHAPITRE Ϯ : 

AŶalǇse pƌotĠoŵiƋue de Đellules ĐoliƋues ĐaŶĐĠƌeuses tƌaitĠes paƌ 

thĠƌapie gĠŶiƋue CD/ϱFC. 
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2.1 Présentation du sujet 

2.1.1 Epidémiologie des cancers 

Au seiŶ des NatioŶs UŶies, l͚OƌgaŶisatioŶ MoŶdiale de la SaŶtĠ ;OMSͿ est l͛autoƌitĠ diƌeĐtƌiĐe 

et coordonnatrice des travaux internationaux dans le domaine de la santé. Son agence de 

recherche sur le cancer, le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), a publié une 

Ġtude ŵoŶdiale suƌ l͛iŶĐideŶĐe et la ŵoƌtalitĠ des ĐaŶĐeƌs (IARC, 2008) qui présente le cancer 

comme une cause majeure de mortalité (13 %) après les maladies infectieuses (29.5 %). Les 

pƌiŶĐipauǆ ĐaŶĐeƌs paƌ les Ŷoŵďƌes de dĠĐğs paƌ aŶ soŶt daŶs l͛oƌdre décroissant : 

 Le cancer du poumon (1,37 million de décès) 

 Le ĐaŶĐeƌ de l͛estoŵaĐ ;ϳϯϲ ϬϬϬ dĠĐğsͿ 

 Le cancer du foie (695 000 décès) 

 Le cancer colorectal (608 000 décès) 

 Le cancer du sein (458 000 décès) 

EŶ FƌaŶĐe, l͛iŶstitut ŶatioŶal du CaŶĐeƌ ;INCAͿ, a puďliĠ ƌĠĐeŵŵeŶt uŶe Ġtude suƌ l͛ĠǀolutioŶ 

de la ŵoƌtalitĠ et l͛iŶĐideŶĐe des ĐaŶĐeƌs eŶ FƌaŶĐe (Binder-Foucard et al., 2013). En 2012, 355 000 

Ŷouǀeauǆ Đas oŶt ĠtĠ diagŶostiƋuĠs ;ϮϬϬ ϬϬϬ Đhez l͛hoŵŵe et ϭϱϱ ϬϬϬ Đhez la feŵŵeͿ, soit uŶ 

aĐĐƌoisseŵeŶt d͛eŶǀiƌoŶ ϭϭϬ % paƌ ƌappoƌt à ϭϵϴϮ. Cette augŵeŶtatioŶ d͛uŶ faĐteuƌ Ϯ est due à 

l͛aĐĐƌoisseŵeŶt de la populatioŶ ;ϯϭ %), au vieillissement de la population (34 %) et à 

l͛aĐĐƌoisseŵeŶt du ƌisƋue lui-même (43 %) (InVS and INCa, 2013). En termes de mortalité, chez 

l͛hoŵŵe, les tƌois ĐaŶĐeƌs les plus ŵoƌtels eŶ FƌaŶĐe soŶt le ĐaŶĐeƌ du pouŵon (21300 décès en 

2012), le cancer colorectal (9200 décès) et le cancer de la prostate (8900 décès). Chez la femme, le 

cancer du sein (11900 décès) est suivi du cancer du poumon (8600 décès) et du cancer colorectal 

(8400 décès). 

Les risques de cancer colorectal sont associés à une dimension socio-économique. Ils sont 

augmentés par une alimentation riche en viande et graisses animales ainsi que paƌ l͛oďĠsitĠ 

(Bardou et al., 2013). Si l͛effet pƌoteĐteuƌ des fƌuits et lĠguŵes est disĐutĠ (Key, 2011), l͛effet pƌo-

ĐaŶĐĠƌeuǆ de l͛alĐool est ĐlaiƌeŵeŶt Ġtaďli au-delà d͛uŶ ǀeƌƌe paƌ jouƌ (Fedirko et al., 2011). 
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2.1.2 Mécanismes moléculaires du cancer colorectal 

Mutations multiples. En 1990, Eric R. Fearon et Bert Vogelstein ont proposé un modèle 

génétique du cancer colorectal (Fearon and Vogelstein, 1990). Il est basé sur la nature monoclonale 

de la tumeur. La néoplasie colorectale est la conséquence de plusieurs mutations de proto-

oncogènes et de gènes suppresseurs de tumeurs. Plusieurs mutations sont nécessaires au 

dĠǀeloppeŵeŶt d͛uŶe tuŵeuƌ ŵaligŶe, ŶotaŵŵeŶt la ŵutatioŶ du gğŶe suppresseur de tumeur 

Adenomatous Polyposis Coli (APCͿ et l͛aĐtiǀatioŶ de l͛oŶĐogğŶe ǀ-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral 

oncogene (KRAS). Dans certains cas, une mutation dans un gène suppresseur de tumeurs, dont 

TP53, a un caractère dominant négatif (la ŵutatioŶ d͛uŶ seul allğle suffit pouƌ l͛eǆpƌessioŶ du 

phénotype). Ces mutations sont associées à des altérations de plusieurs régions chromosomiques 

(délétion de 1p, 5, 8p, 17p, 18q, 22q, insertion dans 8q, 1q, 20q). Les mutations impliquées sur les 

chromosomes 17 et 18 sont considérées comme importantes pour le caractère métastasique de la 

tumeur (Gonzalez-Gonzalez et al., 2013). 

Le récepteur EGF et sa voie de signalisation. Le facteur de croissance épidermique (Epidermal 

Growth Factor EGF) est une protéine soluble de 53 acides aminés sous sa forme mature. La liaison 

de l͛EGF à soŶ ƌĠĐepteuƌ ŵeŵďƌaŶaiƌe ;EFG‘Ϳ eŶtƌaiŶe uŶe ĐasĐade d͛ĠǀğŶeŵeŶts Ƌui aďoutisseŶt 

à uŶe pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe, uŶe ƌĠsistaŶĐe à l͛apoptose et à uŶe aŶgiogeŶğse ;Fig. 25). La 

mutation KRAS identifiée précédemment (35-45 % des tumeurs colorectales) concerne une des 

kiŶases de la ǀoie de sigŶalisatioŶ de l͛EFG‘. Les ƌĠĐepteuƌs de l͛EGF soŶt suƌeǆpƌiŵĠs daŶs la 

plupaƌt des tissus ĐaŶĐĠƌeuǆ. L͛utilisatioŶ d͛aŶtiĐoƌps aŶti-EGFR permet de bloquer la voie de 

signalisation et la prolifération cellulaire (Rodeck et al., 1987) et l͛utilisatioŶ d͛aŶtiĐoƌps aŶti-EGF 

(panitumumab, cetuximab) est proposée comme nouveau traitement du cancer colorectal 

métastasique. Cependant, les mutations KRAS, PIK3 et PTEN sont des biomarqueurs prédictifs de la 

résistance aux thérapies ciblées sur le récepteur EGF (Pritchard and Grady, 2011; Siena et al., 2009). 
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Figure 25. Voie de sigŶalisatioŶ du ƌĠĐepteuƌ à l’EGF ;EGFRͿ. Les ligands de la famille des EGFRs entrainent une 
dimérisation du récepteur et la phosphorylation de sa partie intracellulaire. Cette activation provoque une 
phosphorylation en cascade de kinases (Ras, Akt, mTOR, PI3K, ERK) qui activeront des facteurs de transcription 
impliqués notamment dans la prolifération. Illustration tirée de (Laurent-Puig et al., 2008) 

2.1.3 Traitement du cancer colorectal par le 5-fluorouracile (5FU) 

Le ϱFU est uŶ aŶalogue fluoƌĠ de l͛uƌaĐile. Il peut ġtƌe ŵĠtaďolisĠ Đoŵŵe l͛uƌaĐile et est 

iŶĐoƌpoƌĠ aloƌs daŶs l͛ADN sous sa foƌŵe dĠsoǆǇƌiďose ou daŶs l͛A‘N sous sa foƌŵe ribose (Fig. 26). 

La cible principale du 5FU est la thymidilate synthase (TS) qui est indispensable au métabolisme des 

bases pyrimidines. La thymidilate synthase catalyse la conversion de déoxyuridine monophosphate 

(dUMP) en déoxythymidine monophosphate (dTMP). Prenant la place du dUMP, le 5-FdUMP forme 

un complexe stable avec la TS, bloquant ainsi la production de dTMP nécessaire à la synthèse de la 

thǇŵidiŶe. Le dĠfiĐit eŶ thǇŵidiŶe Ƌui eŶ dĠĐoule est ĐoŵpeŶsĠ paƌ uŶe iŶĐoƌpoƌatioŶ d͛uƌidiŶe 

daŶs l͛ADN, Đette suďstitutioŶ de T eŶ U pƌoǀoƋuaŶt l͛apoptose (Longley et al., 2003). 

Le 5FU est métabolisé à plus de 80 % par la dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD) au 

niveau hépatique. (Heggie et al., 1987). Cette enzyme intervient dans le catabolisme des bases 

pyrimidiques et hydroxyle le 5FU, première étape de son catabolisme. Le 5FU est finalement 

ĠliŵiŶĠ sous foƌŵe de β-alanine fluorée. Une administration directement au niveau de la tumeur 

peƌŵettƌait d͛Ġǀiteƌ la dĠgƌadatioŶ du ŵĠdiĐaŵeŶt paƌ le foie et d͛augŵeŶteƌ sa ĐoŶĐeŶtƌatioŶ au 

niveau de la tumeur : la thĠƌapie gĠŶiƋue est uŶe des possiďilitĠs d͛adŵiŶistƌatioŶ loĐalisĠe du 

médicament. 
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Figure 26. Métabolisme du 5-fluoƌouƌaĐile. IŶĐoƌpoƌatioŶ à l’ADN. Le 5FU est transformé en 5-fluorodésoxyuridine 
monophosphate (FdUMP) par la thymidine kinase puis en 5-fluorouridine triphosphate (5-FdUTP) par deux pyrimidine 
kiŶases. Le ϱFdUTP est eŶsuite iŶĐoƌpoƌĠ à l͛ADN et iŶhiďe soŶ ŵĠtaďolisŵe. Le ϱ-FdUMP et également un inhibiteur de 
la thǇŵidǇlate sǇŶthase ;TSͿ ŶĠĐessaiƌe au ŵĠtaďolisŵe des pǇƌiŵidiŶes. D͛après (Lecomte et al., 2006) 

2.1.4 Thérapie génique par la 5-Fluorocytosine (5FC) 

Le 5FU est hautement toxique et son efficacité dépend fortement des variabilités génétiques 

des patients (Lecomte et al., 2006). Il est possible de contourner les problèmes liés à une 

administration systémique en utilisant une approche de thérapie génique. Le principe est basé sur 

l͛adŵiŶistƌatioŶ de la pƌodƌogue, la ϱ-fluorocytosine (5FC), qui est ensuite métabolisée en 5-

fluorouracile (5FU) par une enzyme, la cytosine désaminase (CD). La CD étant absente chez 

l͛hoŵŵe, soŶ gğŶe est appoƌtĠ paƌ uŶ ǀeĐteuƌ ǀiƌal ou des Đellules souĐhes tƌaŶsfoƌŵĠs aǀeĐ le 

gène CD (Cihova et al., 2011). L͛utilisatioŶ de Đellules souches mésenchymateuses (MSCs) 

présentant des affinités particulières pour les tumeurs permettrait de cibler la production de 5FU 

au Ŷiǀeau des tissus ĐaŶĐĠƌeuǆ. La pƌeuǀe de pƌiŶĐipe a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe paƌ l͛utilisatioŶ de 

xénogreffes de tumeurs de colon humain chez la souris. 89 % des tumeurs injectées avec des MSCs 

transformées disparaissent après 24 jours de traitement (n=9) alors que les contrôles non traités 

développent tous des tumeurs (Kucerova et al., 2008). Du fait des différences de DL50 entre 5FC et 

5FU, respectiveŵeŶt ϭϱϬϬϬ ŵg/kg et ϭϭϱŵg/kg paƌ ǀoie oƌale Đhez la souƌis, l͛adŵiŶistƌatioŶ de 

5FC peut être réalisée à des doses importantes,soit 500mg/kg chez la souris. 

Ϯ.ϭ.ϱ OďjeĐtif de l͛Ġtude 

Les mécanismes moléculaires de la thérapie génique CD/5FC sur des cellules cancéreuses de 

colon de rat ont été étudiés sur la lignée cellulaire, DHD/K12/PROb (PROb), qui est transfectée par 

le gène CD (PRObCD). Après vérification que le traitement par 5FC induisait une mort cellulaire 
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spécifique de la métabolisation du 5FC en 5FU par le gène CD transfecté, le protéome des cellules 

traitées par la 5FC a été comparé au protéome des cellules non traitées (CT) daŶs l͛oďjeĐtif 

d͛ideŶtifieƌ des Ŷiǀeauǆ d͛eǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue affeĐtĠs paƌ la thĠƌapie gĠŶiƋue. 

2.2 Choix analytiques 

Electrophorèse bidimensionnelle. La séparation des extraits protéiques a été réalisée par 

électrophorèse bidimensionnelle suivant des conditions standards : première dimension sur 

bandelettes de gradient de pH (IPG) entre pH 3 à 10, deuxième dimension en SDS PAGE sur gel à 10 

% d͛aĐƌǇlaŵide apƌğs ƌĠduĐtioŶ des ďaŶdelettes IPG paƌ le Dithiothréitol et alkylation par 

l͛iodoaĐĠtaŵide. Les pƌotĠiŶes oŶt ĠtĠ dĠteĐtĠes paƌ uŶe ĐoloƌatioŶ au ďleu de Cooŵassie Đolloïdal 

puis les gels ont été scannés et analysés par un logiĐiel dĠdiĠ à l͛ĠleĐtƌophoƌğse ďidiŵeŶsioŶŶelle 

(ImageMaster 2D Platinum, Amersham Bioscience). 

Identification par MALDI-TOF. Les spots doŶt l͛iŶteŶsitĠ Ġtait sigŶifiĐatiǀeŵeŶt ŵodifiĠe paƌ 

le traitement 5FC ont été identifiés par MALDI-TOF (Voyager DE PRO, PerSeptive Biosystems) après 

digestion à la trypsine et cristallisation dans une matrice α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) 

suƌ uŶ suppoƌt de ŶitƌoĐellulose. L͛ideŶtifiĐatioŶ des pƌotĠiŶes à paƌtiƌ de l͛eŵpƌeiŶte peptidiƋue 

massique obtenue a été réalisée avec le logiciel Aldente (Expasy, base Swissprot). 

Analyse par Western Blot. Les modifications post-traductionnelles de l͛HSPϵϬ oŶt ĠtĠ 

étudiées par Western Blot avec des anticorps anti-acétyl-lysine, anti-phosphosérine et anti-

phosphotyrosine. 

Identification par LC-ESI-IT. Un système LC-trappe ionique (Surveyor - LCQ XP, 

TheƌŵoFiŶŶigaŶͿ a ĠtĠ utilisĠ pouƌ l͛ideŶtifiĐatioŶ des modifications post-traductionnelles. Une 

colonne Hypersil C18 (200 µm x 10 cm) a été utilisée avec une source électrospray à 5 µl/min. Un 

ŵode d͛aĐƋuisitioŶ ĐlassiƋue pouƌ Đe geŶƌe d͛iŶstƌuŵeŶt a ĠtĠ utilisĠ ;ϭ sĐaŶ MS suiǀi de ϯ sĐaŶs 

MS/MS des ϯ ioŶs les plus iŶteŶses du sĐaŶ MSͿ. L͛ideŶtifiĐatioŶ des peptides a ĠtĠ ƌĠalisĠe paƌ le 

logiciel Bioworks 3.1 (Thermo Scientific). 
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2.3 Résultats 

2.3.1 Publication 

Ce tƌaǀail a fait l͛oďjet d͛uŶe puďliĐatioŶ : « Treatment of colon cancer cells using cytosine 

deaminase/5-fluorocytosine suicide system induces apoptosis, modulation of the proteome, and 

HSP90 phosphorylation ». 

 Les résultats ont été oďteŶus à paƌtiƌ d͛uŶe Đultuƌe de Đellule cancéreuse de colon 

transformée par le gène CD. Deux conditions de culture ont été comparées ; la première condition 

(notée FC) correspond aux cellules transformées et traitées par le 5FC ; la deuxième condition 

(notée CT) est le contrôle et correspond aux cellules transformées mais non traitées par le 5FC. 

Sans traitement par le 5FC, les cellules poussent rapidement et adhèrent à la boite de Pétri. 

L͛eǆpƌessioŶ du ŵaƌƋueuƌ aŶŶeǆiŶe V et l͛iŶĐoƌpoƌatioŶ d͛ioduƌe de pƌopidiuŵ oŶt ĠtĠ ŵesuƌĠs paƌ 

cryométrie de flux. Lorsque le 5FC est ajouté au milieu, le nombre de cellules adhérentes au 

plastique diminue rapidement et les cellules flottantes expriment les marqueurs de la mort 

cellulaire ; annexine V (apoptose) et iodure de propidium (nécrose). Si le 5FC est ajouté au milieu de 

Đultuƌe des Đellules ŶoŶ tƌaŶsfoƌŵĠes, auĐuŶe ŵoƌt Đellulaiƌe Ŷ͛est oďseƌǀĠe. 

Les différentes conditions de cultures testées ont permis de montrée que le gène CD seul 

comme le précurseur 5FC seul ne présentaient pas de toxicité intrinsèque. Seules les cellules 

transfectées par le gène CD sont sensibles au 5FC. La paƌtie pƌotĠoŵiƋue de l͛aƌtiĐle pƌĠseŶte uŶe 

analyse par électrophorèse bidimensionnelle et une identification de protéines par LC-ESI-MS. Afin 

de permettre une analyse quantitative, les électrophorèses bidimensionnelles ont été répétées et 

les images ont été quantifiées. Dix-neuf protéines sont significativement affectées par le traitement 

CD/5FC. Parmi elles, la protéine HSP90 est identifiée dans un spot dont le point isoélectrique varie 

en fonction du traitement, de 5.5 à 5.1 pour respectivement la condition contrôle et la condition 

traitement. 

L͛aŶalǇse paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse a peƌŵis la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ d͛uŶ site de phosphorylation 

sur la sérine 254. La thérapie génique CD/5FC appliquée à des cellules cancéreuse de colons active 

pƌoďaďleŵeŶt l͛eǆpƌessioŶ de kiŶases doŶt uŶ suďstƌat est l͛HSPϵϬ. 
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2.3.2 Résultats complémentaires 

Electrophorèse bidimensionnelle 

Variabilité des images. Apƌğs tƌaiteŵeŶt ϱFC, la foƌŵe phosphoƌǇlĠe de l͛HSPϵϬ ;spot ϭϮϯͿ 

est un spot majoritaire sur le gel 2D (voir article et Figure 27). Son caractère remarquable de 

présence/absence en fonction du traitement rend son analyse quantitative excessivement simple. 

Cette situation est exceptionnelle, car la plupart des spots présente des variations discrètes entre 

les deux conditions, avec des rapports de volume 5FC/CT allant de 0.5 à 2.5. Dans ce cas, les valeurs 

moyennes obtenues à partir de plusieurs gels sont utilisées après étude de la variabilité des 

données. En pratique, les variations peuvent être étudiées avec un même échantillon mesuré 

plusieurs fois (répétitions techniques pour déterminer la répétabilité) ou avec des échantillons 

diffĠƌeŶts ;ƌĠpĠtitioŶ ďiologiƋue puƌ dĠteƌŵiŶeƌ la ƌepƌoduĐtiďilitĠͿ. A titƌe d͛eǆeŵple, les 

répétitioŶs ďiologiƋues de la ĐoŶditioŶ ϱFC pouƌ la zoŶe du gel ĐoŶteŶaŶt les spots de l͛HSPϵϬ soŶt 

présentées dans la Figure 27. 

 

Figure 27. Quatre répétitions biologiques de la condition 5FC. Les 4 répétitions biologiques présentées ici montrent 
des différences marquées par des flèches jaune ou rouge. Les spots 122 et 123 correspondent respectivement à la 
foƌŵe ŶoŶ phosphoƌǇlĠe et la foƌŵe phosphoƌǇlĠe de l͛HSPϵ0.  

Malgré une bonne reproductibilité globale des gels, certains spots apparaissent ou 

disparaissent au gré des échantillons, indépendamment du traitement. Les spots pointés par une 

flèche rouge et une flèche jaune sur la Figure 27 illustrent cette observation. En effet, alors que les 

spots environnants sont identiques pour les différents échantillons, ces deux spots ont des 

comportements particuliers, avec une variabilité importante du deuxième spot (flèche jaune), allant 

de l͛aďseŶĐe à la pƌĠseŶĐe sous forme de spots, de trainée ou de chapelet. Ces variations ne sont 

pas observées lors de répétitions techniques, elles sont propres aux échantillons. Il pourrait 
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seŵďleƌ suƌpƌeŶaŶt Ƌu͛uŶe Đultuƌe de Đellules ŵoŶoĐloŶales puisse eǆpƌiŵeƌ des pƌotĠiŶes d͛uŶe 

manière différente pour une même condition de culture. Il est possible que ces variations 

dépendent de la densité de cellules dans la boite de Petri. 

Effet de la densité de cellules. Une condition supplémentaire a été rajoutée er correspond aux 

cellules ProbCD ĐultiǀĠes jusƋu͛à ĐoŶflueŶĐe. ;Fig. 28). 

 

Figure 28. DĠteĐtioŶ de l’HPϵϬ eŶ foŶĐtioŶ du tƌaiteŵeŶt. Les spots 122 (pI=5.1) et 123 (pI = 5.5) correspondent à 
l͛HSP90. Conditions 5FC, CT et CT à confluence (conf). Les cellules sont soit présentes en petits amas (condition CT), soit 
soŶt eŶ ĐoŶtaĐt suƌ l͛eŶseŵďle de la ďoite ;ĐoŶditioŶ ĐoŶfͿ. Les histogƌaŵŵes pƌĠseŶteŶt les ǀoluŵes des spots ϭϮϮ et 
123 dans les 3 conditions. 

La condition 5FC présente un spot majeur en position 123 alors que le spot 122 est absent. 

Inversement la condition CT présente un spot majeur en position 122 alors que le spot 123 est 

absent. Une situation intermédiaire est obtenue avec les cellules non traitées qui atteignent la 

confluence : les spots 122 et 123 sont présents en quantité équivalente, ainsi que 3 spots 

intermédiaires (Fig.28, gel de droite). Les différents spots intercalés entre le spot 122 et 123 

ĐoƌƌespoŶdeŶt aussi à l͛HSPϵϬ, mais leur plus faiďle ƋuaŶtitĠ paƌ ƌappoƌt auǆ spots ϭϮϮ et ϭϮϯ Ŷ͛a 

pas peƌŵis d͛ideŶtifieƌ les modifications post-traductionnelles correspondantes. Leur décalage vers 

la gauche (pI plus bas) par rapport au spot 122 suggère que des fonctions basiques sont 

neutralisées ou que des fonctions acides sont ajoutées.  

Retraitement des données de spectrométrie de masse 

UŶe ĠǀolutioŶ ŵajeuƌe des logiĐiels d͛iŶteƌƌogatioŶ des ďases de doŶŶĠes est l͛utilisatioŶ d͛uŶ 

Ŷouǀeauǆ paƌaŵğtƌe pouƌ Ġtaďliƌ la ǀaliditĠ de l͛ideŶtifiĐatioŶ ; le taux de faux positifs (FDR pour 

False Discovery Rate). Les différences obserǀĠes eŶtƌe l͛aƌtiĐle et les ƌĠsultats pƌĠseŶtĠs Đi-dessous 

soŶt la ĐoŶsĠƋueŶĐe de l͛utilisatioŶ d͛uŶ logiciel d͛ideŶtifiĐatioŶ plus récent (Proteome Discoverer® 

1.4). Cette nouvelle version utilise le même algorithme de corrélation, Sequest®, développé par 

Jimmy Eng (Eng et al., 1994) mais Proteome Discoverer® utilise une base dite reverse pour calculer 

le taux de faux positifs (FDR) et réajuster les seuils des scores de validation. Les résultats suivants 

sont établis avec un FDR<1 % ; 1 % des séquences présentées ici sont donc identifiées à tort. 
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IdeŶtifiĐatioŶ de l’HSPϵϬ 

L͛HSPϵϬ eǆiste sous plusieuƌs isofoƌŵes. Chez le ƌat ;Rattus norvegicus), deux isoformes sont 

décrites dans les bases de données protéiques : 

 P82995 : l͛HSPϵϬα ou Heat shock 86 kDa(HSP86), nom du gène Hsp90aa1, chrom 6 

 P34058 : l͛HSPϵϬβ ou Heat shock 84 kDa (HSP84) nom du gène Hsp90ab1, chrom 9 

Les deux séquences présentent 85 % d͛hoŵologie et soŶt foƌteŵeŶt ĐoŶseƌǀĠes, elles 

possèdent plus de 99 % d͛hoŵologie aǀeĐ leuƌs hoŵologues daŶs le gĠŶoŵe d͛autƌes ŵaŵŵifğƌes 

sĠƋueŶĐĠs ;souƌis, ďoǀiŶ, siŶge, huŵaiŶ etĐ…Ϳ. 

L͛aŶalǇse du spot ϭϮϯ paƌ LC-trappe ionique a permis d͛ideŶtifier distinctement les deux 

isoformes (Tableau 7). Douze peptides sont communs aux deux protéines, 34 sont spécifiques de 

l͛HSPϵϬβ et 23 sont spécifiques de l͛HSPϵϬα. La présence de ces deux protéines dans un même spot 

est certainement due au fait que les deux isoformes ont à la fois un point isoélectrique presque 

identiques (5.01 et 5.03) et une masse moléculaire très proche (84 815 et 83 281 Da). 

Tableau 7. Liste des peptides identifiés dans le spot 123 

 

P34058 - Heat shock protein HSP 90B P82995 - Heat shock protein HSP 90A P34058 & P82995

Séquence Modification Séquence Modification Séquence Modification

IEDVGSDEEDDSGK S6(+80) VVDSEDLPLNISR S4(+80) TLTIVDTGIGMTK M11(+16)

IEDVGSDEEDDSGKDK S6(+80) ESDDKPEIEDVGSDEEEEEKK S13(+80) HNDDEQYAWESSAGGSFTVR

IEDVGSDEEDDSGKDKK S6(+80) HGLEVIYMIEPIDEYCVQQLK M8(+16); C16(+57) YIDQEELNK

EKEISDDEAEEEK S5(+80) YYTSASGDEMVSLK M10(+16) EDQTEYLEER

LVSSPCCIVTSTYGWTANMER P5(+16); C6(+57); C7(+57); M19(+16) LVTSPCCIVTSTYGWTANMER C6(+57); C7(+57); M19(+16) EKYIDQEELNK

LVSSPCCIVTSTYGWTANMER C6(+57); C7(+57); M19(+16) HGLEVIYMIEPIDEYCVQQLK C16(+57) ELHINLIPNKQDR

RGFEVVYMTEPIDEYCVQQLK M8(+16); C16(+57) CLELFTELAEDKENYK C1(+57) GVVDSEDLPLNISR

GFEVVYMTEPIDEYCVQQLK M7(+16); C15(+57) CLELFTELAEDKENYKK C1(+57) EGLELPEDEEEKKK

VFIMDSCDELIPEYLNFIR M4(+16); C7(+57) LIINTFYSNK HFSVEGQLEFR

YHTSQSGDEMTSLSEYVSR M10(+16) NPDDITNEEYGEFYK VILHLKEDQTEYLEER

TKPIWTRNPDDITQEEYGEFYK K2(Acetyl) HLEINPDHSIIETLR YESLTDPSK

AKFENLCK C7(+57) ADLINNLGTIAK YESLTDPSKLDSGK

KCLELFSELAEDKENYK C2(+57) RAPFDLFENR

GFEVVYMTEPIDEYCVQQLK C15(+57) HSQFIGYPITLFVEK

CLELFSELAEDK C1(+57) DQVANSAFVER

CLELFSELAEDKENYK C1(+57) APFDLFENR

CLELFSELAEDKENYKK C1(+57) ELISNSSDALDK

APFDLFENK FYEQFSK

EEEDKEDEEKPK HIYFITGETK

ELISNASDALDK IINTFYSNK

EQVANSAFVER LGIHEDSQNR

FYEAFSK SLIINTFYSNK

GEKEEEDKEDEEKPK SLTNDWEEHLAVK

HLEINPDHPIVETLR

HSQFIGYPITLYLEK

KHLEINPDHPIVETLR

LGIHEDSTNR

NPDDITQEEYGEFYK

RAPFDLFENK

RAPFDLFENKK

RLSELLR

SIYYITGESK

SLTNDWEDHLAVK

YHTSQSGDEMTSLSEYVSR
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Alors Ƌu͛uŶe seule phosphoƌǇlatioŶ Ġtait ideŶtifiĠe loƌs de l͛ĠĐƌituƌe de l͛aƌtiĐle, le ƌetƌaiteŵeŶt des 

doŶŶĠes paƌ Pƌoteoŵe DisĐoǀeƌeƌ® ϭ.ϰ peƌŵet d͛ideŶtifiĠ ϰ phosphoƌǇlatioŶs suƌ sĠƌiŶe, uŶe 

acétylation sur lysine et une hydroxylation de Proline. 

Identification de nouvelles modifications post-traductionnelles. 

Des Western blots ont été réalisés avec des anticorps anti-acétyllysine, anti-phosphotyrosine 

et anti-phosphosĠƌiŶe pouƌ les ĐoŶditioŶs ϱFC et CT. La dĠteĐtioŶ de l͛aĐĠtǇllǇsiŶe est positiǀe pouƌ 

les Ϯ spots de l͛HSPϵϬ et auĐuŶe phosphotǇƌosiŶe Ŷ͛est dĠteĐtĠe. Paƌ ĐoŶtƌe, l͛aŶtiĐoƌps aŶti-

phosphosérine détecte spécifiquement le spot 123 induit par la condition 5FC (article, Fig. 3). 

Suite à ce premier résultat, une purification sur phase TiO2 (GL Science, Japon) a été réalisée 

eŶ ďatĐh ;iŶĐuďatioŶ eŶ EppeŶdoƌf de l͛hǇdƌolǇsat dessalĠ aǀeĐ de la phase TiO2). Le tampon de 

charge et de rinçage (0.1 % TFA, 30 % ACNͿ Ŷ͛a pas peƌŵis d͛ĠliŵiŶeƌ les peptides ƌiĐhes eŶ D et E, 

seuls peptides ideŶtifiĠs paƌ l͛Ġlution 0.5M NH4OH. 

Face à cet échec, plusieurs spots 123 provenant de différents gels ont été excisés et réunis, 

puis des clivages protéolytiques à la trypsine, à la protéase V8 (GluC) et la protéinase K ont été 

effectués. Les digestions à la protéinase K et GluC ont produit peu de peptides identifiés par 

MS/MS, aloƌs Ƌue la digestioŶ à la tƌǇpsiŶe a peƌŵis l͛ideŶtifiĐation de 4 sites de phosphorylation, 

un peptide acétylé et un peptide hydroxylé sur une proline (Tableau 7). Ces modifications sont 

attribuées saŶs aŵďigüitĠ à l͛uŶe ou l͛autƌe HSP90 mais une interrogation Blast des séquences 

identifiées par MS montre Ƌue les sites de phosphoƌǇlatioŶ, d͛aĐĠtǇlatioŶ et d͛hǇdƌoǆǇlatioŶ soŶt 

présents sur les deux HSP90 (Tableau 8).  

Tableau 8 : Modifications pos-tƌaduĐtioŶŶelles oďseƌvĠes suƌ l’HSPϵϬ par MS et Blast. 

 En rouge les homologies de séquences entre les deux isoformes. 

La phosphorylation de la sérine en position 255 de l͛HSPϵϬβ est caractérisée par 

l͛ideŶtifiĐatioŶ du peptide tƌǇpsiƋue phosphoƌǇlĠ avec 0, 1 et 2 miscleavages, soit les séquences 

respectives IEDVGSDEEDDSGK, IEDVGSDEEDDSGKDK, IEDVGSDEEDDSGKDKK (Fig. 29). Pour les 3 

peptides, la perte du phosphate produit un ion intense [M +2H - H3PO4]2+ et dans le cas du peptide 

P34058 - Heat shock protein HSP 90 béta P82995 - Heat shock protein HSP 90 alpha

Séquence Modification Séquence Modification

(250)IEDVGSDEEDDSGK(263) S255 (phospho) MS (258)IEDVGSDEEEEEKK(271) S263 (phospho) MS

(222)EKEISDDEAEEEK(234) S226 (phospho) MS (227)DKEVSDDEAEEK (238) Blast

(584)LVSSPCCIVTSTYGWTANMER(604) P588 (hydroxyl) MS (593)LVTSPCCIVTSTYGWTANMER(613) Blast

(285)TKPIWTRNPDDITQEEYGEFYK(306) K286 (Acetyl) MS (294)TKPIWTRNPDDITNEEYGEFYK(315) Blast

(380)VVDSEDLPLNISR(392) S383 (phospho) Blast (389)VVDSEDLPLNISR(401) MS
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IEDVGSDEEDDSGKDKK, la perte de neutre produit un pic majoritaire qui masque les ions de 

séquence. Malgré cette situation défavorable, le spectre MS/MS permet tout de même 

l͛ideŶtifiĐatioŶ du peptide daŶs la ďase de doŶŶĠes Đoŵplğte ;ϮϳϮϱϭ sĠƋueŶĐesͿ. La présence de 

miscleavages est rarement observée. Ici, cinq des six peptides qui contiennent les modifications 

post traductionnelles ont des lysines internes. Cette digestion partielle est fortuite, elle est la 

conséquence de regroupement de plusieurs spots 2D dans un même tube. La digestion trypsique a 

été réalisée sur des volumes de gel plus importants que la normale, sans augmenter suffisamment 

la quantité de trypsine. 

 

Figure 29 : spectres MS/MS annotés des peptides portant S254 phosphorylée. De haut en bas, IEDVGSDEEDDSGK, 
IEDVGSDEEDDSGKDK, IEDVGSDEEDDSGKDKK. 
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Le chromatogramme du pic de base (BP pour Base Peak) pour un hydrolysat trypsique du spot 123 

est présenté sur la Figure 30 et les chromatogrammes correspondant aux trois peptides 

phosphorylés sont présentés en dessous. Ces ioŶs Ŷ͛appaƌaisseŶt pas daŶs le tƌaĐĠ BP, l͛iŶteŶsitĠ 

des ions phosphopeptides étant trop faible. Ils apparaissent par contre clairement lorsque le signal 

ĐoƌƌespoŶdaŶt à leuƌ ŵ/z est eǆtƌait. OŶ peut ĐoŶstateƌ Ƌu͛ils soŶt ĠluĠs eŶ dĠďut de gƌadieŶt et 

Ƌue l͛additioŶ de lǇsiŶe ;KͿ et l͛additioŶ d͛aĐide aspaƌtiƋue ;DͿ diŵiŶue la ƌĠteŶtioŶ du peptide.  

 

Figure 30. LC-MS de l’hǇdƌolǇsat tƌǇpsiƋue de l’HSPϵϬ phosphoƌǇlĠe, spot 123. De haut en bas : chromatogrammes du 
piĐ de ďase, de l͛ioŶ m/z = 973.7 (IEDVGSDEEDDSGKDKKͿ, de l͛ioŶ m/z = 909.5 (IEDVGSDEEDDSGKDK), de l͛ioŶ m/z = 
787.6 (IEDVGSDEEDDSGK). 

L͛hǇdƌolǇse paƌtielle du spot a ĠgaleŵeŶt peƌŵis d͛ideŶtifieƌ uŶe aĐĠtǇlatioŶ eŶ positioŶ Ϯ suƌ le 

peptide TKPIWTRNPDDITQEEYGEFYK. Le spectre MS/MS correspondant est présenté Figure 31, il 

ŵoŶtƌe uŶe sĠƌie d͛ioŶs Ǉ ŵajoƌitaiƌes Ƌui est Đoŵplete de l͛ioŶ Ǉ2 à l͛ioŶ Ǉ13 et qui permet un 

séquençage de novo. Ce peptide Ŷ͛aǀait pas ĠtĠ ideŶtifiĠ loƌs de la puďliĐatioŶ de l͛aƌtiĐle ŵalgƌĠ la 

qualité de sa fragmentation. Sa valeur de Xcorr (valeur de corrélation entre les spectres théoriques 

et expérimentaux) est égale à 2.94 daŶs l͛aƌticle alors que le seuil de sélection avait été fixé à 3.3. Il 

a donc été automatiquement exclu de la liste de peptides identifiés. Lors du retraitement des 

données, la valeurs de XCorr pour les ions tri-chargés a été ajustée automatiquement à une valeur 

inférieure à 2.9 pour permettre un FDR < 1 % ; le peptide acétylé a donc été sélectionné. 



- 89 - 

 

Figure 31. Spectre MS/MS du peptide acétylé en position 286. m/z = 924.6, z=3. La séquence identifiée 
(TK*PIWTRNPDDITQEEYGEFYK). Paramètres de validation Sequest : XCorr = 2.94, rank =1. 

2.4 Discussion 

Les aŶŶĠes passĠes eŶtƌe la puďliĐatioŶ de l͛aƌtiĐle et le ƌetƌaiteŵeŶt des données avec de 

nouveaux outils logiciels ont mis à jour un certain nombre de données supplémentaires par rapport 

à l͛aƌtiĐle puďliĠ daŶs Molecular Cancer Therapeutics. L͛HSPϵϬβ identifiée dans le spot 123 induits 

par le traitement 5FC avait pour seule modification la phosphorylation S255. Le retraitement des 

doŶŶĠes a peƌŵis d͛ideŶtifieƌ la pƌĠseŶĐe ĐoŶĐoŵitaŶte de l͛HSPϵϬα. Cette observation modifie 

seŶsiďleŵeŶt la ĐoŶĐlusioŶ de l͛aƌtiĐle puisƋue la ǀaƌiatioŶ iŶduite paƌ le tƌaiteŵeŶt ϱFC est du type 

« on/off » ŶoŶ seuleŵeŶt pouƌ l͛HSPϵϬβ ŵais aussi pouƌ l͛HSPϵϬα. Par ailleurs, de nouvelles 

modifications pos-traductionnelles ont été identifiées (2 phosphorylations sur S226 et S383, une 

hydroxylation sur P588 et une acétylation sur K286) (Tableau 8Ϳ. L͛aĐĠtǇlatioŶ aǀait ĠtĠ ĐaƌaĐtĠƌisĠe 

par Western Blot dans les deux spots 122 (pI = 5.5) et 123 (pI = 5.1) ; elle Ŷ͛eǆpliƋue doŶĐ pas le 

dĠplaĐeŵeŶt du spot de pI ϱ.ϱ à pI ϱ.ϭ. Paƌ ĐoŶtƌe, l͛aŶalǇse paƌ WesteƌŶ ďlot aǀait ĠgaleŵeŶt 

peƌŵis d͛ideŶtifier une phosphorylation spécifique du spot 123 et la sérine 255 de l͛HSPϵϬ β avait 

ĠtĠ ideŶtifiĠe Đoŵŵe phosphoƌǇlĠe. IĐi, le ƌetƌaiteŵeŶt des doŶŶĠes a peƌŵis d͛ideŶtifieƌ deuǆ 

autres sérines phosphorylées en position 226 et 383. 

Sachant que (1) le spot ϭϮϮ ĐoŶtieŶt l͛HSPϵϬα et l͛HSPϵϬβ, (2) ce spot disparaît entièrement 

au pƌofit du spot ϭϮϯ loƌs du tƌaiteŵeŶt ϱFC, ;ϯͿ le spot ϭϮϯ ĐoŶtieŶt l͛HSPϵϬα et l͛HPϵϬβ, Il est 

probable que les modifications post-traductionnelles responsables du changement de point 

isoĠleĐtƌiƋue ĐoŶĐeƌŶeŶt à la fois l͛HSPϵϬα et l͛HSPϵϬβ ďieŶ Ƌue le logiĐiel d͛ideŶtifiĐatioŶ 

Ŷ͛attƌiďue les peptides phosphoƌǇlĠs Ƌu͛à uŶe seule des HSPs. La ƌeĐheƌĐhe de sĠƋueŶĐes 

homologues par BLAST montre que les sites de phosphorylations sont présents sur les deux HSPs 

(Tab. 8), il y a donc bien une phosphorylation des deux HSPs. Cette observation pointe du doigt le 
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pƌoďlğŵe des ideŶtifiĐatioŶs ďasĠes suƌ l͛appƌoĐhe Bottom-up ; les protéines sont identifiées à 

partir de peptides ne couvrant pas la totalitĠ de la sĠƋueŶĐe pƌotĠiƋue et l͛ideŶtifiĐatioŶ de 

peptides spĠĐifiƋues d͛uŶe isofoƌŵe Ŷe peƌŵet de ĐoŶĐluƌe Ƌu͛à la seule pƌĠseŶĐe de l͛isofoƌŵe eŶ 

ƋuestioŶ. DaŶs le Đas pƌĠseŶt, les doŶŶĠes d͛ĠleĐtƌophoƌğse et de speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse 

permettent de ĐoŶĐluƌe, ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à Đe Ƌue suggğƌe le logiĐiel d͛ideŶtifiĐatioŶ, Ƌue les sĠƌiŶes 

phosphorylées sont présentes à la fois suƌ l͛HSPϵϬα et l͛HSPϵϬβ. 

Paradoxalement, le retraitement récent des données diminue la couverture de séquences de 

l͛HSPϵϬ. L͛aƌtiĐle pƌĠseŶtait ϳϭ % de Đouǀeƌtuƌe, il Ŷ͛Ǉ a plus ŵaiŶteŶaŶt Ƌue ϱϬ % de la séquence 

identifiée. Cette différence provient assurément de la gestion des faux positifs qui sont maintenant 

ajustés à moins de 1 % aloƌs Ƌue leuƌ dĠteƌŵiŶatioŶ Ŷ͛Ġtait pas ƌéalisée auparavant. Les seuils 

appliƋuĠes pƌĠĐĠdeŵŵeŶt ĠtaieŶt foŶĐtioŶ d͛uŶ sĐoƌe ;XĐoƌƌ, spͿ doŶt le ĐalĐul est seŶsiďle au 

nombre de charges z. Les seuils de Xcorr fixés pour les différentes valeurs de z étaient fonction de 

l͛ĠǀaluatioŶ ŵaŶuelle a posteriori des spectres MS/MS et de leur corrélation avec les fragments 

thĠoƌiƋues. Cette ĠǀaluatioŶ ǀisuelle de l͛ideŶtifiĐatioŶ ƌeposait suƌ deuǆ Đƌitğƌes pƌiŶĐipauǆ ; (i) 

l͛affeĐtatioŶ des ioŶs les plus iŶteŶses du speĐtƌe eǆpĠƌiŵeŶtal à des ioŶs thĠoƌiƋues, (ii) la 

pƌĠseŶĐe de petites sĠƌies d͛ioŶs daŶs le speĐtƌe eǆpĠƌiŵeŶtale. L͛utilisatioŶ d͛uŶ FD‘ fiǆĠ à ϭ % et 

la diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďƌe de peptides ideŶtifiĠs Ƌui eŶ ƌĠsulte ŵoŶtƌe Ƌue l͛ĠǀaluatioŶ ŵaŶuelle a 

abouti à une sélection erronée de peptide. Paradoxalement, de nouveaux peptides sont identifiés, à 

l͛iŵage du peptide IEDVGSDEEDDSGKDK dont le spectre MS/MS ne permettrait pas une validation 

manuelle (Fig. 29). 

L͛ĠleĐtƌophoƌğse ďidiŵeŶsioŶŶelle est aujouƌd͛hui d͛uŶe utilisatioŶ de ŵoiŶs eŶ ŵoiŶs 

fréquente et l͛aŶalǇse ƋuaŶtitatiǀe des hǇdƌolǇsats est deǀeŶue la teĐhŶiƋue de ƌĠfĠƌeŶĐe. OŶ peut 

cependant se demander quel résultats auraient produit une analyse quantitative par LC-MS ? 

L͛Ġtude ƋuaŶtitatiǀe des peptides totauǆ Ŷ͛auƌait pas peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe l͛HSPϵϬ, 

puisƋue sa ƋuaŶtitĠ totale Ŷe ǀaƌie pas. Paƌ ĐoŶtƌe, l͛aŶalǇse des peptides apƌğs eŶƌiĐhisseŵeŶt des 

peptides phosphoƌǇlĠs auƌait peƌŵis d͛ideŶtifieƌ la phosphoƌǇlatioŶ de l͛HSPϵϬ saŶs pouƌ autaŶt 

identifier les autres protéines non modifiĠes et disĐutĠes daŶs l͛aƌtiĐle. Il appaƌait doŶĐ iŵpoƌtaŶt 

d͛aŶalǇseƌ daŶs le Đadƌe d͛uŶe appƌoĐhe phosphopƌotĠoŵiƋue paƌ LC-MS à la fois les 

phosphopeptides et les peptides totaux. 
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CHAPITRE ϯ : 

Etude Coŵpaƌative des Đhƌoŵatogƌaphies d’affiŶitĠ IMAC et MOAC 
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3.1 Introduction 

Le Đhapitƌe pƌĠĐĠdeŶt a ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe pƌotĠiŶe, l͛HSPϵϬ, aǀait uŶ Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ 

ĐoŶstaŶt ŵais Ƌue sa phosphoƌǇlatioŶ Ġtait ĐaƌaĐtĠƌistiƋue du tƌaiteŵeŶt appliƋuĠ. Coŵŵe l͛illustƌe 

cet exemple, la plupart des activités cellulaires telles que le métabolisme, le cycle cellulaire, 

ŵoďilitĠ Đellulaiƌe, etĐ. Ŷe peuǀeŶt ġtƌe ĐaƌaĐtĠƌisĠes à paƌtiƌ de l͛ideŶtifiĐatioŶ des seules 

protéines sans prendre en compte les modifications post-traductionnelles qui activent, inhibent ou 

ŵoduleŶt l͛aĐtiǀitĠ des pƌotĠiŶes. A Đe titƌe, la phosphoƌǇlatioŶ pƌeŶd uŶe plaĐe paƌtiĐuliğƌe daŶs le 

monde des modifications post-traductionnelles, car elle correspond au système de régulation le 

plus étudié à ce jour. 

D͛uŶ poiŶt de ǀue ďioĐhiŵiƋue, l͛ideŶtifiĐatioŶ des phosphopƌotĠiŶes et la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ des 

sites de phosphorylation sont confrontés à la difficulté de purifier une fraction minoritaire et 

hétérogène, les phosphopeptides, dans un mélange complexe de peptides tout aussi hétérogènes 

eŶ teƌŵes de pI, de ŵasse ou d͛hǇdƌophoďie. Les phosphopeptides soŶt des peptides ƌaƌes, à la fois 

du point de vue quantitatif (faible abondance relative) et qualitatif (ils représentent un faible 

pouƌĐeŶtage de la ĐoŵpositioŶ d͛uŶe pƌotĠiŶeͿ. L͛aŶalǇse de l͛eŶseŵďle des phosphopeptides 

ŶĠĐessite doŶĐ l͛eŵploi d͛uŶe teĐhŶiƋue de puƌifiĐatioŶ Ƌui a ĠtĠ eŶǀisagĠe à l͛aide de deuǆ 

méthodes. La première méthode consiste à utiliser la réactivité du groupement phosphate pour 

réaliser une chimie de couplage et/ou de ŵaƌƋuage. Cette solutioŶ Ŷ͛est pas ou peu eŵploǇĠe à Đe 

jouƌ pouƌ l͛aŶalǇse phosphopƌotĠoŵiƋue. La deuǆiğŵe ŵĠthode ĐoŶsiste à utiliseƌ des phases de 

chromatographie plus ou moins sélectives pour enrichir la fraction phosphorylée. Deux techniques 

chromatographiques spécifiques sont utilisées actuellement : la Đhƌoŵatogƌaphie d͛affiŶitĠ suƌ 

métal chélaté (Immobilized Metal Affinity Chromatography, IMAC) et plus récemment la 

chromatographie sur oxyde de métal (Metal Oxide Affinity Chromatography, MOAC). Ce chapitre 

pƌĠseŶte uŶe ĐoŵpaƌaisoŶ des deuǆ teĐhŶiƋues daŶs le ďut d͛ideŶtifieƌ l͛appƌoĐhe la plus faǀoƌaďle 

pouƌ puƌifieƌ de ŵaŶiğƌe ƌepƌoduĐtiďle des phosphopeptides pƌoǀeŶaŶt d͛eǆtƌaits de foie. 

3 Choix méthodologiques 

3.2.1 Chromatographie en colonne 

Les suppoƌts d͛affiŶitĠ soŶt souǀeŶt utilisĠs eŶ batch. Dans ce cas, les échantillons sont 

incubés dans des tubes (Eppendorf) avec la phase solide et une centrifugation permet de récupérer 
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le suƌŶageaŶt. Cette ŵĠthode est siŵple à ŵettƌe eŶ œuǀƌe, ŵais présente des inconvénients qui 

peuvent nuire à la reproductibilité des expériences. Lorsque de nombreux échantillons sont traités 

eŶ ŵġŵe teŵps, il est diffiĐile de ŵaiŶteŶiƌ ĐoŶstaŶt les teŵps d͛iŶĐuďatioŶ aǀeĐ la phase solide et 

les temps de rinçage, et des différences importantes peuvent apparaitre entre le premier et le 

deƌŶieƌ ĠĐhaŶtilloŶ. L͛ĠliŵiŶatioŶ loƌs de laǀages ou la ƌĠĐupĠƌatioŶ fiŶale des suƌŶageaŶts est 

également délicate, puisque de la phase solide peut être emportée accidentellement à ces étapes. 

Enfin, les volumes de phase stationnaire peuvent également varier entre les échantillons dans la 

mesure où cette dernière sédimente très rapidement. Une solution qui permet de pallier ces 

pƌoďlğŵes est l͛utilisatioŶ d͛uŶ sǇstğŵe HPLC pouƌ ĐoŶtƌôleƌ précisément les volumes 

d͛ĠĐhaŶtilloŶs iŶjeĐtĠs aiŶsi Ƌue les dĠďits et les ĐoŶditioŶs de ƌiŶçage et d͛ĠlutioŶ. Cette solutioŶ a 

ĠtĠ Đhoisie et ŵise eŶ œuǀƌe pouƌ deuǆ phases solides ; POROS 20MC (Applied Biosystems) saturée 

en Fe3+ (POROS- Fe3+) et TiO2 (GL Science). 

3.2.2 Choix des échantillons 

Certains articles présentent des protocoles de purification de phosphopeptides avec une mise 

au point des conditions chromatographiques sur un hydrolysat de phosphoprotéines purifiées, 

caséines et ovalbumine notamment (Aryal et al., 2008; Aryal and Ross, 2009; Guzel et al., 2013; 

Kuroda et al., 2004; Xue et al., 2009). DaŶs le Đadƌe de l͛Ġtude de l͛HSPϵϬ, uŶe ǀĠƌifiĐatioŶ aǀait ĠtĠ 

réalisée de cette manière en utilisant de la phase TiO2 et un hydrolysat trypsique de caséines. 

MalgƌĠ des ƌĠsultats de puƌifiĐatioŶ satisfaisaŶt pouƌ les ĐasĠiŶes, la ŵise eŶ œuǀƌe du pƌotoĐole 

pouƌ l͛HSPϵϬ phosphoƌǇlĠe a ĠtĠ uŶ ĠĐheĐ, la Đhƌoŵatogƌaphie MOAC Ŷe peƌŵettaŶt la puƌifiĐatioŶ 

et l͛ideŶtifiĐatioŶ Ƌue des peptides ƌiĐhes eŶ D et E. 

Ce ƌĠsultat pƌĠliŵiŶaiƌe est uŶ eǆeŵple de l͛utilisatioŶ d͛uŶ ŵodğle tƌop siŵple Ƌui Ŷ͛est pas 

ƌepƌĠseŶtatif de l͛ĠĐhaŶtilloŶ ƌĠel. AfiŶ de liŵiteƌ Đe ďiais, la ŵise au poiŶt a ĠtĠ ƌĠalisĠe aǀeĐ uŶ 

hydrolysat trypsique de caséines diluée au 1/10 dans un hǇdƌolǇsat d͛alďuŵiŶe. Les ĐasĠiŶes soŶt 

des protéines du lait hautement phosphorylées ; elles sont diluées dans une matrice de peptides 

d͛alďuŵiŶe afiŶ de ƌeŶdƌe l͛ĠĐhaŶtilloŶ plus Đoŵpleǆe et uŶ peu plus ĐoŶfoƌŵe à la ƌĠalitĠ. Cette 

méthode a été utilisée avec succès dans plusieurs articles de références (Larsen et al., 2005; 

Thingholm et al., 2008). Dans notre cas, la validation a été complétée avec un échantillon 

biologique, un extrait de protéines de foie de souris. Les quantités de foie frais (100 mg) utilisées 
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pour la mise au point ont été choisies pour correspondre aux quantités attendues à partir de 

biopsies hépatiques humaines.  

3.2.3 Préparation des hydrolysats trypsiques 

Extrait protéique de lait. Le lait de vache contient 3.5 g/l de protéines dont 80 % correspond 

auǆ ĐasĠiŶes ;les ĐasĠiŶes αs1, αs2, β soŶt phosphoƌǇlĠesͿ (Alais and Linden, 1987). Une préparation 

de ĐasĠiŶes a ĠtĠ oďteŶue à paƌtiƌ de ϭϬϬ ŵL de lait ĠĐƌĠŵĠ pƌĠĐipitĠ à pH ϰ.ϲ paƌ de l͛aĐide 

acétique 1M. Le surnageant qui correspond au lactosérum est éliminé et le culot rincé 3 fois par de 

l͛aĐide aĐĠtiƋue ϱϬ mM, puis 3 fois par un mélange 90 % éthanol/10 % d͛eau afiŶ de peƌŵettƌe uŶ 

sĠĐhage ƌapide au SpeedVaĐ ;Theƌŵo SĐieŶtifiĐͿ. Le Đulot oďteŶu ;ϯgͿ est d͛appaƌeŶĐe ďlaŶĐ pâle et 

correspond bien à la quantité de caséines attendue à partir de 100 mL de lait. 

Extrait protéique de foie. Le foie d͛uŶe souƌis a ĠtĠ pƌĠleǀĠ eŶtieƌ, diǀisĠ eŶ ŵoƌĐeauǆ 

d͛eŶǀiƌoŶ ϭϬϬ ŵg, puis ĐoŶgelĠ daŶs l͛azote liƋuide et ĐoŶseƌǀĠ à -ϮϬ°C. L͛eǆtƌait est pƌĠpaƌĠ eŶ 

ďƌoǇaŶt à l͛aide d͛uŶ pistoŶ plastiƋue ϭϬϬ ŵg de tissu daŶs uŶ tuďe de 1.5 mL (Eppendorf) après 

l͛ajout de Ϭ.ϱ ŵL de taŵpoŶ de lǇse ĐoŶteŶaŶt Ϭ.ϭ M TEAB pH ϵ.ϯ, Ϭ.ϭϱ M NaCl, Ϭ.ϭ % SDS, 5 mM 

NaF, 2 mM Na3VO4 et ϭϬ ŵM DTT. Apƌğs ϭϬ ŵiŶ à ϭϬϬ°C, l͛ĠĐhaŶtilloŶ est ƌefƌoidi daŶs la glaĐe puis 

traité pendant 45 min à température amďiaŶte paƌ de l͛iodoaĐĠtaŵide ;ĐoŶĐeŶtƌatioŶ fiŶale 

ϱϬŵMͿ. Apƌğs dilutioŶ au deŵi daŶs Ϭ.ϭ M TEAB, l͛eǆtƌait est souŵis à uŶe pƌotĠolǇse paƌ la 

trypsine. 

Protéolyse par la trypsine. La trypsinolyse est réalisée avec une solution stock de trypsine 

TPCK (Sigma-Aldrich) à 10 mg/mL dans HCl 2mM. La protéolyse est menée à 37°C avec un rapport 

enzyme/substrat de 1/100 (poids/poids). Pour les protéines purifiées, le ratio est ajusté en fonction 

de la pesée de la protéine. Pour le foie, le ratio est estimé en considérant 10 % de protéines dans 

l͛eǆtƌait fƌais de foie. Apƌğs ϭh d͛iŶĐuďatioŶ, la ŵġŵe ƋuaŶtitĠ de tƌǇpsiŶe est ƌajoutĠe. La 

protéolyse est réalisée dans un Thermomixer (Eppendorf) pendant 10 h sous agitation pulsée ; les 

échantillons sont ensuite refroidis, puis la digestion est stoppée par ajout de TFA (concentration 

finale 1 %). 

Dessalage des échantillons. Le dessalage des ĠĐhaŶtilloŶs est ƌĠalisĠ au ŵoǇeŶ d͛uŶe phase 

Sep Pak tC18 (Waters) transférée dans une colonne HPLC (5 mm x 4.5 cm). La colonne est montée 

suƌ uŶ sǇstğŵe HPLC ;PFϮD, BeĐkŵaŶ CoulteƌͿ ŵuŶi d͛uŶe ďouĐle d͛iŶjeĐtioŶ de ϱϬϬ µL et d͛uŶ 

détecteur UV (280nm). A un débit de 0.9 mL/min, les peptides sont retenus en tête de colonne à 
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0.5 % d͛ĠluaŶt B puis ĠluĠs à ϲϬ % de B, la colonne étant régénérée par 90 % de B (A : 0.1 % acide 

formique, B : 100 % acétonitrile). La fraction éluée à 60 % B est séchée au Speedvac (Thermo 

Scientific). Pour les échantillons le permettant, les tubes de collecte sont préalablement tarés afin 

de permettre une pesée de l͛eǆtƌait seĐ. 

3.2.4 Chƌoŵatogƌaphie d͛affiŶitĠ eŶ ĐoloŶŶe 

Les échantillons secs après dessalage sont mis en solution (10 mg/mL) dans le tampon de 

Đhaƌge puis iŶjeĐtĠs ;ϱϬϬ µLͿ paƌ le sǇstğŵe PFϮD suƌ la ĐoloŶŶe d͛affiŶitĠ. UŶe seule ǀoie de l͛HPLC 

est utilisée pour rincer la colonne à un débit constant pendant 20 min après chaque injection. Les 

fractions non retenues (FT) et les fractions éluées sont collectées automatiquement, les tubes 

servant à la collecte de la fraction éluée étant préalablement garnis paƌ Ϯϱ µL d͛aĐide foƌŵiƋue puƌ 

afiŶ de Ŷeutƌaliseƌ le taŵpoŶ d͛ĠlutioŶ ;Ϭ.ϳM NH4OH). Deux phases ont été testées : POROS 20 MC 

(Applied Biosystems) et TiO2 (GL Science). 

HPLC avec colonne POROS-Fe3+. Une colonne (4.6 mm x 4 cm) a été remplie de phase POROS 

ϮϬ MC ;suspeŶsioŶ daŶs l͛aĐĠtoŶitƌile puƌͿ et utilisĠe daŶs les ĐoŶditioŶs suiǀaŶtes : débit de 0.5 

mL/min en tampon A (50 mM acide acétique, 20 % ACNͿ. Le passeuƌ d͛ĠĐhaŶtilloŶs peƌŵet 

d͛iŶjeĐteƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ ;ϰϬϬ µLͿ aiŶsi Ƌue les solutioŶs ŶĠĐessaires aux différentes étapes de la 

chromatographie IMAC : activation paƌ l͛ĠluaŶt A ĐoŶteŶaŶt ϭϬϬ ŵM FeCl3, rinçage par 0.5 M NaCl 

en Tampon A, élution par 0.7 M NH4OH, régénération par un mélange EDTA 0.1 M, NaCl 0.5M et 

NH4OH 0.7 M. Entre les utilisations, la colonne est stockée en 50 % ACN. 

HPLC avec colonne TiO2. Une colonne (2 mm x 5 cm) a été remplie de phase TiO2 (suspension 

dans 100 % ACN) et utilisée dans les conditions suivantes : débit de 0.2 mL/min en tampon A (50 

mM acide acétique, 20 % ACN) ou en tampon B (50 mM TFA en 20 % ACNͿ. L͛ĠlutioŶ de la fƌaĐtioŶ 

retenue est réalisée dans les mêmes conditions que pour la colonne POROS-Fe3+ par NH4OH 0.7 M. 

3.2.5 Analyse LC-MS/MS 

Analyses Q-TOF. L͛eŶseŵďle des aŶalǇses de mélanges simples (caséines-albumines) a été 

produite avec un système ESI-Q-TOF premier (Waters) couplé à une HPLC CapLC (Waters). La 

séparation des peptides a été réalisée avec une colonne capillaire silice (250 µm x 15 cm) remplie 

de phase C18 Stability 5µm (C.I.L.). Les peptides sont élués par un gradient de 0 à 30 % B en 30 min 

(Tampon A : 20mM ac. formique, 2 mM TFA, tampon B : 100 % acétonitrile). Pouƌ l͛ideŶtifiĐatioŶ 
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des peptides, le mode MS Survey a été utilisé (1 MS suivi de 3 MS/MS des 3 ions les plus intenses 

du spectre MS). Pour la quantification, Les données ont été produites avec le mode MS Scan (1 

acquisition MS/sec). 

Analyse LTQ-Orbitrap. L͛aŶalǇse des eǆtƌaits peptidiƋues de foie a ĠtĠ ƌĠalisĠe aǀeĐ uŶ 

système LTQ Orbitrap XL couplé à une HPLC nano (Thermo Scientific). Les échantillons (10µl) sont 

chargés dans un premier temps sur une cartouche de préconcentration (PepMap C18, 300 µm x 0.5 

cm). La cartouche est ensuite reliée par un système de vannes à la colonne analytique (PepMap 

C18, 75 µm x 15 cm). Les peptides soŶt ĠluĠs paƌ uŶ gƌadieŶt d͛aĐĠtoŶitƌile de ϱ à ϰϬ % B en 105 

min. (A : 0.1 % ac. formique en eau, B : 100 % ACN, 0.1 % aĐ. foƌŵiƋueͿ. L͛aĐƋuisitioŶ ŵet eŶ œuǀƌe 

une méthode « TOP10 » qui consiste en 1 MS suivie de 10 MS/MS des 10 ions les plus intenses du 

spectre MS). 

3.3 Résultats 

 Ce tƌaǀail a fait l͛oďjet d͛uŶe puďliĐatioŶ ;Comparison of IMAC and MOAC for 

phosphopeptides enrichment by column chromatography, J Chomatogr B 891-892, 2012, 109-112) 

présentée plus loin. 

DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps, l͛Ġtude a été réalisée avec un hydrolysat trypsique de caséines dilué 

à 10 % ;poids/poidsͿ daŶs uŶ hǇdƌolǇsat d͛alďuŵiŶe. Deuǆ aĐides diffĠƌeŶts oŶt ĠtĠ utilisĠs daŶs le 

tampon de charge : soit l͛aĐide aĐĠtiƋue ;pKa = ϰ.ϳϯͿ, soit le TFA ;pKa = Ϭ.ϯͿ. Quel Ƌue soit l͛aĐide 

utilisé, les deux phases permettent de purifier efficacement les phosphopeptides de caséines, mais 

des ĐoŶtaŵiŶaŶts ;peptides ŶoŶ phosphoƌǇlĠs d͛alďuŵiŶeͿ soŶt ĠgaleŵeŶt pƌĠseŶts daŶs la 

fraction purifiée, notamment le peptide DAIPENLPPLTADFAEDK (m/z = 978.49, Fig. 1 de l’aƌtiĐle) en 

foŶĐtioŶ de l͛aĐide utilisĠ daŶs le taŵpoŶ de Đhaƌge. Le TFA peƌŵet de ƌĠduiƌe sigŶifiĐatiǀeŵeŶt la 

contamination du peptide DAIPENLPPLTADFAEDK dans les fractions éluées des colonnes POROS-

Fe3+ et TiO2. Cependant pour la colonne POROS-Fe3+, le TFA 0.1 M diminue de moitié les quantités 

de phosphopeptides ƌeteŶus paƌ ƌappoƌt à l͛aĐide aĐĠtiƋue Ϭ.ϭ M ;Fig. 1 de l’aƌtiĐle). 

Dans un deuxième temps, le même protocole a été appliqué avec un extrait de foie de souris. Les 

ĐoŶtaŵiŶaŶts, esseŶtielleŵeŶt des peptides ƌiĐhes eŶ D et E, ĐoƌƌespoŶdeŶt à l͛esseŶtiel des 

peptides purifiés par les phases POROS-Fe3+ et TiO2 loƌsƋue l͛aĐide aĐĠtiƋue Ϭ.ϭM est utilisĠ. La 

situatioŶ est iŶǀeƌsĠe loƌsƋue l͛aĐide aĐĠtiƋue est ƌemplacé par le TFA ; les phosphopeptides 

correspondent alors à la majorité des peptides identifiés (Fig. 2 de l’aƌtiĐle). 
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Constatant que le nombre de peptides identifiés (peptides phosphorylés et non phosphorylés) 

diminuait dramatiquement lorsque la chromatographie IMAC était réalisée avec 0.1M TFA dans le 

taŵpoŶ de Đhaƌge, la fƌaĐtioŶ ŶoŶ ƌeteŶue loƌs du ĐhaƌgeŵeŶt de l͛ĠĐhaŶtilloŶ suƌ la ĐoloŶŶe 

d͛affiŶitĠ a ĠtĠ ƌĠiŶjeĐtĠe suƌ la ĐoloŶŶe d͛affiŶitĠ. Aloƌs Ƌue peu de phosphopeptides oŶt ĠtĠ 

détectés au deuxiğŵe passage de l͛eǆtƌait suƌ la ĐoloŶŶe TiO2, un nombre important de 

phosphopeptides a été identifié au deuxième passage sur colonne IMAC. La colonne IMAC ne fixe 

donc que partiellement les phosphopeptides lorsque le tampon de charge contient 0.1M TFA. 

FiŶaleŵeŶt, le Đouplage d͛uŶ speĐtƌophotoŵğtƌe eŶ soƌtie de ĐoloŶŶe IMAC a peƌŵis de 

montrer que le fer était élué de la colonne IMAC lorsque le TFA était utilisé dans le tampon de 

Đhaƌge. Paƌ ailleuƌs, l͛utilisatioŶ ƌĠpĠtĠe de la ĐoloŶŶe IMAC eŶtƌaiŶe la foƌŵatioŶ d͛oǆǇde de feƌ au 

Đouƌt du teŵps. A Đause de l͛ĠǀolutioŶ du suppoƌt, les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues ĐhƌoŵatogƌaphiƋues des 

phases IMAC en colonne ne peuvent donc pas être garanties. 
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3.3.1 Publication 
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3.3.2 Résultats complémentaires 

Stabilité des colonnes IMAC 

Suite aux résultats obtenus avec la phase POROS 20 MC, une autre phase IMAC a été testée : 

le gel d͛affiŶitĠ PHOS-Select (Sigma). Les deux phases sont sensiblement différentes. En effet, la 

phase POROS 20 MC est constituée de particules de polystyrène - divinylbenzène qui chélatent les 

ioŶs ŵĠtalliƋues paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe d͛uŶ gƌoupeŵeŶt iŵidoaĐĠtate, aloƌs Ƌue la phase PHOS-Select 

est uŶ gel d͛agaƌose Ƌui possğde uŶ gƌoupeŵeŶt ŶitƌiloaĐĠtate Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ le ŵĠtal paƌ 

une fonction carboxylique supplémentaire. La Figure 32 présente les chromatogrammes 

ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛iŶjeĐtioŶ de diffĠƌeŶts aĐides ;aĐide aĐĠtiƋue, aĐide foƌŵiƋue, TFAͿ apƌğs 

activation des deux types de phases par FeCl3. Quelle que soit la phase utilisée, un pic est observé 

apƌğs iŶjeĐtioŶ d͛uŶe solutioŶ d͛aĐide Ϭ.ϭM. SoŶ iŶteŶsitĠ est ĐoƌƌĠlĠe aǀeĐ la foƌĐe de l͛aĐide 
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utilisé ; l͛aĐide aĐĠtiƋue pƌoduit uŶ piĐ peu iŶteŶse ǀoiƌ ŶĠgligeaďle aloƌs Ƌue l͛aĐide foƌŵiƋue et le 

TFA produisent des pics intenses qui saturent le spectrophotomètre. Par contre, sans activation des 

phases par FeCl3, les pics produits par les différents acides sont inférieurs à 0.1 DO ; l͛aďsoƌďaŶĐe 

ŵesuƌĠe est doŶĐ liĠe à l͛ĠlutioŶ des ioŶs ŵĠtalliƋues. LoƌsƋue le taŵpoŶ de Đhaƌge ĐoŶtieŶt du 

TFA, la diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďƌe de peptides ideŶtifiĠs paƌ Đhƌoŵatogƌaphie IMAC s͛eǆpliƋue paƌ la 

peƌte d͛ioŶs Fe3+ qui, soit diminue la capacité de la colonne, soit entraîne une partie des 

phosphopeptides dans la fraction non retenue. 

 

Figure 32. Injection de solution acides sur les colonnes IMAC-Fe
3+

. Les colonnes IDA-Fe
3+

 (POROS 20 MC) et NTA-Fe
3+

 
(PHOS-Select) sont chargées en ions Fe

3+
 puis rincées par 50 mM acide acétique. Les chromatogrammes sont obtenus 

après injection de 0.1M TFA, 0.1 M acide formique (AFͿ, Ϭ.ϭM aĐide aĐĠtiƋue ;AAͿ. L͛iŶjeĐtioŶ des solutioŶs d͛aĐides 
sans activation préalable des phases par Fe

3+
 Ŷe pƌoduit pas de piĐ d͛aďsoƌďaŶĐe. 

L͛utilisatioŶ des phases IMAC en colonne chromatographique et système HPLC est une source 

de contamination croisée des échantillons dont le risque est limité par une procédure systématique 

de ƌĠgĠŶĠƌatioŶ de la ĐoloŶŶe aǀaŶt l͛iŶjeĐtioŶ d͛uŶ Ŷouǀel ĠĐhaŶtilloŶ. La ƌĠgĠŶĠƌatioŶ est ƌĠalisĠe 

paƌ l͛iŶjeĐtioŶ d͛EDTA eŶ solutioŶ ďasiƋue, puis la phase est ƌeĐhaƌgĠe en Fe3+ par une solution de 

FeCl3. Malgré cette régénération, il est apparu que la phase POROS-Fe3+ présentait une coloration 

oƌaŶgĠe à ďƌuŶ Ƌui s͛iŶteŶsifiait au Đouƌs des utilisatioŶs et Ƌui Ġtait iŶseŶsiďle à la ƌĠgĠŶĠƌatioŶ paƌ 

l͛EDTA ;Fig. 33). Il sembleƌait doŶĐ Ƌue l͛ĠǀolutioŶ de la ĐoloŶŶe aďoutisse à la foƌŵatioŶ d͛oǆǇdes 

de fer, plus communément appelés « rouille ». 

Bien que la chromatographie « IMAC-oxyde de fer » permette la purification des phosphopeptides, 

cette phase pose un problème évident de ƌepƌoduĐtiďilitĠ. La ƋuaŶtitĠ d͛oǆǇde de feƌ augŵeŶte 

aǀeĐ l͛utilisatioŶ de la ĐoloŶŶe ; elle Ŷ͛est ǀisiďle Ƌu͛apƌğs plusieuƌs ĐǇĐles de ƌĠgĠŶĠƌatioŶ ŵais il 

est possiďle Ƌue l͛oǆǇde soit pƌĠseŶt dğs la pƌeŵiğƌe Đhƌoŵatogƌaphie. Il faut Ŷoteƌ iĐi Ƌue le 

Đhloƌuƌe de feƌ utilisĠ iĐi Ġtait hǇdƌatĠ. Sa Ŷatuƌe hǇgƌosĐopiƋue fait Ƌu͛il est diffiĐile de le ŵaiŶteŶiƌ 

aŶhǇdƌe et la pƌĠseŶĐe d͛eau faǀoƌise ĐeƌtaiŶeŵeŶt soŶ oǆǇdatioŶ. La ƋualitĠ du Đhloƌuƌe de feƌ a 

également été mise en avant pour expliquer une contamination plus ou moins importante de la 
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fraction purifiée (Ye et al., 2010). PƌeŶaŶt eŶ Đoŵpte d͛uŶe paƌt l͛iŵpossiďilitĠ de gaƌaŶtiƌ uŶe 

phase solide IMAC hoŵogğŶe et staďle daŶs le teŵps, et d͛autƌe paƌt les peƌfoƌŵaŶĐes supĠƌieuƌes 

de la phase TiO2 par rapport à la phase POROS-Fe3+, les développements ultérieurs ont été réalisées 

exclusivement sur la colonne de TiO2. 

 

Figure 33. Evolution des phases IMAC au cours du temps. (1) phase POROS 20 MC neuve, (2) phase chargée en Fe
3+

, (3) 
phase apƌğs uŶe pƌeŵiğƌe ƌĠgĠŶĠƌatioŶ paƌ l͛EDTA, ;ϰͿ phase apƌğs ϮϬ ĐǇĐles d͛aĐtivation-régénération. 

Influence du tampon de charge pour la chromatographie TiO2 

L͛effet de l͛aĐide aĐĠtiƋue et du TFA, du Đhloƌuƌe de sodiuŵ et de l͛aĐĠtoŶitƌile daŶs le 

tampon de charge a été étudié pour un échantillon modèle contenant 1 mg/mL de peptides 

tƌǇpsiƋues de ĐasĠiŶes et ϭϬ ŵg/ŵL de peptides d͛alďuŵiŶe. Cet ĠĐhaŶtilloŶ a ĠtĠ diluĠ au diǆiğŵe 

daŶs les diffĠƌeŶts taŵpoŶs de Đhaƌge et ϱϬϬ µL d͛ĠĐhaŶtilloŶ oŶt ĠtĠ iŶjeĐtĠs, soit ϱϱϬ µg peptides. 

Les quantités de caséines ont été fixées de manière arbitraire à 10 % de l͛ĠĐhaŶtilloŶ afiŶ de 

permettre une analyse LC-MS quantitative à la fois pour les peptides de caséines et les éventuels 

peptides d͛alďuŵiŶe, saŶs satuƌeƌ le dĠteĐteuƌ aǀeĐ les peptides d͛alďuŵiŶe. Sauf exception, tous 

les tampons de charge contiennent 20 % ACN. 

UŶe iŶjeĐtioŶ de ϱϬϬ µL de taŵpoŶ d͛ĠlutioŶ ;NH4OH 0.7 M) a été systématiquement réalisée 

aǀaŶt de Đhaƌgeƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ suƌ la ĐoloŶŶe de TiO2 (2 mm x 5 cm). La colonne est rincée en 

continu par le tampon A (50 mM acide formique, 20 % ACN) et les peptides sont élués par NH4OH 

0.7 M. Par ailleurs, un échantillon « caséines seules » a également été purifié sur colonne de TiO2 ; 

les résultats sont présentés dans le Tableau 9. Pouƌ Đet ĠĐhaŶtilloŶ de ĐasĠiŶes seules, l͛iŶteŶsitĠ du 

piĐ d͛ĠlutioŶ diŵiŶue loƌsƋue la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d͛aĐide augŵeŶte daŶs le taŵpoŶ de Đhaƌge. A 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d͛aĐide Ġgale, le piĐ d͛ĠlutioŶ est plus faiďle aǀeĐ le TFA. EŶfiŶ, le Đhloƌuƌe de sodiuŵ 

et l͛aĐĠtoŶitƌile augŵeŶteŶt l͛iŶteŶsitĠ du piĐ d͛ĠlutioŶ.  
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Taďleau ϵ. AďsoƌďaŶĐe ;ϮϴϬ ŶŵͿ du piĐ d’ĠlutioŶ paƌ NH4OH 0.7 M de la colonne de TiO2 

Tampon de charge* DO (280 nm)  

 Caséines 
(50 µg) 

Caséines + albumine 
(50 µg + 500 µg) 

 Différence 
 

AA 0.1M 0.3 >1.8 >1.6 
AA 1M 0.1 1.3 1.2 
TFA 0.01M  0.3 1.8 1.5 
TFA 0.1M  0.1 0.8 0.7 
TFA 0.65M (5 %) 0.1 0.5 0.4 
AA 0.1M, NaCl 0.1M  0.2 1.8 1.6 
TFA 0.1M, NaCl 0.1M  0.2 1.5 1.3 
TFA 0.1M dans 80 % ACN 0.2 >1.8 >1.6 
AA : acide acétique, TFA : acide trifluoroacétique, ACN : acétonitrile 

A partir de ces résultats, deux hypothèses sont possibles : soit le tampon correspondant à la 

DO la plus faible (TFA 0.65 M) diminue la liaison des contaminants, soit il inhibe la liaison des 

phosphopeptides. La comparaisoŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ de ĐasĠiŶes et de l͛ĠĐhaŶtilloŶ 

ĐasĠiŶes+alďuŵiŶe ŵoŶtƌe Ƌue l͛iŶteŶsitĠ des piĐs d͛ĠlutioŶ est ďieŶ supĠƌieuƌe aǀeĐ le deuǆiğŵe 

échantillon, bien que la même quantité de caséines ait été injectée sur la colonne. La détection UV 

met doŶĐ eŶ ĠǀideŶĐe uŶe ĐoŶtaŵiŶatioŶ iŵpoƌtaŶte paƌ des peptides d͛alďuŵiŶe de la fƌaĐtioŶ 

puƌifiĠe. Si l͛oŶ Đoŵpaƌe les doŶŶĠes oďteŶues aǀeĐ uŶ taŵpoŶ de Đhaƌge TFA Ϭ.ϲϱ M pouƌ les Ϯ 

ĠĐhaŶtilloŶs, il appaƌait Ƌue l͛aďsoƌďaŶĐe attƌiďuaďle à la ĐoŶtaŵiŶatioŶ paƌ l͛alďuŵiŶe est Ġgale à 

(0.5 – 0.1) soit 0.4 DO. Cette valeur peut être comparée avec celles des autres conditions (Tab. 9, 

dernière colonne). En considérant que la courbe dose/réponse du spectrophotomètre est linéaire à 

de telles valeurs de DO, il appaƌaît Ƌue le taŵpoŶ de Đhaƌge TFA Ϭ.ϲϱ M peƌŵet de diŵiŶueƌ d͛uŶ 

faĐteuƌ ϯ la ĐoŶtaŵiŶatioŶ paƌ ƌappoƌt à l͛aĐide aĐĠtiƋue ϭ M. IŶǀeƌseŵeŶt, l͛additioŶ de Ϭ.ϭM NaCl 

daŶs le taŵpoŶ Ϭ.ϭ M TFA augŵeŶte la ĐoŶtaŵiŶatioŶ d͛uŶ faĐteuƌ Ϯ paƌ ƌappoƌt au taŵpoŶ Ϭ.ϭ M 

TFA seul. Une forte concentration de solvant aprotique (80 % ACN) augmente également la 

ĐoŶtaŵiŶatioŶ d͛au ŵoiŶs uŶ faĐteuƌ ϯ. IĐi, Le taŵpoŶ de Đhaƌge le plus faǀoƌaďle seƌait doŶĐ 

0.65M TFA. 

Les différentes fractions purifiées ont été analysées par LC-MS (CapLC-Q-TOF premier). 

Préalablement à ces analyses, la variation de signal entre analyses LC-MS (45 min) a été évaluée par 

une série de 30 injections de Glu-1-Fibrinopeptide B ;GFPͿ. L͛aiƌe sous la Đouƌďe ŵoǇeŶŶe ;AUCͿ 

pouƌ uŶe iŶjeĐtioŶ de ϭϬ µL de GFP à Ϯ.ϱ µg/ŵL est Ġgale à ϰϬ ± ϭ.ϰϴ ;ŵ ± σͿ, soit uŶ ĐoeffiĐieŶt de 

variation de 28 %. AfiŶ de liŵiteƌ l͛effet de la ǀaƌiatioŶ eŶtƌe aŶalǇses, du GFP (2.5 µg/ml final) a été 

ajoutĠ à ĐhaƋue ĠĐhaŶtilloŶ et les AUC des diffĠƌeŶts ioŶs oŶt ĠtĠ ŶoƌŵalisĠes paƌ l͛AUC du GFP. 
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Chaque échantillon a été analysé 3 fois, la Figure 34 présente les AUC moyennées de 3 peptides 

phosphorylés de caséines et de 4 peptides contaminants provenant de l͛alďuŵiŶe. 
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Figure 34. Intensité des peptides phosphorylés de caséines et des peptides contaminants. Les peptides sont notés par 
leur m/z. Phosphopeptides : FQpSEEQQQTEDELQDK (m/z = 1031.4), VPQLEIVPNpSAEER (m/z = 830.9), 
YKVPQLEIVPNpSAEER (m/z = 976.45). Contaminants : DDSPDLPK (m/z = 886.5), HLVDEPQNLIK (m/z = 653.3), 
LKPDPNTLCDEFK (m/z = 788.8), ECCHGDLLECADDR (m/z = 875.3). Tampon de rinçage : 50 mM AA, 80 % ACN, Elution : 
0.7 M NH4OH. 

Pouƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ aǀaŶt puƌifiĐatioŶ (échantillon brut, barre noire), les AUC des peptides de 

ĐasĠiŶes soŶt plus faiďles Ƌue Đelles des peptides d͛alďuŵiŶe d͛uŶ faĐteuƌ ϭϬ, eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ la 

pƌopoƌtioŶ ƌelatiǀe de ĐasĠiŶes paƌ ƌappoƌt à l͛alďuŵiŶe. Il faut ĐepeŶdaŶt Ŷoteƌ Ƌue les AUC doŶt 

les valeurs sont supérieures à 4000 correspondent à des ions qui ont saturé le détecteur (intensité 

> 3x103). A part ces cas particuliers où la quantification est sous-estiŵĠe, les ǀaleuƌs d͛AUC d͛uŶ 

même peptide obtenues pour les différentes conditions peuvent être comparées. 

Il apparaît que les peptides contaminants génèrent des AUC supérieures à celle des peptides 

phosphorylés après purification sur colonne de TiO2, excepté lorsque le tampon de charge contient 

TFA 0.65M. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus à partir de la détection UV. On peut 

juste noter que la différence entre les tampons de charge TFA 0.01M et 0.1M est plus marquée 

aǀeĐ la dĠteĐtioŶ UV Ƌue la dĠteĐtioŶ MS. Pouƌ les ŵesuƌes MS, l͛effet sĠleĐtif du TFA Ŷ͛est seŶsiďle 
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Ƌu͛à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ supĠƌieuƌe à Ϭ.ϭ M. Il eŶ est de ŵġŵe pouƌ l͛effet du Đhloƌuƌe de sodiuŵ 

Ƌue l͛aŶalǇse MS seŵďle sous-estiŵeƌ paƌ ƌappoƌt à la dĠteĐtioŶ UV. Paƌ ĐoŶtƌe, l͛utilisatioŶ de ϴϬ 

% d͛aĐĠtoŶitƌile daŶs le taŵpoŶ de Đhaƌge augŵeŶte sigŶifiĐatiǀeŵeŶt le signal des contaminants, à 

la fois en détection MS et UV. 

Puisque le TFA permet de réduire significativement la contamination en peptides non 

phosphorylés, le tampon A (50 mM AA, 20 % ACN) a été remplacé par le tampon B (50 mM TFA, 20 

% ACN). Ce tampon est appliƋuĠ peŶdaŶt ϮϬ ŵiŶ apƌğs ĐhaƋue iŶjeĐtioŶ. L͛AUC des ĐoŶtaŵiŶaŶts 

diminue alors considérablement, mais de manière inégale (Fig. 35).  
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Figure 35. Intensité des ions majoritaires, peptides phosphorylés de caséines et peptides contaminants. Tampon de 
rinçage B : 50 mM TFA, 80 % ACN, élution : 0.7 M NH4OH. 

La suďstitutioŶ daŶs le taŵpoŶ de ƌiŶçage de l͛aĐide aĐĠtiƋue paƌ le TFA peƌŵet d͛ĠliŵiŶeƌ 

ĐoŵplĠteŵeŶt uŶe faŵille de ĐoŶtaŵiŶaŶts ƌepƌĠseŶtĠe paƌ l͛ioŶ ϲϱϯ.ϰ. D͛autƌes peptides acides 

ĐoŶtaŵiŶeŶt eŶĐoƌe l͛Ġluat et ŶĠĐessiteŶt l͛utilisatioŶ de TFA ĐoŶĐeŶtƌĠ ;Ϭ.ϲϱM ou ϭ.ϯ MͿ daŶs le 

taŵpoŶ de Đhaƌge ;ioŶs ϴϴϲ.ϰ et ϳϴϴ.ϴϵͿ. EŶfiŶ, ĐeƌtaiŶs ĐoŶtaŵiŶaŶts ƌepƌĠseŶtĠs paƌ l͛ioŶ ϴ75.3 

ont une affinité suffisante par la phase TiO2 pour que le TFA concentré ne suffise pas à les éliminer 

de la ĐoloŶŶe loƌs du ĐhaƌgeŵeŶt. IĐi eŶĐoƌe, l͛utilisatioŶ de ϴϬ % ACN favorise la liaison des 

contaminants au TiO2. Ce phénomène est particulièrement visible pour le peptide de m/z 875.3 

(ECCHGDLLECADDR) qui contient 5 résidus acides D et E. Alors que seul le TFA 1.3 M permet de 
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diminuer sensiblement sa liaison au TiO2, l͛ajout de ϴϬ % ACN restaure entièrement la 

contamination. 
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Figure 36. Intensité des ions majoritaires, peptides phosphorylés de caséines et peptides contaminants. Tampon de 
rinçage B : 50 mM TFA, 20 % ACN, élution : 0.7 M NH4OH. 

UŶe tƌoisiğŵe sĠƌie d͛aŶalǇses a ĠtĠ ƌĠalisĠe ĠgaleŵeŶt aǀeĐ le taŵpoŶ B ;ϱϬ ŵM TFA, ϮϬ % 

ACNͿ aǀeĐ l͛oďjeĐtif de faǀoƌiseƌ la fixation des peptides phosphorylés et de diminuer la 

contamination par les peptides acides (Fig. 36Ϳ. Pouƌ les tƌois pƌeŵiğƌes ĐoŶditioŶs, l͛ĠĐhaŶtilloŶ a 

été dilué dans une solution d͛aĐide aĐĠtiƋue Ϭ.ϭM et injecté sur la colonne. Puis une deuxième 

injection de solution très acide (TFA 0.1 M, 0.65 M ou 1.3 M) a été réalisée afiŶ d͛ĠliŵiŶeƌ les 

ĐoŶtaŵiŶaŶts. La ĐoŵpaƌaisoŶ des ƌĠsultats aǀeĐ uŶe iŶjeĐtioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ diƌeĐteŵeŶt diluĠ 

dans le TFA 0.65 M (barre hachurée) montre que les contaminants sont beaucoup plus intenses 

lorsque le chargement est réalisé en acide acétique 0.1M. Apparemment, le TFA ne permet pas 

d͛ĠliŵiŶeƌ les ĐoŶtaŵiŶaŶts aǀeĐ la ŵġŵe effiĐaĐitĠ loƌsƋu͛ils soŶt dĠjà adsoƌďĠs suƌ la ĐoloŶŶe 

d͛affiŶitĠ. Paƌ ailleuƌs, l͛effet de l͛aĐide glycolique sur la liaison des contaminants a été vérifié pour 

les tƌois ĐoŶĐeŶtƌatioŶs de TFA. L͛aĐide glǇĐoliƋue peƌŵet uŶe diŵiŶutioŶ sigŶifiĐatiǀe du sigŶal des 

ĐoŶtaŵiŶaŶts, le taŵpoŶ de Đhaƌge optiŵal ĐoŶteŶaŶt du TFA Ϭ.ϲϱ à ϭ.ϯM et de l͛aĐide glǇĐolique 

1M. 
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Purification des phosphopeptides, extrait de foie de souris 

La purification des phosphopeptides sur colonne de TiO2 a ĠtĠ ǀalidĠe paƌ l͛aŶalǇse d͛uŶ 

ĠĐhaŶtilloŶ de foie de souƌis. L͛eǆtƌait de peptides tƌǇpsiƋues ;ϱϬϬ µgͿ a ĠtĠ diluĠ daŶs différents 

taŵpoŶs de Đhaƌge ĐoŶteŶaŶt du TFA Ϭ.ϲϱ M ou ϭ.ϯ M et de l͛aĐide glǇĐoliƋue Ϭ.ϱ M ou ϭ M. Les 

fractions éluées par NH4OH 0.7M ont été dessalées puis analysées par un système nanoLC-Orbitrap 

;LTQ Oƌďitƌap XLͿ. UŶe ŵĠthode d͛aŶalǇse ƌapide a ĠtĠ ŵise eŶ œuǀƌe, eŶ utilisaŶt uŶe 

Đhƌoŵatogƌaphie d͛uŶe heuƌe aǀeĐ uŶe ŵĠthode d͛aĐƋuisitioŶ appelĠe « TOP10 » consistant en 1 

scan MS suivi de 10 scans CID des 10 ions les plus intenses du scan MS. Suivant les tampons de 

charge utilisés, le logiciel Proteome DisĐoǀeƌeƌ ϭ.ϯ peƌŵet d͛ideŶtifieƌ à paƌtiƌ de la totalitĠ des 

séquences de la souris (génome complet de Mus musculus, 42882 séquences) entre 237 et 513 

peptides aǀeĐ uŶ tauǆ d͛eƌƌeuƌ ;FD‘Ϳ iŶfĠƌieuƌ à ϭ % (Tab. 10). 

 

Tableau 10. Peptides identifiés à partiƌ d’uŶ eǆtƌait de foie de souƌis puƌifiĠ paƌ TiO2. 

  Tampon 

Peptides TFA 0.65 M TFA 0.65 M TFA 1.3 M TFA 1.3 M 

  
+ ac. glyc. 1 M 

 
+ ac. glyc. 1 M 

0 phosphate 99 125 196 113 

1 phosphate 121 296 289 303 

2 phosphates 14 43 26 34 

3 phosphates 2 2 2 2 

Phospho 137 341 317 339 

Phosphopep. ( %) 58 73 62 75 

 

Sans acide glycolique, 58 et 62 % des peptides identifiés sont phosphorylés pour un tampon 

de Đhaƌge ĐoŶteŶaŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt Ϭ.ϲϱ M et ϭ.ϯM TFA. LoƌsƋue l͛aĐide glǇĐoliƋue est ajoutĠ à la 

solution de TFA, 73 à 75 % des peptides identifiés sont phosphorylés, soit une augmentation de 10 

% de la proportion de phosphopeptides, quel que soit la concentration de TFA. Pour un échantillon 

ƌĠel, l͛utilisatioŶ d͛aĐide glǇĐoliƋue peƌŵet de diŵiŶueƌ de ϭϯ àϭϱ % le nombre de peptides 

contaminants. En conséquence, un plus grand nombre de phosphopeptides sont analysés et 

identifiés. 

Purification des phosphopeptides, extrait de biopsie humain 

Une vérification a également été réalisée avec une biopsie humaine disponible en quantité 

importante (Tableau 11). Pouƌ des ĐoŶditioŶs d͛aĐƋuisitioŶ ideŶtiƋues (TOP10), le gradient HPLC a 
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été rallongé de 1h à 2h, peƌŵettaŶt aiŶsi d͛ideŶtifieƌ uŶ plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe de peptides. Les 

ƌĠsultats soŶt Đoŵpaƌaďles à Đeuǆ oďteŶus aǀeĐ le foie de souƌis. AǀeĐ Ϭ.ϲϱM TFA, l͛ajout d͛aĐide 

glǇĐoliƋue peƌŵet d͛augŵeŶteƌ le Ŷoŵďƌe de phosphopeptides identifiés ainsi que le pourcentage 

de phosphopeptides. AǀeĐ ϭ.ϯM TFA, l͛aĐide glǇĐoliƋue Ŷe peƌŵet Ƌue de diminuer la 

contamination ; le pourcentage de phosphopeptides passant de 58 à 65 %. Pour les deux 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶs de TFA, l͛aĐide glǇcolique permet une augmentation de la pureté (exprimée en % de 

phosphopeptides) d͛eŶǀiƌoŶ ϭϬ %. 

Par ailleurs la comparaison des pourcentages de phosphopeptides entre foie de souris et foie 

humain met en évidence une différence significative entre les deux tǇpes d͛ĠĐhaŶtilloŶs : le 

pouƌĐeŶtage de phosphopeptides est sǇstĠŵatiƋueŵeŶt plus faiďle pouƌ l͛eǆtƌait de foie huŵaiŶ. 

 

Taďleau ϭϭ. Peptides ideŶtifiĠs à paƌtiƌ d’uŶ eǆtƌait de ďiopsie huŵaiŶe puƌifiĠ paƌ TiO2 

  Tampon 

Peptides 
 

TFA 0.65M 
 

TFA 0.65M 
1M Glyc. 

TFA 1.3M 
 

TFA 1.3M 
1 M Glyc. 

0 Phos. 191 215 442 325 

1 Phos. 207 391 555 529 

2 Phos. 20 47 60 69 

3 Phos. 2 4 4 6 

Phosphopeptides 229 442 619 604 

phospho. ( %) 55 67 58 65 

 

3.4 Discussion 

Les Đhƌoŵatogƌaphies d͛affiŶitĠ IMAC et MOAC soŶt les teĐhŶiƋues de puƌifiĐatioŶ des 

phosphopeptides les plus répandues. Ce chapitre a permis de vérifier les données précédemment 

publiées par Larsen et collaborateurs (Larsen et al., 2005) ; le ƌeŵplaĐeŵeŶt de l͛aĐide acétique 0.1-

0.2 M (pH 2.7-2.9) par le TFA 0.1 % (pH 1.9) permet de diminuer la contamination des peptides 

riches en acides aminés D et E. Les auteurs expliquent que les fonctions acides carboxyliques des 

acides aminés D et E sont sous forme -COOH à pH 1.9 (TFA 0.1 %Ϳ, l͛aďseŶĐe de Đhaƌge ŶĠgatiǀe 

inhibant leur liaison au TiO2. Par contre, le phosphoryle lié aux acides aminés hydroxylés a un pKa 

inférieur à 1.9 et conserve une charge négative qui permet sa liaison au dioxyde de titane. 
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Ici, nous observons la ŵġŵe augŵeŶtatioŶ de spĠĐifiĐitĠ loƌsƋue le TFA suďstitue l͛aĐide 

aĐĠtiƋue ŵais les ƌĠsultats oďteŶus ŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛iŶteƌaĐtioŶ ioŶiƋue Ŷ͛est pas la foƌĐe pƌiŶĐipale 

de la liaison TiO2 -phosphopeptide. Si l͛utilisatioŶ d͛uŶ taŵpoŶ de ƌiŶçage tƌğs aĐide peƌŵet 

effectivement de diminuer la liaison entre le TiO2 et les peptides acides riches en D et E, il persiste 

une contamination importante de ces peptides dans la fraction purifiée, y compris lorsque des 

solutions de TFA 0.65 M et 1.3 M sont utilisées, soit à un pH respectif de 0.4 et 0.2. De même, 

l͛ajout de NaCl Ϭ.ϭ M est saŶs effet pouƌ à la fois la liaisoŶ des phosphopeptides et la liaisoŶ des 

contaminants. Le caractère de la liaison TiO2-phosphopeptides ne semble donc pas (ou peu) être de 

nature ionique. 

La chimie de surface de la phase TiO2 est extrêmement complexe. En effet, deux types de 

sites hydroxyle (-OH) sont présents sous différentes formes en fonction du pH, ainsi que 4 types de 

site Ti4+ (acide de Lewis)(Nawrocki et al., 2004). Ces sites permettent à la fois une chromatographie 

d͛ĠĐhaŶge d͛ioŶs et uŶe Đhƌoŵatogƌaphie d͛ĠĐhaŶge de ligaŶd daŶs laƋuelle les liaisoŶs de 

coordination entre Ti, (OH), (H2O) et L- forment des complexes de type Ti(OH)(H2O), Ti(OH)L-, 

Ti(H2O)L- , L- étant une base de Lewis comme par exemple le phosphate des phosphopeptides 

(Blackwell and Carr, 1992). La Đhƌoŵatogƌaphie d͛ĠĐhaŶge de ligaŶds seŵďle effeĐtiǀeŵeŶt aǀoiƌ 

un rôle prépondérant dans les conditions employées pour la purification des phosphopeptides. Elle 

peƌŵet d͛eǆpliƋueƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ foƌte eŶtƌe le phosphate des phosphopeptides et la phase TiO2 à 

des pH tƌğs iŶfĠƌieuƌs au pKa de l͛aĐide phosphoƌiƋue, ŵais le ĐaƌaĐtğƌe aŶioŶiƋue du ligaŶd ;i.e. le 

phosphate du phosphopeptide) ne semble pas nécessaire ici pour permettre les liaisons de 

coordination. 

Les résultats obtenus avec 80 % d͛acétonitrile dans le tampon de charge auront également 

ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe iŶteƌaĐtioŶ de tǇpe hǇdƌophile eǆiste loƌsƋue l͛ĠluaŶt ĐoŶtieŶt uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ 

élevée de solvant aprotique. Logiquement, cette interaction hydrophile ne modifie pas ou peu la 

liaison des phosphopeptides au TiO2. Par contre, elle favorise la rétention des peptides acides sur la 

phase TiO2 et ƌĠtaďlit uŶe ĐoŶtaŵiŶatioŶ iŵpoƌtaŶte de la fƌaĐtioŶ puƌifiĠe ŵalgƌĠ l͛utilisatioŶ de 

TFA. Loƌs de l͛utilisatioŶ de taŵpoŶ peu aĐides ;taŵpoŶ A et tampon de charge contenant 0.1M 

TFA), la chromatographie sur TiO2 avec 80 % ACN fonctionne dans un mode mixte SAX- HILIC qui 

favorise particulièrement la contamination par des peptides acides (Fig. 34Ϳ. LoƌsƋue l͛aĐide 

acétique 50 mM est remplacé par le TFA 50 mM dans le tampon de rinçage, une première 

population de contaminants dits « faibles » est ĠliŵiŶĠ. L͛augŵeŶtatioŶ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs de TFA 

à Ϭ.ϲϱ et ϭ.ϯM peƌŵet d͛Ġlueƌ uŶe deuǆiğŵe populatioŶ de peptides acides mais semble également 
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diminuer la liaison du phosphopeptide FQpSEEQQQTEDELQDK (Fig.35). Ce phosphopeptide 

présente un caractère très hydrophile (indice GRAVY = -2.5). Son rendement de purification 

augmente logiquement lorsque 80 % d͛aĐĠtonitrile sont ajoutés au tampon de charge. Le mode de 

chromatographie devient mixte avec une interaction de type HILIC favorisée par le fort pourcentage 

d͛aĐĠtoŶitƌile. CepeŶdaŶt l͛iŶteƌaĐtioŶ hǇdƌophile Ŷ͛est pas spĠĐifiƋue et la ĐoŶtaŵiŶatioŶ des 

peptides acides est également augmentée, spécialement pour le peptide ECCHGDLLECADDR (m/z = 

875.3). Plusieurs articles présentent des tampons de charge optimisés contenant 80 % ACN (Han et 

al., 2012; Jensen and Larsen, 2007; Larsen et al., 2005; Thingholm et al., 2006). Dans ces 

publications, pour lesquelles la « colonne » est une pointe de pipette type gel loader remplie de 

TiO2 suƌ sa paƌtie effilĠe, l͛aĐĠtoŶitrile a été utilisé pour éviter que les phosphopeptides ne se fixent 

au fƌittĠ, Ƌui est ĐoŶstituĠ d͛uŶ ŵoƌĐeau de filtƌe Eŵpoƌe C8 (3M), (Larsen et al., 2005). Il est par 

ailleuƌs iŶtĠƌessaŶt d͛utiliseƌ l͛aĐĠtoŶitƌile pouƌ diŵiŶueƌ ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt la contre-pression due à 

la phase (résultats personnels). Dans nos mains, cette solution a entraîné une contamination 

importante ; il apparaît clairement que la phase TiO2 fonctionne alors dans un mode HILIC qui 

favorise une contamination difficile à éliminer.  

Dans une logique consistant à favoriser la liaison des phosphopeptides au TiO2, l͛ĠĐhaŶtilloŶ 

(caséines + albumine) a été dilué dans un tampon à faible force éluante (acide acétique 0.1M), puis 

uŶe deuǆiğŵe iŶjeĐtioŶ de TFA a ĠtĠ ƌĠalisĠe afiŶ d͛ĠliŵiŶer les peptides contaminants (Fig. 36). La 

pureté de la fraction enrichie en phosphopeptides est alors bien inférieure à celle obtenue lorsque 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ est iŶjeĐtĠ diƌeĐteŵeŶt daŶs du TFA ĐoŶĐeŶtƌĠ, saŶs pouƌ autaŶt Ƌue le ƌeŶdeŵeŶt de 

purification des phosphopeptides ne soit augmenté significativement. Comme pour le tampon de 

charge contenant 80 % ACN, les peptides ĐoŶtaŵiŶaŶts soŶt plus diffiĐiles à ĠliŵiŶeƌ loƌsƋu͛ils soŶt 

déjà fixés au TiO2. Il est possible que l͛iŶteƌaĐtioŶ HILIC oƌieŶte les ĐoŶtaŵinants au contact de la 

phase solide et favorise dans un deuxième temps une interaction par échange de ligand, dont 

l͛ĠŶeƌgie de liaisoŶ est suffisaŶte pouƌ ƌeŶdƌe les ĠluaŶts faiďles de tǇpe aĐide peu ou pas effiĐaĐes. 

L͛ĠlutioŶ Ŷ͛est aloƌs ƌĠalisĠe Ƌue paƌ uŶe ďase de Leǁis, Đ͛est à diƌe les ioŶs hǇdƌoǆǇle de 

l͛aŵŵoŶiaƋue. 

FiŶaleŵeŶt, la ĐapaĐitĠ de l͛aĐide glǇĐoliƋue à iŶhiďeƌ les liaisoŶs ŶoŶ spĠĐifiƋues auƌa ĠtĠ 

ĠǀaluĠe pouƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ ;ĐasĠiŶes+ alďuŵiŶeͿ et uŶ eǆtƌait de foie de souƌis. L͛utilisation de cet 

acide a été motivée par les travaux du groupe de P. Roepstorff sur les non phosphopeptides 

excluders (Larsen et al., 2005), des ĐoŵposĠs aĐides doŶt l͛affiŶitĠ pouƌ TiO2 peƌŵet d͛ĠliŵiŶeƌ les 

contaminants sans affecter la liaison de phosphopeptides. Les excluders les plus efficaces sont de 
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nature aromatique : DHB, acide phtalique, acide salicylique. Les auteurs expliquent que chaque 

phosphate lie deux atomes de titane alors que les fonctions carboxyliques des contaminants ou des 

acides aromatiques lient un seul titane par deux liaisons de coordination. Les géométries de ces 

liaisons de coordination étant différentes, les auteurs supposent que les sites de liaison des 

contaminants acides et les sites de liaison des phosphates sont différents. 

Si les acides aromatiques sont des excluders efficaces, ils ne sont utilisés que pour des 

analyses MALDI-TOF, l͛utilisatioŶ du DHB pƌeŶaŶt uŶ iŶtĠƌġt tout paƌtiĐulieƌ daŶs la ŵesuƌe où il est 

à la fois un excluder et uŶe ŵatƌiĐe de Đhoiǆ pouƌ l͛ioŶisatioŶ MALDI. MalheuƌeuseŵeŶt Đes aĐides 

aromatiques sont incompatibles avec une analyse LC-MS car ils contaminent la RP-HPLC et l͛eŶtƌĠe 

du spectromètre de masse (Jensen and Larsen, 2007). Les auteuƌs oŶt aloƌs pƌoposĠ l͛utilisatioŶ de 

d͛aĐide glǇĐoliƋue ϭM ou d͛aĐide laĐtiƋue ϭM, deuǆ aĐides poƌtaŶt uŶ gƌoupeŵeŶt hǇdƌoǆǇle eŶ 

alpha du gƌoupe ĐaƌďoǆǇliƋue. A paƌtiƌ d͛uŶ eǆtƌait de Đellules ŵĠseŶĐhǇŵateuses et l͛utilisatioŶ 

d͛uŶ taŵpoŶ de Đhaƌge ϱ % TFA, 1 M acide glycolique, 80 % ACN, ils identifient 336 

phosphopeptides avec une pureté de 89 % (i.e. 89 % des peptides identifiés sont phosphorylés). Ici 

uŶ eǆtƌait de foie peƌŵet d͛oďteŶiƌ ϳϴ % de phosphopeptides identifiés avec un tampon de charge 

contenant 5 % TFA, 1M acide glycolique, 20 % ACN, soit une augmentation de 15 % par rapport au 

tampon sans acide glycolique. Il faut noter que l͛augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de TFA de ϱ à ϭϬ 

% dans le tampon de charge augmente la pureté de la fraction purifiée de seulement 5 %. Il 

seŵďleƌait doŶĐ Ƌue l͛aĐide glǇĐoliƋue peƌŵette effeĐtiǀeŵeŶt la diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďƌe de 

peptides contaminants daŶs l͛Ġluat des ĐoloŶŶes TiO2, ďieŶ Ƌue l͛utilisatioŶ des excluders ne soit 

pas l͛ĠlĠŵeŶt Đlef de la puƌifiĐatioŶ suƌ ĐoloŶŶe de TiO2, au contraire du TFA qui permet 

d͛augŵeŶteƌ la puƌetĠ de ϭϮ à ϱϴ % loƌsƋu͛il ƌeŵplaĐe l͛aĐide aĐĠtiƋue daŶs le taŵpoŶ de Đharge 

(Article, Fig. 2). 

D͛uŶ poiŶt de ǀue pƌatiƋue, Đe Đhapitƌe aǀait pouƌ oďjeĐtif de dĠfiŶiƌ le Đhoiǆ d͛uŶe 

chromatographie pour la purification de phosphopeptides provenant de biopsies hépatiques 

humaines. Ces dernières seront purifiées par chromatographie sur TiO2 avec un tampon de charge 

contenant 5 % TFA, 1M acide glycolique, 20 % ACN. D͛uŶ poiŶt de ǀue plus thĠoƌiƋue, Đe Đhapitƌe 

aura montré que la chromatographie TiO2 est une chromatographie de phase solide hétérogène qui 

peƌŵet l͛ĠĐhaŶge d͛ioŶs, l͛ĠĐhaŶge de ligaŶds et l͛iŶteƌaĐtioŶ hǇdƌophile, le Đhoiǆ des taŵpoŶs 

ĐhƌoŵatogƌaphiƋues peƌŵettaŶt de faǀoƌiseƌ ĐeƌtaiŶs tǇpes d͛iŶteƌaĐtioŶs. Ces pƌopƌiĠtĠs 

oƌigiŶales pƌĠseŶteŶt uŶ iŶĐoŶǀĠŶieŶt puisƋu͛elles ĐoŶtƌiďueŶt à la ĐoŶtaŵiŶatioŶ des 

phosphopeptides par des peptides riches en D et E, mais elles offrent également la possibilité 
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d͛ouǀƌiƌ le Đhaŵp d͛appliĐatioŶ des phases TiO2 à la chromatographie de molécules polaires et 

hydrophobes. 
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CHAPITRE ϰ : 

aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue et phosphopƌotĠoŵiƋue de ďiopsies hĠpatiƋues 

daŶs le Đadƌe du ĐaƌĐiŶoŵe hĠpatoĐellulaiƌe suƌ foie ŶoŶ fiďƌeuǆ 
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4.1 Présentation du sujet 

4.1.1 Le foie et ses fonctions essentielles 

Avec un poids moyen de 1,5 Kg, le foie est le plus volumineux des viscères. Il est enveloppé 

daŶs uŶe Đapsule ĐoŶjoŶĐtiǀe, la Đapsule de GlissoŶ, Ƌui s͛iŶǀagiŶe et foƌŵe des loďes doŶt 

l͛oƌgaŶisatioŶ est ĠtƌoiteŵeŶt ƌeliĠe à soŶ sǇstğŵe ǀasĐulaiƌe. SoŶ aliŵeŶtatioŶ saŶguiŶe se fait paƌ 

l͛aƌtğƌe hĠpatiƋue et paƌ la ǀeiŶe poƌte. Cette vascularisation afférente de type veineux est 

paƌtiĐuliğƌe au foie et s͛eǆpliƋue paƌ soŶ aĐtiǀitĠ de dƌaiŶage de l͛eŶseŵďle des ǀisĐğƌes. 

L͛eŶseŵďle ǀeiŶe poƌte - artère hépatique - canal cholédoque constitue le pédicule hépatique. La 

ramification de ce pĠdiĐule peƌŵet d͛isoleƌ plusieuƌs ƌĠgioŶs possĠdaŶt ĐhaĐuŶe soŶ sǇstğŵe de 

vascularisation. La connaissance de ces segments permet des ablations sans porter préjudice aux 

segments avoisinants. 

Organisation du lobule hépatique 

La ĐoloƌatioŶ paƌ l͛aĐide pĠƌiodique est utilisée en histologie pour révéler les polysaccharides. 

Sur les coupes de foie, elle met en évidence une organisation en lobule, le glycogène apparaissant 

sous foƌŵe d͛uŶ gƌadieŶt de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ dĠĐƌoissaŶt, de la pĠƌiphĠƌie ǀeƌs le ĐeŶtƌe du lobule où 

est localisée une veine, la veine centrolobulaire. Ce gradient de glycogène suit le flux sanguin qui va 

de la périphérie du lobule hépatique au centre du lobule où il est collecté. Le lobule hépatique est 

l͛uŶitĠ foŶĐtioŶŶelle du foie, ĐoŶstituĠ esseŶtielleŵeŶt d͛hĠpatoĐǇtes oƌgaŶisĠs eŶ tƌaǀĠes entre 

lesquelles circule le sang veineux vers la veine centrolobulaire. Au sein des travées, dans des 

canalicules, la bile circule en sens inverse vers le canal biliaire (Fig. 37Ϳ. L͛oƌgaŶisatioŶ du loďule 

hépatique est donc déterminée par la disposition des vaisseaux et des voies biliaires. Chaque lobule 

est sĠpaƌĠ de soŶ ǀoisiŶ paƌ des tƌaǀĠes de tissu ĐoŶjoŶĐtif. L͛espaĐe poƌte ou espaĐe de KieƌŶaŶ est 

situé dans ce tissu conjonctif ; il est caractérisé par une triade veine – artériole - canal biliaire qui 

peƌŵetteŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt ;iͿ l͛appoƌt de ŶutƌiŵeŶts paƌ les ďƌaŶĐhes de la ǀeiŶe poƌte ;iiͿ l͛appoƌt 

d͛oǆǇgğŶe paƌ l͛aƌtğƌe hĠpatiƋue ;iiiͿ la ĐolleĐte des sels ďiliaiƌes paƌ le ĐaŶal ďiliaiƌe. 

A partiƌ de l͛espaĐe poƌte se dĠǀeloppeŶt doŶĐ des ƌaŵifiĐatioŶs appelĠes Đapillaiƌes 

sinusoïdaux qui pénètrent dans le lobule hépatique et convergent vers le centre. Cet ensemble de 

vaisseaux constitue le système sanguin afférent. Au centre du lobule hépatique, la veine 
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centrolobulaire collecte le sang des capillaires sinusoidaux. Elle constitue le premier maillon du 

système veineux efférent qui aboutit aux veines sus-hépatiques puis à la veine cave inférieure.  

 

 

Figure 37. Organisation du lobule hépatique. A gauche : sĐhĠŵa d͛uŶ loďule hĠpatiƋue Les Đellules ƌoses ƌepƌĠseŶteŶt 
les hĠpaĐotǇĐes, les poiŶts ƌouges les ĠƌǇthoĐǇtes Ƌui ĐiƌĐuleŶt daŶs les Đapillaiƌes siŶusoïdes. L͛eŶseŵďle ǀeiŶe-
artèriole-ĐaŶal ďiliaiƌe ĐaƌaĐtĠƌise l͛espaĐe poƌte. ;souƌĐe http://www.transhepate.org). A droite : microscopie à fond 
Đlaiƌ d͛uŶe Đoupe de loďule hĠpatiƋue. La ǀeiŶe ĐeŶtƌoloďulaiƌe au ĐeŶtƌe ;ϭͿ est eŶtouƌĠe d͛uŶe ĐouĐhe de Đellules 
épithéliales colorées en orange. Les hépatocytes colorés en rose constituent la plus grande partie du volume lobulaire. 
Ils sont organisés en rangées de cellules appelées travée de Remak (2) qui entourent les cellules épithéliales des canaux 
sinusoidaux. Source : Faculté de Médecine Pierre & Marie Curie, Paris, 
http://www.chups.jussieu.fr/polys/histo/histoP2/foie.html. 

Types cellulaires 

Les hépatocytes représentent 80 % des cellules du foie. Les autres types cellulaires sont les 

cellules des canaux biliaires, les cellules endothéliales, les cellules de Küppfer (macrophages), les 

cellules étoilées ou cellules de Ito (fonction métabolique de la vitamine A et des lipides, fabrication 

de la matrice extra-cellulaire autour de cellules endothéliales), les lymphocytes hépatocytaires, et 

les cellules ovales (cellules pluripotentes, fonction de régénération des hépatocytes et 

endothéliales). 

Fonctions essentielles 

Le foie est un organe vital qui assure quatre fonctions essentielles : 

 Une fonction de synthèse (i) des protéines plasmatiques : albumine, facteurs de 

coagulation, protéines du métabolisme du fer (ferritine, transferrine), protéines de 

l͛iŶflaŵŵatioŶ ;αϭ- et αϮ-globulines), (ii) des lipides (cholesterol, triglycérides, 

lipoprotéines (iii) des glucides (glycogénogenèse), (iv) des corps cétoniques produits 

lors du catabolisme incomplet des acide gras pendant le jeûne. 

http://www.transhepate.org/
http://www.chups.jussieu.fr/polys/histo/histoP2/foie.html
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 Une fonction de stockage des glucides sous forme de glycogène et des vitamines 

liposolubles. 

 Une fonction de détoxification : ĐoŶǀeƌsioŶ de l͛aŵŵoŶiaĐ eŶ uƌĠe ;ĐǇĐle de l͛uƌĠeͿ, 

glucuronoconjugaison de la biliburine et de toxines, dégradation des toxines et 

ŵĠdiĐaŵeŶts paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe des ĐǇtoĐhƌoŵes PϰϱϬ. 

 Une fonction de production de la bile qui est constituée principalement de sels 

ďiliaiƌes ;aĐides dĠƌiǀĠs de l͛oǆǇdatioŶ du ĐholestĠƌolͿ, de ĐholestĠƌol, de ďiliƌuďiŶe 

conjuguée. 

4.1.2 Le carcinome hépatocellulaire 

Introduction 

Epidémiologie. 

On peut diviser les cancers du foie en deux catégories : les cancers primitifs et les cancers 

secondaires. Les cancers primitifs du foie, dont fait partie le carcinome hépatocellulaire, peuvent 

être de type bénin (adenome, hépatome) ou de type malin, carcinome hépatocellulaire (CHC), 

hépatoblastome (chez le jeune enfant), cholaŶgioĐaƌĐiŶoŵe ;ĐaŶĐeƌ de l͛ĠpithĠliuŵ des ǀoies 

biliaires), angiocarcinome (sarcome des tissus de soutien des vaisseaux). Au niveau mondial, les 

cancers primitifs du foie, dont 80 à 95 % sont des CHC, correspondent à la troisième cause de 

mortalité due au cancer, avec approximativemment un nombre de décès équivalent au nombre de 

cas (560 000 cas en 2008) (Nordenstedt et al., 2010). En France, parmi les 355 350 nouveaux cas de 

ĐaŶĐeƌ estiŵĠs eŶ ϮϬϭϮ, le ĐaŶĐeƌ du foie ƌepƌĠseŶte ϴϳϮϯ Đas, ϳϵ % suƌǀeŶaŶt Đhez l͛hoŵŵe 

(Binder-Foucard et al., 2013). Les données relatives à la mortalité de ce cancer ne sont pas publiées 

daŶs Đette deƌŶiğƌe Ġtude de l͛INCA ; pouƌ l͛aŶŶĠe ϮϬϬϱ, les doŶŶĠes ďƌutes soŶt de ϱϭϬϰ Đas 

diagnostiqués, alors que 5405 décès ont été enregistrés (Belot et al., 2008). 

Les facteurs de risques varient en fonction du sexe et de la localisation géographique. En 

FƌaŶĐe, l͛alĐoolisŵe, l͛hĠpatite B et C, le sǇŶdƌoŵe ŵĠtaďoliƋue ;IMC ĠleǀĠ, tauǆ ĠleǀĠ de 

triglycérides, taux faible de HDL, glycémie élevée, hypertension artérielle) sont les principaux 

facteurs de risque. En Europe, une étude épidémiologique a montré que les deux tiers des CHC 

étaient associés à un des 5 facteurs de risque suivants : taďaĐ ;ϰϳ.ϴ %Ϳ, hĠpatite C ;ϮϬ.ϵ %Ϳ, l͛oďĠsitĠ 

;ϭϲ.ϭ%Ϳ, HĠpatite B ;ϭϯ.Ϯ %Ϳ, et l͛alĐoolisŵe ;ϭϬ.ϭ%Ϳ. (Trichopoulos et al., 2011). Une autre étude 

équivalente réalisée en Italie présente des résultats plus communément admis : le risque de 
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développer un CHC est associé à l͛hĠpatite C ;ϲϱ%Ϳ, l͛alĐoolisŵe ;Ϯϰ%Ϳ, hĠpatite B ;ϭϱ%Ϳ, Đes tƌois 

facteurs représentant 89% des cas (Polesel et al., 2012). 

Les cancers secondaires du foie sont des tumeurs liées aux développement dans le foie de 

Đellules ĐaŶĐĠƌeuses pƌoǀeŶaŶt d͛autƌes oƌgaŶes. A Đause de l͛effet de dƌaiŶage paƌ la ǀeiŶe poƌte, 

ces cancers secondaires sont souvent associés aux cancers digestifs (estomac, pancréas, intestin, 

côlon, rectum). 

Fibrose et cirrhose hépatique 

La fibrose est la foƌŵatioŶ de tissus fiďƌeuǆ Ƌui dĠsoƌgaŶiseŶt le tissu hĠpatiƋue. Loƌs d͛uŶe 

inflammation, les fibroblastes prolifèrent et produisent de la matrice extracellulaire riche en 

collagène, formant ainsi un tissu de cicatrisation qui normalement se résorbe progressivement. 

Dans le cas de la fibrose hépatique qui se développe lors de la destruction des cellules hépatiques, 

le développement de la matrice extracellulaire désorganise et incapacite les lobules (Friedman, 

2008). SoŶ ĠǀolutioŶ est ĐlassĠe eŶ stades, le stade FϬ ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛aďseŶĐe de fiďƌose, le 

stade F4 correspond au premier stade de la cirrhose (Fig. 38). 

 

Figure 38. Fibrose hépatique. A doite : fibrose au stade F1 : l͛aĐĐuŵulatioŶ de ŵatƌiĐe eǆtƌa Đellulaiƌe Ġlaƌgit l͛espaĐe 
porte (en encadré). A gauche : fibrose au stade F4 : l͛aƌĐhiteĐtuƌe hĠpatique du lobule a disparu et la fibrose (rose 
magenta) délimite des nodules de régénération (rose pâle) source : centre Hépato Biliaire Paul Brousse, 
http://www.chb.aphp.fr/foieEtMaladies/maladies/cirrhose/index.phtml.  

La cirrhose est uŶ sǇŶdƌôŵe dĠfiŶi paƌ l͛aŶatoŵo-pathologie et qui correspond aux stades 

ultiŵes de la fiďƌose. Elle peut ġtƌe ĐoŵpeŶsĠe, Đ͛est-à-dire sans symptômes, ou décompensée 

aǀeĐ l͛appaƌitioŶs de ĐoŵpliĐatioŶs ;hĠŵoƌƌagie, asĐite, eŶĐĠphalopathie…Ϳ. DaŶs le ŵoŶde, ϵϬ% 

des carcinomes hépatocellulaires se déclarent sur des foies cirrhotiques (Nordenstedt et al., 2010). 

Mécanismes Moléculaires du carcinome hépatocellulaire 

L͛hĠpatoĐǇte Ŷoƌŵal, sous l͛effet des pƌoĐessus d͛iŶflaŵŵatioŶ et de ƌĠgĠŶĠƌatioŶ, peut suďiƌ 

des modifications génétiques qui induisent une dysplasie puis la formation de nodules qui 

http://www.chb.aphp.fr/foieEtMaladies/maladies/cirrhose/index.phtml
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ĠǀolueƌoŶt eŶ CHC et pƌoduĐtioŶ de ŵĠtastases. DaŶs Đette ĐhƌoŶologie stĠƌĠotǇpĠe de l͛ĠǀolutioŶ 

tuŵoƌale, les altĠƌatioŶs gĠŶĠtiƋues s͛aĐĐuŵuleŶt et peuǀeŶt ġtƌe pƌĠseŶtĠes au Ŷiǀeau Đellulaiƌe 

eŶ ϯ tǇpes d͛ĠǀĠŶeŵeŶts ; ;iͿ, l͛aĐtiǀatioŶ de faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe et de leuƌs ƌĠĐepteuƌs, ;iiͿ 

l͛iŶaĐtiǀatioŶ de gğŶes suppƌesseuƌs de tuŵeuƌs, ;iiiͿ l͛activation de proto-oncogènes, (iv), La 

ŵutatioŶ d͛autƌes gğŶes ;Fig. 39). Les quatre groupes principaux de gènes qui sont mutés dans le 

CHC induisent donc une activation des facteurs de transcription ou leur récepteur (IGF-2, TGF-αͿ, 

inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs, (PTEN, P53, RB, ‘UNXϯͿ, l͛aĐtiǀatioŶ d͛oŶĐogğŶes 

(MYC, RAS, RAFͿ, la ƌĠaĐtiǀatioŶ de ǀoie de sigŶalisatioŶ du dĠǀeloppeŵeŶt ;Hg, WŶt/β-cat) (Martin 

and Dufour, 2008; Shiraha et al., 2013).  

 

Figure 39. Altération génétiques présentes dans les CHC. IGF2 ; insulin-like growth factor 2, TGFa ; transforming 
growth factor a, PTEN ; Phosphatase and TENsin homolog, RB ; RetinoBlastoma gene, TGFβR ; Transforming Growth 
Factor β Receptor, RUNX3 ; Runt-related transcription factor 3. L͛aĐtiǀitĠ tĠloŵĠƌase est caractéristique des cellules 
geƌŵiŶales, elle ĐoƌƌespoŶd à l͛ajout de sĠƋueŶĐes ƌĠpĠtĠes auǆ eǆtƌĠŵitĠs des Đhƌoŵosoŵes ;tĠloŵğƌesͿ. Ces 
séquences répétées protègent les gènes des extrémités chromosomiques. D͛apƌğs (Shiraha et al., 2013) 

Les analyses récentes du génome de tumeurs hépatiques montrent le caractère cumulatif des 

mutations. Une étude de 125 biopsies CHC a identifié 135 délétions homozygotes et 994 mutations 

somatiques (Guichard et al., 2012). Ces mutations sont associées ou non au caractère cancéreux, la 

discrimination peut être réalisée en analysant conjointement le tissu cancéreux et le tissu 

périphérique à la tumeur. Cette analyse menée sur 87 biopsies a peƌŵis d͛identifier 34 mutations 

spécifiques du CHC. Paƌŵi l͛eŶseŵďle des ŵutatioŶs Ƌui seŵďle iŶdiƋueƌ uŶ ĐaƌaĐtğƌe Đuŵulatif, 
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des mutations récurrents ont été identifiées aǀeĐ uŶ Ŷiǀeau ĠleǀĠ d͛A‘N: Pϱϯ ;ϭϴ%Ϳ, CTNNBϭ ;ϭϬ%Ϳ, 

KEAP1 (8%), C16orf62 (8%), MLL4 (7%) and RAC2 (5%) (Cleary et al., 2013). 

Analyses protéomiques et phophoprotéomiques 

AŶalǇse Đhez l’aŶiŵal. Le protéome du foie de souris a fait l͛oďjet de Ŷoŵďƌeuses études. Lai 

et Đollaďoƌateuƌs oŶt ŵoŶtƌĠ d͛uŶe paƌt Ƌue le Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue Ġtait ĐoƌƌĠlĠ aǀeĐ les 

ƋuaŶtitĠs d͛A‘N ĐoƌƌespoŶdaŶts ;‘ = Ϭ,ϲϮ Ŷ=ϱϲϴϬ gğŶesͿ, d͛autƌe paƌt Ƌue le pƌotĠoŵe du saŶg 

ĐoŶteŶait uŶ Ŷoŵďƌe iŵpoƌtaŶt de pƌotĠiŶes du tissus et peƌŵettait d͛eŶǀisageƌ uŶe ƌeĐheƌĐhe de 

bio-marqueurs (Lai et al., 2008). L͛aŶalǇse paƌ ĠleĐtƌophoƌğse ďidiŵeŶsioŶŶelle de sĠƌuŵs 

provenant de souris transgéniques qui surexpriment l͛EGF et dĠǀeloppent des cancers du foie a 

montré que la réponse anticorps était affectée (disparition des IgK et IgL), et que les protéines 

amyloid component P and apolipoprotein M ĠtaieŶt suƌeǆpƌiŵĠes d͛uŶ faĐteuƌ ϴ à ϭϬ (Gazzana and 

Borlak, 2008). L͛Ġtude du dĠǀeloppeŵeŶt de tuŵeuƌs hĠpatiƋues iŶduites paƌ ǆĠŶogƌeffe Đhez la 

souris nude a ŵoŶtƌĠ Ƌue le Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ de la tƌaŶsaldolase Ġtait augŵeŶtĠe daŶs le tissu 

cancéreux et dans le sang des souris correspondantes (Wang et al., 2011a). Dans la même étude, 

l͛aŶalǇse de ϳϮ sĠƌuŵs huŵaiŶs pƌovenant pour moitié de patients atteints de CHC avec métastases 

a permis de calculer une spécificité et une sensibilité du dosage de respectivement 77.6 et 86.1 %. 

Les analyses phosphoprotéomiques de foie de souris ou de rat sont nombreuses. Une série 

d͛aƌticles a utilisé ces modèles pouƌ dĠŵoŶtƌeƌ l͛iŶtĠƌġt de la puƌifiĐatioŶ par affinité sur support 

IMAC (Moser and White, 2006; Villen et al., 2007). Un atlas des sites de phosphorylation a été 

publié pour 9 organes de la souris et 36000 sites de phosphorylation (soit 6296 protéines) ont été 

identifiés (Huttlin et al., 2010). Dans cette étude, seulement 3% des phosphopeptides provenaient 

du foie, alors que 33% des phosphopeptides identifiés provenaient du cerveau. Une étude 

équivalente sur 14 organes de rat a été réalisée en 2012 (Lundby et al., 2012). Les résultats sont 

très similaires à ceux obtenus chez la souris : les phosphopeptides sont également moins abondants 

dans le foie de rat que dans les autres organes. 

Analyse de cultures cellulaires. Les Ġtudes suƌ Đellules peƌŵetteŶt de testeƌ plus ƌapideŵeŶt l͛effet 

de drogues sur la croissance, la différenciation, et la viabilité des cellules. 

Pour des cellules de souris Hepa1-ϲ, PaŶ et Đollaďoƌateuƌs oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛ajout de 

pervanadate (inhibiteur de tyrosine phosphatases), de calyculine A et deltamethrine (inhibiteur de 

serine et thréonine phosphatases) inhibait la phosphorylation de seulement 28 % des 

phosphopeptides détectés (Pan et al., 2008). 
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Pour des cellules humaines (cellules souches mésenchymateuses ,MSCs), deux milieux de 

Đultuƌe oŶt peƌŵis d͛iŶduiƌe uŶe différenciation des MSCs en hépatocytes. Un premier milieu 

(supplémentation en facteurs de croissances HFG et FGF-7) induit une inactivation de la voie 

WŶt/β-caténine. Un deuxième milieu plus complexe provoque une prolifération anormale des 

cellules différenciées, assoĐiĠe à la tƌaŶsloĐatioŶ ŶuĐlĠaiƌe de la β-caténine, la surexpression de 

cathepsin D precursor, adenine phosphoribosyl transferase, L-lactate dehydrogenase, 

triosephosphate isomerase, inorganic pyrophosphatase or peptidyl prolyl cis-trans isomerase et la 

surexpression des gènes Lrp5, Fzd3, myc et P53 déjà cités précédemment (Herencia et al., 2012). 

L͛Ġtude pƌotĠoŵiƋue d͛uŶe ligŶĠe Đellulaiƌe hĠpatoĐǇtaiƌe ƌĠsistaŶte au 5-fluoro-uracile (5FU, 

BELϳϰϬϮͿ a ŵoŶtƌĠ la suƌeǆpƌessioŶ d͛aŶŶeǆiŶe ϯ Đhez les Đellules ƌĠsistaŶtes. La suƌeǆpƌessioŶ de 

l͛aŶŶeǆiŶe ϯ a ĠtĠ constatée pour 15 biopsies sur 20 correspondant à des CHC (Tong et al., 2012). 

Analyse de tissus humains 

Une étude par électrophorèse bidimensionnelle de 4 biopsies (CHC et tissus adjacent) a 

peƌŵis d͛identifier 39 protéines exprimées de manière différentielle entre le tissu cancéreux et le 

tissu sain, parmi lesquelles apolipoprotein E et chloride intracellular channel 1 ont été validées par 

une analyse en Western blot (Blanc et al., 2005). 

Des niveaux élevés de calréticuline et de fragments de protein disulphide isomerase A3 ont 

été détectés dans les sérums de patients CHC, les concentrations mesurées permettant de 

différencier les CHC des foies cirrhotiques (Chignard et al., 2006). 

Une synthèse des données bibliographiques montre que la majorité des protéines 

surexprimées correspondent à des protéines de stress (HSP) et du métabolisme (Kuramitsu and 

Nakamura, 2006).  

MiŶagaǁa et Đollaďoƌateuƌs oŶt ĠtudiĠ ϭϰ ďiopsies de patieŶts atteiŶts de l͛hépatite C 

;tuŵeuƌs et tissus adjaĐeŶtsͿ. L͛aŶalǇse ĐoŶjoiŶte du pƌotĠoŵe ;ĠleĐtƌophoƌğse ϮDͿ et du 

transcriptome a montré une corrélation particulièrement forte (r=0,90) entre les protéines 

impliquées dans le métabolisme et leur ARNm. La glutamine synthétase, la ǀiŵeŶtiŶe, l͛aŶŶeǆiŶe AϮ 

et l͛aldo-céto réductase sont surexprimées, aloƌs Ƌue l͛aŶhǇdƌase ĐaƌďoŶiƋue ϭ et Ϯ, 

l͛aƌgiŶiŶosuĐĐiŶate sǇŶthĠtase ϭ, la fƌuĐtose-1,6-biphosphase et la bétaine-homocystéine 

méthyltransférase sont sous exprimées dans les tissus CHC (Minagawa et al., 2008). Une analyse 

pƌotĠoŵiƋue paƌ ŵaƌƋuage iT‘AQ a ĠgaleŵeŶt peƌŵis d͛ideŶtifieƌ la sous eǆpƌessioŶ de ϱ eŶzǇŵes 

du ĐǇĐle de l͛uƌĠe daŶs les tuŵeuƌs paƌ ƌappoƌt auǆ tissus saiŶs adjaĐeŶts (Chaerkady et al., 2008). 
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En 2010, Sun et collaborateurs ont montré une surexpression de lamin B1 (LMNB1) dans les 

tissus CHC par rapport aux tissus cirrhotiques et aux tissus sains, le dosage de la protéine dans le 

sang permettant la détection des stades précoces de CHC (spécificité : 86%, sensibilité 76%) (Sun et 

al., 2010a). En 2011, la comparaison des données protéomiques de 4 tissus CHC et 4 tissus non CHC 

a mis en évidence la surexpression de 61 protéines, dont la taline 1, une protéine du cytosquelette 

dont la présence a été avérée par immunohistochimie, et qui est associée à la réapparition précoce 

de nodules chez les patients suivis. (Kanamori et al., 2011). En 2012, La surexpression de 

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (hnRNP K) a été montrée dans des tissus tumoraux par 

ƌappoƌt auǆ tissus ĐiƌƌhotiƋues. Le dosage de hŶ‘NP K assoĐiĠ au dosage sĠƌiƋue d͛alpha-

fœtopƌotĠiŶe ;AFPͿ peƌŵettƌait uŶ diagŶostiĐ du CHC auǆ stades pƌĠĐoĐes (Guo et al., 2012). Plus 

récemment, des dosages en mode MRM de ApoA1 ont montré une sous-expression de 20% de 

cette protéine dans des sérums de patients CHC par rapport aux sérums HCV (Mustafa et al., 2013). 

Réponse immunitaire associée au CHC. Plusieurs articles ont étudié la réponse des anticorps 

associée au CHC (Le Naour et al., 2002; Li et al., 2008). Il semblerait que les patients atteints de CHC 

produisent des auto-anticorps spécifiques. Les antigènes identifiés sont : DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) 

box polypeptide 3, eukaryotic translation elongation factor 2 (eEF2), apoptosis-inducing factor (AIF), 

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2 (hnRNP A2), prostatic binding protein, and 

triosephosphate isomerase (TIM). Ces auto-anticorps sont détectés dans 90% des sérums CHC (Li et 

al., 2008). Le Naour et collaborateurs avaient identifié précédemment la calréticuline comme un 

antigène spécifique des tumeurs, indépendamment du statut viral (Le Naour et al., 2002). 

Les études phosphoprotéomiques Đhez l͛hoŵŵe soŶt ďeauĐoup ŵoiŶs Ŷoŵďƌeuses. 

L͛aŶalǇse d͛uŶ foie saiŶ, apƌğs tƌǇpsiŶolǇse et puƌifiĐatioŶ suƌ ĐoloŶŶe IMAC-Ti4+, puis analyse LC-MS 

a peƌŵis d͛ideŶtifieƌ plus de ϮϬϬϬ sites de phosphoƌǇlatioŶ, laissaŶt pƌĠsageƌ des Ŷiǀeauǆ de 

phosphorylations dans le foie humain équivalents à ceux observés chez le rat et la souris (Han et al., 

2010). Un autre protocole utilisant une chromatographie bidimensionnelle SAX+RP pour séparer les 

peptides tƌǇpsiƋues a peƌŵis d͛ideŶtifieƌ plus de ϭϱϬϬ phosphopeptides à paƌtiƌ de ϱϬϬ µg de foie 

(Wang et al., 2010). Ces auteuƌs Ŷ͛oŶt ŵalheuƌeuseŵeŶt pas appliƋuĠ leuƌ pƌotoĐole à l͛Ġtude de 

tumeurs. 

A ce jour, seulement deux publications présentent une analyse phosphoprotéomique de 

tissus tumoraux. Lee et collaborateurs ont identifiés 39 phosphopeptides dans 3 biopsies CHC et 

ont validé par Western-ďlot la diŵiŶutioŶ d͛alpha-HS-glycoprotein (phospho-ser 138 and 312) dans 

les tissus tumoraux (Lee et al., 2009). Une autre analyse phosphoprotéomique quantitative a 
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également été réalisée pour 3 tissus ; un tissu cancéreux et deux tissus sains. Les peptides 

trypsiques ont été marqués au formaldéhyde puis purifiés par IMAC-Ti4+ aǀaŶt d͛ġtƌe sĠpaƌĠs paƌ 

une chromatographie multidimensionnelle SCX-RP. Plus de 1800 sites de phosphorylations ont été 

ideŶtifiĠs. L͛aŶalǇse par motif des séquences phosphorylée a montré une surreprésentation des 

motifs PXpSP, RXXpSP, and pSP dans la tumeur. Ces motif sont phosphorylés par les ERK ½, kinases 

impliquées dans la prolifération cellulaire et induites dans différents cancers (Song et al., 2011). 

4.1.3 Analyse quantitative par marquage iTRAQ 

La première publication en 2004 du réactif ITRAQ (Isobaric Tag for Relative and Absolute 

Quantitation) pƌĠseŶte l͛aŶalǇse ƋuaŶtitatiǀe de ŵutaŶts de la leǀuƌe après marquage par un 

ƌĠaĐtif peƌŵettaŶt l͛aŶalǇse ĐoŶjoiŶte de ϰ ĠĐhaŶtilloŶs ;iT‘AQ ϰPleǆͿ (Ross et al., 2004). Depuis, 

900 publications référencées dans PubMed ont utilisé le marquage iTRAQ, dont la dernière version 

permet de quantifier dans la même analyse 8 échantillons (iTRAQ 8Plex). Le réactif ITRAQ est un 

produit commercialisé par AB Sciex et réagit en milieu basique avec les fonctions amines par 

l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe d͛uŶ gƌoupeŵeŶt suĐĐiŶiŵide ;Fig. 40). 

 

Fig.40. Le réactif iTRAQ 113. Structure supposée du réactif iTRAQ 8plex (non publiée à ce jour). Seuls les ions 
rapporteurs et le groupement réactif sont connus. Le groupe balance présenté ici est une hypothèse basée sur la 
composition élémentaire déduite des mesures de masse exacte. Les autres réactifs, iTRAQ 114 à iTRAQ 121, sont 
obtenus par des marquages 

13
C et 

15N de l͛ioŶ ƌappoƌteuƌ. EŶ ĐoŶtƌepaƌtie, le gƌoupe ďalaŶĐe est allĠgĠ paƌ 
l͛iŶĐoƌporation de 

12
C et 

14
N. 

Dans sa version 8Plex, 8 réactifs iTRAQ différents sont utilisés, chacun ayant une masse totale 

identique de 304.205 Da, mais des ions rapporteurs différents. Ces ions rapporteurs sont observés 

uniquement dans le spectre MS/MS aux masses 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119 et 121 et 
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correspondent à différentes combinaisons de carbone 14 et azote 14. Le groupe balance permet 

d͛ĠƋuiliďƌeƌ la ŵasse ŵolĠĐulaiƌe de l͛eŶseŵďle du ƌĠaĐtif. Après le marquage de chacun des 8 

ĠĐhaŶtilloŶs aǀeĐ uŶ des ϴ ƌĠaĐtifs iT‘AQ, les ĠĐhaŶtilloŶs soŶt ƌegƌoupĠs. Loƌs de l͛aŶalǇse, les 

speĐtƌes MS Ŷe pƌoduiseŶt Ƌu͛uŶ seul piĐ paƌ peptide, Ƌuel Ƌue soit l͛ĠĐhaŶtilloŶ. Paƌ ĐoŶtƌe, le 

spectre MS/MS fragmente les groupements iTRAQ dont les masses sont spécifiques de chaque 

ĠĐhaŶtilloŶ. La ŵesuƌe de l͛iŶteŶsitĠ des ioŶs ƌappoƌteuƌs est fonction de la quantité du peptide 

dans les différents échantillons.  

D͛uŶ poiŶt de ǀue eǆpĠƌiŵeŶtal, l͛hǇdƌolǇse du gƌoupeŵeŶt succinimide augmente avec le pH 

et la demi-vie du réactif est inférieure à 15 min à des valeurs de pH supérieures à 8. Par contre, elle 

dépasse 2h pour des valeurs de pH inférieures à 6,5 (Grumbach and Veh, 1991). Inversement, la 

vitesse de réaction avec les amines augmente avec la valeur de pH. La réaction de couplage est 

généralement réalisée à un pH proche de 8. Dans un tampon 50 mM phosphate de sodium pH 8,2, 

le temps de demi-vie de la réaction des peptides avec le réactif iTRAQ est de l͛oƌdƌe de la ŵiŶute à 

25°C. 

Les esters de N-hydroxysuccinimide réagissent spécifiquement avec les amines, mais des 

réactions parasites sur la tyrosine et la sérine ont également été décrites. Cependant, la O-acylation 

est ƌĠǀeƌsiďle aǀeĐ l͛ajout de solutioŶ d͛hǇdƌoǆǇlaŵiŶe ϭ M en tampon borate pH9.2 (Kurosky et al., 

1993; Wiktorowicz et al., 2012). 

L͛aŶalǇse MS/MS des peptides dérivés peut être réalisée en MALDI-TOF-TOF (Pflieger et al., 

2008; Scheri et al., 2008) ou en ESI-MS/MS. Avec le LTQ-orbitrap, la fragmentation est 

généralement réalisée dans la cellule HCD (Boja et al., 2009; Pichler et al., 2010; Zhang et al., 2009). 

Quelques rares publications ont également utilisé un fragmentation ETD (Phanstiel et al., 2008) qui 

permet la quantification de 5 des 8 réactifs iTRAQ 8plex (Phanstiel et al., 2009). 

Si certains articles ont montré que le marquage isobare entrainait une diminution du nombre 

de peptides identifiés (Li et al., 2012; Patel et al., 2009; Wang et al., 2012a), d͛autƌes puďliĐatioŶs 

ont abouti aux conclusions inverses (Putz et al., 2012; Trinh et al., 2013). Par ailleurs, le marquage 

iTRAQ 8Plex serait moins efficace que marquage iTRAQ 4Plex et le marquage mTRAQ (Pichler et al., 

2010). Enfin, le marquage ITRAQ 4Plex serait plus performant que le marquage mTRAQ (Mertins et 

al., 2012). Face au caractère contradictoire de ces publications, la seule conclusion raisonnable est 

la difficulté de comparer les techniques de quantification. 

La méthodologie de marquage IT‘AQ ϴPleǆ pƌĠseŶte l͛iŶtĠƌġt de ƋuaŶtifieƌ ϴ ĠĐhaŶtilloŶs 

différents dans la même analyse. Par contre, le marquage présenterait 3 désavantages : (i) la sous-
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estiŵatioŶ de l͛aŵplitude des ǀaƌiatioŶs (Evans et al., 2012; Pierce et al., 2008) (ii) l͛interférence 

possible de l͛ion immonium de la phénylalanine pour iTRAQ121 (Ow et al., 2009), (iii) 

l͛augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďƌe de Đhaƌge des peptides dĠƌiǀĠs, ŵoiŶs pƌopiĐe à l͛ideŶtifiĐatioŶ paƌ les 

bases de données (Thingholm et al., 2010). 

4.2 Matériel et Méthodes 

4.2.1 Matériel 

Les différentes étapes chromatographiques de dessalage sur support greffé C18 (HPLC Sep 

Pak tC18) et de chromatographie TiO2 ont été réalisées sur un système HPLC PF2D (Beckman 

Coulter) décrit dans le chapitre précédent. Seule la deuxième partie de ce système de 

chromatographie bidimensionnelle a été utilisée en mode isocratique. 

Les analyses par spectrométrie de masse ont été réalisées sur un système nanoLC-LTQ-

Orbitrap XL. La nano chromatographie (chaine Dionex U3000) utilise une colonne de 

préconcentration C18 (PepMap C18 0.3x5 mm) et une colonne analytique C18 (PepMap C18, 75 µm 

x 10 cm). 

4.2.2 Echantillons 

Les biopsies humaines proviennent de patients opérés au Centre Hospitalier de Bordeaux. 

Elles ont été caractérisées par les anatomo-pathologistes du CHU puis conservées à -80°C. Dix-huit 

biopsies correspondent à des carcinomes hépatocellulaires sur foie non fibreux, 6 biopsies 

« normales » correspondent à des tissus qualifiés de normaux après observation des tissus par les 

anatomopathologistes. Le Tableau 12 présentes les différentes observations, les analyses 

biochimiques (alpha fœtopƌotĠiŶe) et les analyses génétiques (P53 et BCAT) des biopsies CHC. La 

caractéristique commune des 18 biopsies tumorales est le type non fibreux des tissus, les autres 

caractères étant extrêmement variables. Les patients âgés de 32 ans à 82 ans sont en majorité de 

sexe masculin. Le taux d͛alpha fœtopƌotĠiŶe Ŷ͛est supĠƌieuƌ à la ǀaleuƌ seuil ;ϮϬ Ŷg/ŵLͿ Ƌue pouƌ 

55% des cas. Certaines pathologies associées (hémochromatose, stéatose, péliosis) sont très peu 

représentées, maisprobablement de nature à modifier le protéome des cinq biopsies concernées. 

La mutation du gène Pϱϯ Ŷe ĐoŶĐeƌŶe Ƌu͛uŶe ďiopsie aloƌs Ƌue la ŵutatioŶ ďĠta-caténine(BCAT) est 

observée pour la moitié des biopsies. Ces paramètres Ŷ͛oŶt pas été associés de manière à créer des 

sous-groupes ; le panel des biopsies est extrêmement hétérogène. 
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Tableau 12. Caractéristiques anatomo-pathologiques des biopsies tumorales 

Biopsie(1) 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6

Age 77 65 61 69 57 67 71 45 85 72 63 69 32 73 72 82 76 77

Sexe M F M M M M M M M M F M F M M M F M

Alpha foetoproteine (ng/ml) <20 <20 <20 >20 <20 >20 <20 >20 NA >20 >20 NA <20 >20 <20 <20 <20 <20

Alcoolisme 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 NA 1 1 1 1 0

Hemochromatose(2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 NA 0 0 0 0 0

Diaètre du nodule le plus large 35 45 110 210 190 100 110 100 75 160 45 180 NA 130 95 80 100 50

Invasion vasculaire 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 NA 0 0 0 1 1

Invasion de la veine portale 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 NA 0 0 0 0 0

Capsule tumorale(0:abs., 1:intacte, 2:envahie) 0 2 2 0 2 2 2 1 2 2 2 NA NA 2 0 1 2 1

Nodules satellites 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 NA 1 0 0 1 0

Invasion de la veine hépatique 0 0 0 1 0  0 0 0 1 0 NA NA NA 0 NA 0 0

Stéatose tumorale(3) 0 1 NA 0 0 0 0 0 3 0 NA 2 NA 0 0 0 1  

Péliosis(4) 0 0 NA 0 1 1 0 1 0 0 0 0 NA 0 1  0/1 0

Stroma fibrotique 0 0 NA 0 0 0 0 0/1 0 0 0 0 NA 0 0 0 0 1

Cholestérase tumorale(5) 0 0 NA 0/1 0 1 0 1 1 0 1 0 NA 1 0 0 0 0

Inflammation 0 0 NA 0 0 1 0 0 0 1 0 0 NA 0 0 1 0 1

classification d'Edmonson(6) I-II I-II I-II III-IV III-IV III-IV I-II III-IV I-II III-IV III-IV III-IV NA III-IV I-II I-II I-II III-IV

Mutation P53(7) 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 NA 0 0 0 0 0

Mutation BCATex3(7) 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0

(1): la partie entière désigne la série ITRAQ dans laquelle la biopsie a été analysée, la partie décimale désigne le tag ITRAQ utilisé (ex: 2,1 = deuxième série, tag 113)

(2): pathologie provoquée par une accumulation de fer dans le foie

(3): accumulation de graisse (triglycérides) dans les hépatocytes

(4): trouble de la microcirculation sanguine intra-hépatique dans lequel le tissu hépatique est parsemé de cavités remplies de sang

(5): stase de la bile

(7): Déterminé d'après les travaux de l'U674 (Dr Zucman-Rossi)

n.d.: non déterminé

Les biopsies "normales" ne présentent pas de lésions macroscopiques et microscopiques

(6): les grades de la classification d'Edmondson-steiner sont établis sur la base d'observations histologiques.

Plus le grade est élevé, plus  les cellules et le lobule ont des caractéristiques morphologiques propres aux cellules tumorales.
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4.2.3. Méthodes 

Les différentes étapes du protocole sont les suivantes : 

1. Broyage, réduction et alkylation, trypsinolyse 

2. HPLC Sep Pak tC18 

3. HPLC TiO2 

4. Sep Pak tC18 

5. Marquage iTRAQ 

6. Sep Pak tC18 

7. Analyse LC-MS/MS (Orbitrap) 

Broyage, réduction et alkylation, trypsinolyse 

Le broyage des biopsies est réalisé par un vibro-broyeur (Retsch) ; 50 à 100 mg de tissu sont 

placés dans un tube de 2 mL (Eppendorf) contenant 2 billes en acier inoxydable et 1 mL de tampon 

de lyse (0.1 M TEAB pH 9.3, 0.15 M NaCl, 0.1 % SDS, 5 mM NaF, 2 mM Na3VO4 et 10 mM DTT). Deux 

ĐǇĐles de ϲϬ seĐ à ϮϬ Hz peƌŵetteŶt d͛oďteŶiƌ uŶe suspeŶsioŶ hoŵogğŶe. Le broyage est réalisé à 

4°C (les portoirs du vibro-broyeur sont placés à 4°C avant utilisation). Les échantillons sont ensuite 

transférés dans des tubes de 2 mL. Après 5 min à 100°C, l͛ĠĐhaŶtilloŶ est ƌefƌoidi puis alkǇlĠ à Ϯϱ°C 

sous agitation pendant 30 min par 50mM final d͛iodoacétamide. La trypsinolyse est réalisée à 37 °C 

paƌ deuǆ ajouts d͛eŶzǇŵe ;à T0 et T1H) avec un rapport E/S = 1/100 (poids/poids). Le poids de 

substrat est déterminé par la pesée de la biopsie en supposant ϭϬ% de pƌotĠiŶes daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ. 

La digestion est réalisée pendant la nuit au ŵoǇeŶ d͛uŶ ŵiǆeuƌ theƌŵostatĠ ;EppeŶdoƌfͿ. Après 10h 

d͛iŶĐuďatioŶ à ϯϳ%C sous agitatioŶ pulsĠe, l͛ĠĐhaŶtilloŶ est ƌefƌoidi à ϲ°C. Le leŶdeŵaiŶ, les 

échantillons soŶt aĐidifiĠs paƌ du TFA ;ϭ% fiŶalͿ. L͛aĐidifiĐatioŶ de l͛eǆtƌait pƌoǀoƋue le dĠgageŵeŶt 

de CO2. Après 5 min sous agitation, les échantillons sont centrifugés à 16000 g pendant 15 min. Le 

suƌŶageaŶt est ƌĠĐupĠƌĠ et tƌaŶsfĠƌĠ daŶs uŶ plaƋue ϵϲ puits adaptĠ au passeuƌ d͛ĠĐhaŶtilloŶ du 

système HPLC (PF2D, Bekman-Coulter) ; le culot est séché et le résidu sec est pesé. 

HPLC Sep Pak tC18 

La phase d͛uŶe ĐaƌtouĐhe Sep Pak tCϭϴ ;WateƌsͿ est utilisée pour remplir une colonne HPLC 

(5 mm x 4.5 cm). La chromatographie est réalisée avec un système PF2D (Beckman Coulter) 

disposaŶt d͛uŶ passeuƌ d͛ĠĐhaŶtilloŶ, d͛uŶ dĠteĐteuƌ UV et d͛uŶ ĐolleĐteuƌ ;GilsoŶͿ à un débit de 
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0.9 mL/min. Les peptides sont retenus en tête de colonne avec Ϭ.ϱ % d͛ĠluaŶt B puis ĠluĠs à ϲϬ % 

de B, la colonne étant régénérée par 90 % de B (A : 0.1 % acide formique, B : 100 % acétonitrile). 

Les injections sont réalisées dans l͛oƌdƌe suiǀaŶt : 

 Deux IŶjeĐtioŶs d͛alďuŵiŶe ďoǀiŶe pouƌ ĠtaloŶŶeƌ le sǇstğŵe ;ǀĠƌifiĐatioŶ des teŵps 

de ƌĠteŶtioŶ de l͛iŶteŶsitĠ du piĐ de la fƌaĐtioŶ ĠluĠe paƌ ϲϬ % d͛aĐĠtoŶitƌile 

 Deux injections de tampon 0.1% TFA (vérifiĐatioŶ d͛uŶ ĠǀeŶtuel effet ŵĠŵoiƌeͿ 

 Injections des échantillons 

La fraction éluée à 60% B est séchée au SpeedVac (Thermo Scientific). Les tubes de collecte 

soŶt pƌĠalaďleŵeŶt taƌĠs afiŶ de peƌŵettƌe uŶe pesĠe de l͛eǆtƌait seĐ. 

HPLC TiO2 

Les échantillons préalablement purifiés par Sep Pak tC18 sont dissous (10 mg/mL) dans une 

solution 1M TFA, 1M acide glycolique, 20 % ACN. La colonne TiO2 (2 mm x 5 cm, voir chapitre 3) est 

utilisée à un débit de 0.2 mL/min en tampon A (50 mM TFA, 20% ACN). Après 15 min. de rinçage 

par le tampon A, les phosphopeptides sont élués par NH4OH Ϭ.ϳ M. Les iŶjeĐtioŶs ƌespeĐteŶt l͛oƌdƌe 

suivant : 

 IŶjeĐtioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ eŶ taŵpoŶ de Đhaƌge ;ϭ M TFA, ϭM aĐ. glǇĐoliƋue, ϮϬ% ACNͿ 

 Injection du tampon de charge seul 

 2 injections du taŵpoŶ d͛ĠlutioŶ ;ϭM NH4OH) 

Les tubes de collecte sont pré-ƌeŵplis de ϮϱµL d͛aĐide foƌŵiƋue pur afin de neutraliser 

l͛aŵŵoŶiaƋue. Les fƌaĐtioŶs ĠluĠes soŶt ƌĠduites à uŶ ǀoluŵe d͛eŶǀiƌoŶ ϭϬϬ µL puis ajustĠes à ϱϬϬ 

µL paƌ Ϭ.ϭ% TFA aǀaŶt d͛ġtƌe à Ŷouǀeau dessalées sur la colonne HPLC Sep Pak tC18 puis séchées. 

Les phosphopeptides soŶt ƌeŵis eŶ solutioŶ daŶs ϮϬ µL d͛uŶ ŵĠlaŶge eau/ aĐĠtoŶitƌile ;ϱϬ/ϱϬͿ puis 

dosés par la méthode de Lowry. 

Dosage colorimétrique des peptides 

Le dosage des peptides a été réalisé au ŵoǇeŶ d͛uŶ kit Đommercial (DC Protein Assay, Biorad). 

Le protocole a été modifié comme suit : iŶĐuďatioŶ de ϭϬϬ µl d͛ĠĐhaŶtilloŶ + ϱϬ µl solutioŶ A + ϰϬϬ 

µl solution B; mélange vigoureux, repos 15 min et leĐtuƌe à ϳϱϬ Ŷŵ. UŶe Đouƌďe d͛ĠtaloŶŶage a ĠtĠ 

réalisĠe à paƌtiƌ d͛uŶ hǇdƌolǇsat tƌǇpsiƋue d͛alďuŵiŶe ďoǀiŶe, la gamme allant de 400 µg/mL à 6.25 

µg/mL (6 dilutions sériées au ½). 
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Marquage ITRAQ 

Le marquage ITRAQ 8plex est réalisé en suivant les recommandations du fabricant (AB Sciex) : 

 Echantillon entre 50 et 100 µg. 

 isopropanol >60%. 

 TEAB > 0.1M final. 
 

Chaque extrait est incubé 2h à 25°C. La réaction de couplage est stoppée par 2 µL de 

tampon Tris 1M pendant 15 min ; les échantillons sont ensuite acidifiés par du TFA (1% final) puis 

regroupés dans un seul tube. La solution est concentrée à quelques µL, puis ajustée à 500 µL et 

dessalée par HPLC Sep Pak tC18. 

Les réactifs iTRAQ 8plex permettent de marquer 8 échantillons avec une étiquette différente 

pouƌ ĐhaĐuŶ aloƌs Ƌue l͛Ġtude est ƌĠalisĠe suƌ Ϯϰ ĠĐhaŶtillons. Quatre séries de marquage ont donc 

été réalisées. Pour chaque série, les étiquettes 119 et 121 correspondent aux mêmes échantillons 

C1 et C2 (Tab. 13). Les échantillons C1 et C2 correspondent à un mélange de tissus non tumoraux, 

ils servent de référence commune pour le calcul des ratios. Ainsi, les différentes séries pourront 

être comparées entre elles.  

Tableau 13. Séries ITRAQ 

Série ITRAQ Biopsie ITRAQ Série ITRAQ Biopsie ITRAQ 

1 1.1 113 3 3.1 113 
1 1.2 114 3 3.2 114 
1 1.3 115 3 3.3 115 
1 1.4 116 3 3.4 116 
1 1.5 117 3 3.5 117 
1 1.6 118 3 3.6 118 
1 1.C1 119 3 3.C1 119 
1 1.C2 121 3 3.C2 121 

2 2.1 113 4 4.1 113 
2 2.2 114 4 4.2 114 
2 2.3 115 4 4.3 115 
2 2.4 116 4 4.4 116 
2 2.5 117 4 4.5 117 
2 2.6 118 4 4.6 118 
2 2.C1 119 4 4.C1 119 
2 2.C2 121 4 4.C2 121 
C1 et C2 correspondent au pool des échantillons de la série 4 (tissus non tumoraux) tels que C1 = 4.1 + 4.2 + 4.3 et C2 = 
4.4 + 4.5 + +4.6. 

Analyse LC-MS/MS (nanoLC-LTQ-Orbitrap) 

L͛aŶalǇse LC-MS/MS a été réalisée avec un système nanoLC-LTQ-Orbitrap. Pour un temps 

d͛aŶalǇse LC-MS/MS de 2h, le spectromètre de masse a alterné une acquisition MS à haute 
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résolution (60 ϬϬϬͿ daŶs l͛Oƌďitƌap aǀeĐ les aĐƋuisitioŶs MS/MS des 6 ions multichargés les plus 

intenses. Six acquisitions MS/MS à basse résolution sont réalisées dans le piège ionique linéaire LTQ 

et 6 aĐƋuisitioŶs à haute ƌĠsolutioŶ ;ϳϱϬϬͿ daŶs l͛Oƌďitƌap aǀeĐ uŶe ĠŶeƌgie de fƌagŵeŶtatioŶ 

iŵpoƌtaŶte ;ϱϬ%Ϳ afiŶ de faǀoƌiseƌ l͛oďseƌǀation des ions rapporteurs ITRAQ. Une exclusion des ions 

aŶalǇsĠs peŶdaŶt ϯϬ seĐ peƌŵet d͛aŶalǇseƌ les ioŶs de plus faiďles iŶteŶsitĠs. 

Traitement des données 

Proteome Discoverer 1.4 

Les spectres MS/MS ont été comparés aux spectres théoriques issus de l͛eŶseŵble des 

séquences protéiques humaines (complete genome, UniprotKB), soit plus de 68000 séquences avec 

les modifications fixes suivantes : +304.205 (ITRAQ 8 plex) sur les amines N-terminales et K, +57.021 

(carbamidomethyl) sur les cystéines. Les modifications variables appliquées sont +15.995 

(oxydation) sur M et P, +0.984 (déamidation) sur N, +79.966 (phosphorylation) sur S,T,Y. Le module 

PhosphoRS 3.0 a été utilisé pour calculer une probabilité lors de la présence de plusieurs sites de 

phosphorylation sur un même peptide. Les peptides identifiés soŶt filtƌĠs suƌ la ďase d͛uŶ FD‘ 

<Ϭ.Ϭϭ, d͛uŶ Peptide Rank =ϭ et d͛uŶ Ŷiǀeau de Đhaƌge du pƌĠĐuƌseuƌ <ϰ. L͛eƌƌeuƌ suƌ la ŵasse de 

l͛ioŶ précurseur est fiǆĠe à Ϯϱ ppŵ. L͛eƌƌeuƌ suƌ la ŵasse des ioŶs fƌagŵeŶts est Ϭ.ϳDa (spectre CID) 

ou 0.05 Da (spectre HCD). 

X-Tandem dans GPM 

X-tandem sous sa version intégrée à GPM manager a été téléchargé sur le site FPT suivant : 

ftp://ftp.thegpm.org/projects/gpm/gpm-xe-installer/. Installée localement, une interface web 

permet une identification suivant le même principe de PD 1.4. La même base de séquences 

huŵaiŶes a ĠtĠ utilisĠe aiŶsi Ƌue les ŵġŵes paƌaŵğtƌes d͛iŶteƌƌogatioŶ. X-tandem ne lisant pas le 

format de fichiers produit par les instruments Thermo Scientific, les données produites par le LTQ-

Orbitrap ont été converties en format mzXML par Proteowizard 

(http://proteowizard.sourceforge.net/). GPM manager dispose d͛uŶe iŶteƌfaĐe Ƌui peƌŵet le 

classement des protéines identifiées par fonction cellulaire, compartiment cellulaire ou fonction 

ŵolĠĐulaiƌe ;d͛apƌğs la Gene Ontology) 

Quantification ITRAQ 

La quantification ITRAQ a été réalisée par le module Reporter Ion Quantifier de PD 1.4. Les 

données quantitatives brutes ont également été exportées sous forme de tableau Excel et une 

macro VBA a été développée pour permettre le traitement des données utilisant la moyenne des 

ftp://ftp.thegpm.org/projects/gpm/gpm-xe-installer/
http://proteowizard.sourceforge.net/
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ions rapporteurs 119 et 121 comme dénominateur pour le calcul des ratios ITRAQ. Une autre macro 

VBA a été créée pour aligner les séquences identiques provenant des différentes séries puis extraire 

de l͛aligŶeŵeŶt les peptides ĐoŵŵuŶs auǆ ϰ sĠƌies de ŵaƌƋuage IT‘AQ. L͛eŶseŵďle de la 

programmation VBA représente 2300 lignes de code. 

Diagramme de Venn 

Les diagƌaŵŵes de VeŶŶ oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs paƌ uŶe appliĐatioŶ dispoŶiďle eŶ ligŶe à l͛adƌesse 

suivante : http://www.bioinformatics.lu/venn.php. 

pLogo 

pLogo est aĐĐessiďle eŶ ligŶe à l͛adƌesse suiǀaŶte http://plogo.uconn.edu/. Le logiciel permet 

d͛aligŶeƌ uŶe sĠƋueŶĐe suƌ uŶ aĐide aŵiŶĠ ĐeŶtƌal et ĐalĐule la ƌepƌĠseŶtatioŶ des aĐides aŵiŶĠs 

adjacents. Plus un acide aminé est observé fréquemment à une position donnée, plus la taille de 

son caractère est importante. 

MeV et Genesis 

MeV et Genesis sont des logiciels de traitement des données de type microarray. Ils peuvent 

être téléchargés aux adresses suivantes : http://www.tm4.org/mev.html et 

http://genome.tugraz.at/genesisclient/genesisclient_download.shtml. Meǀ ŶĠĐessite l͛iŶstallatioŶ 

préalable du logiciel R (http://cran.univ-lyon1.fr/).  

La classification hiérarchique a été réalisée avec Genesis en utilisant les paramètres suivants : 

euclidian distance et complete linkage clustering. Les tests statistiques ont été produits par le 

logiciel MeV. 

4.3 Résultats 

4.3.1 Préparation des échantillons 

Digestion trypsique et dessalage des peptides 

La gestion de 24 échantillons pose un problème technique lié au temps de préparation 

nécessaire à chaque échantillon. Les ďiopsies deǀaŶt ġtƌe utilisĠes ĠgaleŵeŶt pouƌ d͛autƌes 

analyses, elles ont été découpées en 4 à 5 morceaux de 50-100 mg environ (soit 1 à 2 mm de côté). 

Cette étape réalisée sous hotte à flux laminaire et à 4°C a été la manipulation la plus délicate de 

l͛eŶseŵďle du pƌotoĐole, avec un temps nécessaire à chaque échantillon très diffèrent, de quelques 

secondes à quelques minutes. Les autres étapes, broyage, réduction, alkylation, digestion par la 

http://www.bioinformatics.lu/venn.php
http://plogo.uconn.edu/
http://www.tm4.org/mev.html
http://genome.tugraz.at/genesisclient/genesisclient_download.shtml
http://cran.univ-lyon1.fr/
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trypsine ont été réalisés en une seule fois. Après trypsinolyse, les extraits sont acidifiés et le 

surnageant obtenu après centrifugation est injecté via le système HPLC dans la colonne de Sep Pak 

tC18. 
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Figure 41. ChromatographieHPLC-tC18 après trypsinolyse des biopsies. La fraction éluée par 60% d͛acétonitrile est 
collectée entre 6 et 8 min. 

La Figure 41 présente un chromatogramme type de la première Chromatographie HPLC-tC18. 

Une injection de 1% TFA produit un petit pic à 1 min (< 0.1 DO), une iŶjeĐtioŶ d͛ĠĐhaŶtilloŶ pƌoduit 

plusieurs pics. Seul le pic à 7 min est collecté, il correspond à un palier de 60% d͛acétonitrile. Le 

dernier palier à 90% d͛aĐĠtoŶitƌile est utilisé pour régénérer la colonne. 

Lors des différentes étapes les échantillons ont été pesés afin de vérifier le caractère 

ƋuaŶtitatif de l͛eǆtƌaĐtioŶ des pƌotĠiŶes et de la digestioŶ tƌǇpsiƋue (Fig. 42).  
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Figure 42. Corrélation entre le poids des échantillons bruts et des extraits après digestion trypsique . L͛aďsĐisse 
correspond à la pesée de la biopsie. Les ordonnées correspondent aux pesées des extraits secs ; culot après 
trypsinolyse et centrifugation (à gauche), peptides après HPLC-Sep Pak C1 8 (au milieu), somme des 2 fractions (à 
droite). 
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La Figure 42 ŵoŶtƌe uŶe ǀaƌiaďilitĠ iŵpoƌtaŶte du poids d͛eǆtƌaits peptidiƋues paƌ ƌappoƌt au 

poids du foie de départ, avec un rendement de 6,8% ± 2.4 (m ± SD) par rapport au foie frais. Si la 

somme culot + peptides est comparée au poids frais, la corrélation est améliorée (r=0,86). 

L͛eǆtƌaĐtioŶ est doŶĐ ƋuaŶtitatiǀe et la ǀaƌiaďilitĠ oďseƌǀĠe est ĐeƌtaiŶeŵeŶt à ŵettƌe eŶ paƌallğle 

aǀeĐ l͛hĠtĠƌogĠŶĠitĠ des ĠĐhaŶtilloŶs. Cette hĠtĠƌogĠŶĠitĠ est paƌtiĐuliğƌeŵeŶt ǀisiďle eŶ fiŶ de 

broyage des biopsies : la couleur du ďƌoǇat ǀaƌie du ƌouge au ǀeƌt et la foƌŵatioŶ d͛uŶ aŶŶeau de 

lipide est plus ou moins visible. 

Chromatographie TiO2 

La chromatographie TiO2 a été réalisée à l͛aide d͛uŶ sǇstğŵe HPLC disposaŶt d͛uŶ dĠteĐteuƌ 

UV. La Figure 43 présente les trois chromatogrammes oďteŶus apƌğs iŶjeĐtioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ, 

injection du tampon de charge seul, et iŶjeĐtioŶ du taŵpoŶ d͛élution des phosphopeptides. Au vue 

de l͛iŶteŶsitĠ des piĐs ƌespeĐtifs, la ŵajoƌitĠ des peptides Ŷe soŶt pas ƌeteŶus paƌ la ĐoloŶŶe TiO2. La 

deuxième injection correspond au tampon de charge seule (1M TFA, 1M acide glycolique, 20%ACN) 

et pƌoduit uŶ piĐ doŶt l͛iŶteŶsitĠ est esseŶtielleŵeŶt due à l͛aĐide glǇĐoliƋue. La tƌoisiğŵe iŶjeĐtioŶ 

Ƌui ĐoƌƌespoŶd à l͛ĠlutioŶ des phosphopeptides paƌ NH4OH 1M produit un pic qui est spécifique des 

peptides.  

 

Figure 43. Chromatographie TiO2. La purification TiO2 est réalisée par 3 injections successives : (1) échantillon dans le 
taŵpoŶ de Đhaƌge ϭM TFA ϭM aĐ. GlǇĐoliƋue ϮϬ% ACN, ;ϮͿ taŵpoŶ de Đhaƌge, ;ϯͿ taŵpoŶ d͛Ġlution 1M NH4OH. 

La fraction éluée de la colonne TiO2 a été ensuite dessalée par Sep Pak tC18 et séchée sous 

vide (Speed Vac), puis ƌeŵise eŶ solutioŶ daŶs ϮϬ µL d͛uŶe solutioŶ aĐĠtoŶitƌile / eau ;ϱϬ/ϱϬͿ. Le 
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marquage ITRAQ doit être réalisé sur une quantité de peptides iŶfĠƌieuƌe à ϭϬϬ µg afiŶ d͛assuƌeƌ uŶ 

excès de réactif par rapport aux amines N-terminales et aux amines epsilon des lysines. Un dosage 

colorimétrique a été réalisé afin de connaître la quantité de peptides dans la fraction éluée. 

Dosage colorimĠtƌiƋue d’uŶe solutioŶ peptidiƋue 

Un grand nombre de publications utilise le dosage Bradford commercialisé par BIORAD pour 

quantifier les échantillons protéiques. Cependant ce dosage est réputé pour être sensible à la 

nature de la protéine dosée. Deux protéines différentes sont proposées par le fabricant pour 

ƌĠaliseƌ la gaŵŵe d͛ĠtaloŶŶage ; l͛alďuŵiŶe ďoǀiŶe et les gaŵŵa-globulines bovines. Pour une 

absorbance donnée, la concentration de gamma-globuline est 2 fois supérieure à la concentration 

d͛alďuŵiŶe. Si la solutioŶ d͛alďuŵiŶe est digĠƌĠe paƌ la tƌǇpsiŶe, le sigŶal est aloƌs diŵiŶuĠ d͛uŶ 

facteur 5 à 10 (Fig. 44Ϳ. Le dosage Bƌadfoƌd Ŷ͛est doŶĐ pas utilisaďle pouƌ les ŵĠlaŶges peptidiƋues, 

une absorbance pouvant être simplement due à une trace de protéine eŶtiğƌe daŶs l͛hǇdƌolǇsat à 

doseƌ. CoŶtƌaiƌeŵeŶt au dosage Bƌadfoƌd, le dosage LoǁƌǇ Ŷ͛est pas ou peu seŶsiďle à la Ŷatuƌe de 

la pƌotĠiŶe ĐoŶteŶue daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ; l͛alďuŵiŶe ou les gloďuliŶes pƌoduiseŶt uŶe Đouƌďe 

d͛ĠtaloŶŶage supeƌposaďle. LoƌsƋue l͛alďuŵiŶe est digĠƌĠe paƌ la tƌǇpsiŶe, la Đouƌďe d͛ĠtaloŶŶage 

correspondante est légèrement au-dessus des Đouƌďes d͛ĠtaloŶŶage des pƌotĠiŶes eŶtiğƌes. Il est 

possible que cette différence ne soit pas due à la nature du standard (peptides ou protéine) mais 

auǆ diffĠƌeŶĐes de puƌetĠ de l͛alďuŵiŶe de dĠpaƌt et de soŶ hǇdƌolǇsat tƌǇpsiƋue . En effet, 

l͛hǇdƌolǇsat tƌǇpsiƋue a ĠtĠ dessalĠ paƌ Sep Pak, sĠĐhĠ puis pesĠ. L͛Ġtape de Đhƌoŵatogƌaphie Cϭϴ a 

peut-être éliminé des contaminants présents dans la solutioŶ ŵğƌe d͛alďuŵiŶe. 

  

Figure 44. Couƌďes d’ĠtaloŶŶage. A gauche : le dosage Bradford (Bleu de coomassie), à droite : le DC Protein Assay 
(dosage Lowry). Courbe bleue : albumine bovine (BSA), courbe verte : gamma-globuline (Ig), courbe rouge : hydrolysat 
tƌǇpsiƋue d͛alďuŵiŶe. 
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L͛eŶseŵďle des fƌaĐtioŶs ĠluĠes et des fƌaĐtioŶs ŶoŶ ƌeteŶues de la ĐoloŶŶe TiO2 ont été 

dosées au moyen du dosage Lowry. Alors que chaque échantillon chargé sur la colonne de TiO2 

correspond à 1 mg de peptides (déterminé par pesée), la fraction non retenue sur la colonne de 

TiO2 correspond à 1.3 ± 0.3 ŵg ;ŵ ± σͿ. DaŶs les fƌaĐtioŶs ĠluĠes, la quantité de (phospho)peptides 

est en moyenne de 9.8 ± 4 µg ;ŵ ± σͿ. Il faut Ŷoteƌ Ƌue daŶs Đe Đas, les ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ŵesuƌĠes 

correspondent aux pƌeŵieƌs poiŶts de la gaŵŵe d͛ĠtaloŶŶage, zoŶe de la Đouƌďe où le dosage est 

le moins précis. Il y aurait donc moins de 10% de phosphopeptides dans un hydrolysat peptidique 

de foie. 

Marquage iTRAQ 

Avec ces estimations, 50 µg de peptides non purifiés sur colonne de TiO2 (fraction peptides 

totaux) et la totalité des fractions purifiées par Đhƌoŵatogƌaphie d͛affiŶitĠ suƌ TiO2 (fraction TiO2) 

ont été marqués par le réactif ITRAQ (voir Tableau 12). Le nombre de biopsies ne permettant pas 

de ƌĠaliseƌ l͛aŶalǇse par un seul marquage, 4 séries ITRAQ ont été réalisées. Pour les 4 séries, deux 

échantillons référence sont présents et correspondent aux pools des tissus sains de la série 4 (voir 

Méthodes).  

Les quatre séries de marquage ITRAQ ont été réalisées suivant les préconisations du fabricant 

en utilisant 1 unité pour les peptides totaux (50 µg) et 1/2 unité pour les phosphopeptides. Après 

avoir réuni en un tube les groupes de 8 échantillons, les 4 séries ITRAQ de la fraction peptides 

totaux et les 4 séries ITRAQ de la fraction TiO2, l͛eǆĐğs de ƌĠaĐtif iT‘AQ a été éliminé par une HPLC 

Sep Pak tC18. La Figure 45 présente les chromatogrammes obtenus pour les deux types de séries. 

 

Figure 45. ChromatographieHPLC-tC18 après marquage ITRAQ des échantillons. A gauche : peptides totaux (extrait de 
peptides avant purification TiO2), à droite : série phosphopeptides (fraction retenue par la chromatographie TiO2). 
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Alors que le piĐ d͛iŶjeĐtioŶ oďseƌǀĠ à ϭ ŵiŶ a une intensité inférieure à 0.3 DO pour les séries 

ITRAQ des peptides totauǆ, le piĐ d͛iŶjeĐtioŶ des sĠƌies de phosphopeptides sature le détecteur. 

L͛aŶalǇse paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse du piĐ d͛iŶjeĐtioŶ des sĠƌies de phosphopeptides a montré 

exclusivement la pƌĠseŶĐe d͛ioŶs ŵoŶoĐhaƌgĠs de ŵasse iŶfĠƌieuƌe à ϱϬϬ ŵ/z. La présence de ce 

piĐ iŶteŶse pouƌ les sĠƌies phosphopeptides tƌaduit doŶĐ l͛eǆĐğs de ƌĠaĐtif utilisĠ pouƌ le ŵaƌƋuage 

de Đes sĠƌies. Le piĐ ĐoƌƌespoŶdaŶt à ϲϬ % d͛aĐĠtoŶitƌile ;Tƌ = ϲ.Ϯ ŵiŶͿ a été collecté et concentré 

au Speed Vac avant analyse LC-MS/MS. 

4.3.2 Répétabilité du protocole 

Ne disposant pas de quantités suffisantes de biopsies tumorales pour réaliser des répétitions, 

la variabilité liée à la chromatographie sur support de TiO2 et au marquage iTRAQ a été étudiée sur 

une biopsie humaine non tumorale. Trois morceaux de 100, 67 et 83 mg ont été traités en parallèle. 

Après digestion trypsique et dessalage, la pesée des extraits peptidiques (respectivement 7.85, 4.45 

et ϱ.ϵϬ ŵgͿ peƌŵet de dĠteƌŵiŶeƌ uŶ ƌeŶdeŵeŶt d͛eǆtƌaĐtioŶ Đoŵpƌis eŶtƌe ϲ.ϲ% et ϳ.ϴϱ%. Les 3 

répétitions ont été remises en solution à 10 mg/mL et 1 mg de chaque extrait a été purifié par 

chromatographie TiO2 puis dessalé. Les 3 fractions TiO2 ont ensuite été quantifiées par le dosage de 

Lowry, soit respectivement 14, 13 et 14 µg puis marquées par 0.5 unité iTRAQ chacune avec les 

étiquettes 115, 116 et 117. Ces fractions sont appelées Rep1 (iTRAQ 115), Rep2 (iTRAQ 116) et 

Rep3 (iTRAQ 117). 

Pouƌ les ϯ eǆtƌaits, les ƌeŶdeŵeŶts d͛eǆtƌaĐtioŶ de l͛oƌdƌe de ϳ% sont identiques au 

rendement d͛eǆtƌaĐtioŶ des ďiopsies tuŵoƌales et ĐoŶtƌôles. La fƌaĐtioŶ TiO2 correspond à 1.4% de 

l͛eǆtƌait peptidiƋue, soit 0.5% de plus que les fractions TiO2 des biopsies hépatiques. A titre de 

comparaison, 1 mg de peptides de caséines permet de purifier 108 µg de phosphopeptides (n=2), 

soit ϭϭ% de l͛eǆtƌait de dĠpaƌt. 

Estimation du taux de faux positifs 

L͛iŶteŶsitĠ des ioŶs ƌappoƌteuƌs a ĠtĠ dĠteƌŵiŶĠe paƌ PD ϭ.ϰ au ŵoǇeŶ d͛uŶ ŵodule dĠdiĠ : 

Reporter Ions quantifier. Les valeurs brutes ont été exportées avec les doŶŶĠes d͛ideŶtifiĐatioŶ daŶs 

un fichier Excel puis traitées par une macro VBA. Cette macro VBA crée plusieurs feuilles Excel qui 

correspondent à (1) la liste des peptides sans redondance (2) la listes des peptides non 

phosphorylés (3) la listes des phosphopeptides (4) la listes des protéines phosphorylées. Elle 

permet également de récupérer les données de quantification brute (signal ITRAQ mesuré par 
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l͛Oƌďitƌap saŶs ŶoƌŵalisatioŶ ou ĐalĐul de ŵoǇeŶŶesͿ. La Figure 46 présente les intensités des ions 

rapporteurs en fonction de la nature du peptide ; phosphorylé ou non. Il apparait que la 

phosphorylation ne semble pas influencer la fragmentation HCD ; quelle que soit la nature du 

peptide, Les ǀaleuƌs se distƌiďueŶt suƌ plus de ϯ oƌdƌes de gƌaŶdeuƌ, l͛iŶteƌǀalle interquartile est 

identique et les médianes sont comparables.  
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Figure 46. Distribution des données iTRAQ. Distribution des intensités en fonction de la nature du peptide. 

Gestion des valeurs manquantes et normalisation 

Les valeurs manquantes. Les données relatives aux 3 répétitions contenaient des données 

ŵaŶƋuaŶtes. Elles soŶt ƌestĠes ŵaŶƋuaŶtes et Ŷ͛appaƌaisseŶt doŶĐ pas suƌ les diffĠƌeŶtes 

représentations graphiques de la figure ci-dessus. Cependant, le logiciel PD 1.4 propose de 

remplacer ces valeurs manquantes par la plus basse des valeurs du marqueur concerné. La Figure 

47 présente pour les 3 répétitions la corrélation entre les intensités des ions rapporteurs 115 

(Rep1), 116 (Rep2), et 117 (Rep3) par rappoƌt à l͛iŶteŶsitĠ de l͛ioŶ ϭϭϳ. Les points entourés 

correspondent aux valeurs manquantes. Ils forment une ligne horizontale et verticale, sans 

corrélation avec la deuxième coordonnée. Le remplacement des valeurs manquantes aurait été 

pertinent si les points concernés étaient groupés en bas de la droite. Mais ici, ils se distribuent sur 3 

ordres de grandeurs, générant des faux positifs lors du calcul des ratios. Les données manquantes 

Ŷ͛oŶt doŶĐ pas ĠtĠ suďstituĠes paƌ la valeur minimale. 
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Figure 47. Corrélation entre des différents ions rapporteurs. Les répétitions de préparation et purification TiO2 d͛uŶ 
foie humain sont marquées par iTRAQ 115, 116, 117. A gauche : corrélation des ions rapporteurs pour chaque scan HCD 
identifiant un peptide, à droite : corrélation des ions rapporteurs en moyennant les intensités lorsque plusieurs scan 
HCD sont produit pour le même peptide. Les valeurs manquantes sont entourées. 

Valeur moyenne. Un nombre important de peptides sont analysés plusieurs fois. Il est donc 

possible de moyenner les intensités ITRAQ quand plusieurs scans HCD sont produits pour le même 

peptide. Cette solution est présentée Fig. 47, graphique de droite. La dispersion des points autour 

de la droite y=x diminue et certains points de données manquantes disparaissent. Ce calcul permet 

doŶĐ d͛aŵĠlioƌeƌ seŶsiďleŵeŶt la ƋualitĠ des doŶŶĠes, il est utilisĠ paƌ la suite. 

Normalisation. La régression linéaire calculée à partir des données ITRAQ brutes définit des 

dƌoites d͛ĠƋuatioŶ Y115 = 0.852X et Y116=Ϭ.ϳϲϳX. EŶ d͛autƌes teƌŵes, les signaux des ions 

rapporteurs 115 et 116 sont globalement moins intenses que ceux des ions 117. Puisque les mêmes 

quantités de peptides et les mêmes quantités de réactifs ont été utilisées pour chaque échantillon, 

la somme des intensités pour les différents marqueurs ITRAQ devrait être égale. Une normalisation 

est donc réalisée pour chaque colonne iTRAQ en divisant les intensités individuelles par la somme 

de la colonne. De la sorte, chaque colonne de données présente une somme égale à 1. 

Calcul des ratios. L͛aŶalǇse IT‘AQ ŶĠĐessite l͛eǆpƌessioŶ des doŶŶĠes sous foƌŵe de ƌatio. 

GĠŶĠƌaleŵeŶt, les doŶŶĠes soŶt eǆpƌiŵĠes eŶ foŶĐtioŶ d͛uŶ ŵaƌƋueuƌ Ƌui ĐoƌƌespoŶd à 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ de ƌĠfĠƌeŶĐe. De la soƌte, si le ƌatio est paƌ eǆemple supérieur à 2, il est possible de 

ĐoŶĐluƌe Ƌue le Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ du peptide est Ϯ fois supĠƌieuƌ daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ paƌ ƌappoƌt à 

la référence. En réalisant ce traitement de données pour les 3 répétitions, avec la moyenne des 
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intensités comme dénoŵiŶateuƌ, seuleŵeŶt Ϭ.ϲ% des ƌatios soŶt eŶ dehoƌs de l͛iŶteƌǀalle [Ϭ.ϱ-2] 

communément admis comme une zone de variabilité importante (Fig. 48). 
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Figure 48. Estimation de taux de faux positif (FP). AŶalǇse eŶ tƌipliĐat d͛uŶe ďiopsie humaine et expression des 
résultats sur forme de ratio. Les répétitions Rep1 (iTRAQ 115), Rep2 (iTRAQ 116), Rep3 (iTRAQ 117) sont exprimées en 
fonction de leur valeur moyenne µ. 

4.3.3 Analyse quantitative de 24 biopsies de tumeurs hépatiques sur foie non 

fibreux 

Analyse LC-MS/MS 

Les deuǆ tǇpes d͛ĠĐhaŶtilloŶs ;peptides totauǆ et fƌaĐtioŶ TiO2) marqués dans 4 séries ITRAQ 

correspondent à 8 échantillons. Les échantillons peptides-totaux ont été solubilisés dans 150 µL de 

TFA 0.1%, les fractions TiO2 ont été reprises par 30 µL, 10 µL de chaque échantillon ont été analysés 

par LC-MS/MS, soit 26 µg de peptides. Les analyses ont été réalisées sur un LTQ-Orbitrap XL couplé 

à uŶe ŶaŶoLC aǀeĐ pƌĠĐoŶĐeŶtƌatioŶ. A titƌe d͛eǆeŵple, uŶe aŶalǇse LC-MS/MS de chaque type 

d͛ĠĐhaŶtilloŶs est pƌĠseŶtĠ Figure 49. En moyenne, les échantillons peptides totaux ont produit 

12000 spectres MS/MS alors que les échantillons fraction TiO2 ont produit 5500 spectres MS/MS. La 

comparaison des chromatogrammes de courant ionique total (TIC) entre les deux types 

d͛ĠĐhaŶtilloŶs ĐoŶfiƌŵe Ƌue les ƋuaŶtitĠs de peptides aŶalǇsĠs soŶt plus iŵpoƌtaŶtes pouƌ 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ de peptides totaux. Les ions 480,29 et 406.33 correspondent au réactif ITRAQ non 
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conjugué à des peptides, ils sont les seuls pics intenses des fractions TiO2 aloƌs Ƌue d͛autƌes piĐs, 

des ions multichargés correspondant à des peptides, sont également présents dans les échantillons 

peptides totaux.  

 

Figure 49. Analyse LC MS/MS des extraits de peptides conjugués au réactif ITRAQ. En haut : intensité du courant 
ionique Total (TIC : Total Ion current), en bas : intensité du pic de base (BP : Base peak). Les pics sont annotés de la 
ŵesuƌe ;ŵ/zͿ de l͛ioŶ le plus iŶteŶse du spectre. 

Deux spectres MS/MS sont produits pour chaque ion parent sélectionné. Un spectre MS/MS 

appelé « spectre CID », est pƌoduit daŶs la tƌappe liŶĠaiƌe, l͛autƌe speĐtƌe MS/MS appelĠ « spectre 

HCD » ĠtaŶt pƌoduit daŶs l͛Oƌďitƌap apƌğs fƌagŵeŶtatioŶ de l͛ion dans la cellule HCD. Un exemple 

de spectres CID et HCD est présenté dans la Figure 50. Le spectre CID est représentatif des spectres 

CID de phosphopeptides dont la sérine ou la thréonine sont phosphorylées. La perte de neutre 

;peƌte d͛aĐide phosphoƌiƋue, 98 u) produit un ion majoritaire et les ions fragments b et y sont peu 

nombreux et peu intenses. Le spectre HCD est réalisé avec une énergie de collision normalisée de 

50, soit une augmentation de 15 suƌ l͛ĠĐhelle de l͛iŶstƌuŵeŶt paƌ ƌappoƌt à l͛ĠŶeƌgie habituellement 

utilisĠe pouƌ fƌagŵeŶteƌ les peptides. Ce ƌĠglage paƌtiĐulieƌ peƌŵet de faǀoƌiseƌ l͛oďseƌǀatioŶ des 

ions rapporteurs ITRAQ, au détriment des ions fragments. Les spectres HCD produits dans ces 

ĐoŶditioŶs soŶt doŶĐ peu utiles pouƌ l͛ideŶtifiĐation des séquences peptidiques, mais ils permettent 

uŶe ŵesuƌe pƌĠĐise des ioŶs ƌappoƌteuƌs. La ƌĠsolutioŶ de l͛Oƌďitƌap ;ϳϱϬϬ pour les spectres HCD) 

peƌŵet uŶe sĠpaƌatioŶ des ioŶs ƌappoƌteuƌs d͛ĠǀeŶtuels ĐoŶtaŵiŶaŶts. Les exemples de spectre 

CID et HCD de la Figure 50 correspondent à un ion 2 fois chargé (m/z = 546.25). Le spectre CID 



- 143 - 

présente un ion majoritaire, 49 u en dessous de la masse du précurseur. Cet écart de masse est 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de la peƌte de Ŷeutƌe Ƌui ĐoƌƌespoŶd à l͛ĠliŵiŶatioŶ du phosphate (98 Da), les 

autres fragments sont alors peu intenses. Le spectre HCD ne présente pas de perte de neutre, les 

fragments observés sont peu nombreux et les ions majoritaires correspondent aux ions rapporteurs 

iTRAQ. En insert, le zoom présente les données eŶ ŵode pƌofil daŶs l͛iŶteƌǀalle ϭϭϯ-121 m/z. Pour 

ce peptide, les deux références 119 et 121 sont plus intenses que les ions rapporteurs 113 à 118 qui 

ĐoƌƌespoŶdeŶt auǆ tuŵeuƌs. La pƌĠseŶĐe d͛uŶ ioŶ de ŵ/z = ϭϮϬ.Ϭϴ ĐoƌƌespoŶd ĐeƌtaiŶeŵeŶt à l͛ioŶ 

immonium d͛uŶe phénylalamine présente dans la séquence, aloƌs Ƌue l͛ioŶ ŵ/z = ϭϭϯ.ϳϯ Ŷe 

correspond à aucun ion immonium. IĐi, la pƌĠseŶĐe d͛ioŶs contaminants dĠŵoŶtƌe l͛iŶtĠƌġt de 

réaliser la mesure avec une résolution élevée. Suƌ l͛eŶseŵďle des speĐtƌes MS/MS, des 

contaminants ont été observés à différents m/z : 113.07, 113.36, 113.39, 113.72, 114.48, 114.55, 

114.66, 114.88, 115.09, 115.18, 115.41, 115.46, 115.59, 115.70, 115.87, 115.96,116.07, 116.25, 

116.54,116.79, 116.98, 117.04, 117.17, 117.97, 118.01, 118.07,118.35, 118.48, 118.81, 119.26, 

ϭϭϵ.ϳϰ, etĐ. Pouƌ tous Đes ioŶs, les iŶteŶsitĠs ƌepƌĠseŶteŶt eŶtƌe ϭ et ϯϬ% de l͛iŶteŶsitĠ de l͛ioŶ 

iTRAQ adjacent. 

Figure 50. SpeĐtƌes MS/MS de l’ioŶ ϱϰϲ.Ϯϲ. A gauche : mesure dans la trappe linéaire (spectre CID), à droite : mesure 
daŶs l͛Oƌďitƌap ;speĐtƌe HCDͿ. EŶ iŶseƌt uŶ zooŵ ĐoƌƌespoŶdaŶt auǆ fƌagŵeŶts ƌappoƌteuƌs ϭϭϯ à ϭϮϭ. IĐi les speĐtƌes 
MS/MS CID et HCD Ŷe peƌŵetteŶt pas d͛ideŶtifieƌ le phosphopeptide analysé. 

Caractéristiques des peptides identifiés 

Identification des peptides par PD 1.4. Les peptides identifiés par Proteome Discoverer 1.4 

(voir Matériel et Méthodes) ont été exportés dans Excel et une ŵaĐƌo VBA peƌŵet d͛eǆtƌaire les 

principales caractéristiques des peptides identifiés (Tab.14) : 

 Le pourcentage de phosphopeptides 
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 Le nombre de peptides avec 1, 2 ou 3 phosphates 

 Les sites de phosphorylation S, T,Y 

 Le pourcentage de peptides marqués par iTRAQ (Cette option a été utilisée dans un 

pƌeŵieƌ teŵps pouƌ Ġǀalueƌ l͛effiĐaĐitĠ de ŵaƌƋuageͿ 

 Le dernier acide aminé (K, R ou autre). 

Tableau 14. Caractéristiques des échantillons fraction TiO2 et peptides totaux*. 

 

* Pouƌ les deuǆ tǇpes d͛ĠĐhaŶtilloŶs, les doŶŶĠes des ϰ sĠƌies IT‘AQ oŶt ĠtĠ ƌegƌoupĠes. Les ǀaleuƌs ĐoƌƌespoŶdeŶt au 
nombre de peptides uniques (les doublons ont été éliminés). 

Efficacité du marquage ITRAQ (Tab. 14). Une analyse préliminaire par PD 1.4 a été réalisée en 

fixant la modification ITRAQ comme dynamique (i.e. variable), laissant ainsi au logiciel la possibilité 

d͛ideŶtifieƌ des peptides ŵaƌƋuĠs ou ŶoŶ. AǀeĐ Đes paƌaŵğtƌes, auĐuŶ peptide ŶoŶ ŵaƌƋuĠ Ŷ͛a ĠtĠ 

identifié ; à la totalité des amines N-terminales et des amines epsilon des lysines sont donc 

couplées au réactif ITRAQ. AuĐuŶe aƌgiŶiŶe Ŷ͛est ĐoŶjuguĠe au ƌĠaĐtif. Les iŶteƌƌogatioŶs suiǀantes 

ont donc été réalisées en considérant le marquage iTRAQ comme statique (i.e. systématique) sur 

les amines concernées. 

Caractéristique des échantillons de peptides totaux (Tab. 14). Pour les échantillons de 

peptides totaux, aucun enrichissement TiO2 n͛a ĠtĠ ƌĠalisĠ et seuls 2 phosphopeptides sont 

ideŶtifiĠs suƌ les ϮϬϮϰ peptides ideŶtifiĠs. DaŶs les ĐoŶditioŶs d͛aŶalǇses utilisĠes, il appaƌait 

clairement que la complexité du mélange ne permet pas la détection de phosphopeptides sans 

enrichissement de cette fraction minoritaire. La population de peptides identifiés contient en 

position C-teƌŵiŶale autaŶt de lǇsiŶes Ƌue d͛aƌgiŶiŶes. Foƌt logiƋueŵeŶt, ϱϬ% des peptides soŶt 

Peptides Protéines Peptides Protéines

0 Phos. 187 84 2024 533

1 Phos. 270 146 2 2

2 Phos. 43 38 0 0

3 Phos. 2 15 0 0

phospho. 315 214 2 2

phospho. (%) 63 72 0 0

pS 321 2

pT 39 0

pY 2 0

Peptides avec 0 ITRAQ 0 0

Peptides avec 1 ITRAQ 307 967

Peptides avec 2 ITRAQ 191 1055

Peptides avec 3 ITRAQ 4 4

C-ter = K 184 1047

C-ter =R 279 945

C-ter (non R/K) 39 34

Total 502 2026

Echantillons TiO2 Echantillons petides totaux



- 145 - 

marqués par 2 ITRAQ (peptides avec une lysine C-terminale), les 50% restant ne portaŶt Ƌu͛uŶ seul 

réactif ITRAQ (peptides avec une arginine C-terminale). Quelques rares peptides sont marqués par 

3 ITRAQ et correspondent à peptides dont la digestion par la trypsine est incomplète ; la lysine 

supplémentaire est alors marquée par un troisième réactif ITRAQ. 

Caractéristiques des échantillons fraction TiO2 (Tab. 14). La proportion de phosphopeptides 

dans les échantillons TiO2 (63%) est inférieure à la proportion de phosphopeptides obtenue à partir 

d͛uŶ foie de souƌis ;ϳϱ%, ǀoiƌ Đhapitƌe ϯͿ. Paƌ contre la proportion pS/pt/pY (100/10/1) est 

identique aux proportions observées précédemment. 

Dans ces fraction TiO2, l͛aŶalǇse des aĐides aŵiŶĠs N-terminaux montre que la proportion de 

peptides comportant une arginine N-terminale est anormalement élevée, avec un ratio K/R = 1.5 

alors que K/R = 1 pour la fraction de peptides totaux. (Tab. 14). Il faut noter que le ratio élevé est 

propre aux fractions TiO2 marquées par ITRAQ, les fractions TiO2 non marquées ayant une 

proportion K/R = 1 (Chap 3, Tab. 11). Un test du Chi 2 permet de vérifier que la différence de 

proportion est significative uniquement entre les échantillons TiO2 + ITRAQ (p<0.001). La 

suƌƌepƌĠseŶtatioŶ des peptides à aƌgiŶiŶe Ŷ͛est doŶĐ pas spĠĐifiƋue de la puƌifiĐatioŶ TiO2 ou du 

marquage ITRAQ ŵais de l͛assoĐiatioŶ « purification TiO2 + marquage ITRAQ ». Fort logiquement, 

cette proportion K/R anormalement élevée se répercute sur la proportion de peptides marqués 

avec 1 ou 2 ITRAQ. Cette oďseƌǀatioŶ Ŷ͛est pas eǆpliƋuĠe ; une partie des phosphopeptides portant 

une lysine N-terminale ne sont pas analysés par le spectromètre de masse. 

Analyse quantitative des données relatives aux références C1 et C2. 

Pour chaque série ITRAQ, les ions reporteurs 119 et 121 correspondent aux échantillons 

références C1 et C2. Ces échantillons sont chacun des mélanges de 3 tissus normaux analysés 

auparavant par le groupe du Pr Zucman-Rossi (U674) et dépourvus de mutations associées au 

carcinome hépatocellulaire. Les ions 119 et 121 devraient donc présenter des corrélations fortes et 

uŶ ƌatio ϭϭϵ/ϭϮϭ Đoŵpƌis daŶs l͛iŶteƌǀalle [Ϭ.ϱ-2]. La Figure 51 présente la corrélation entre C1 et 

CϮ aiŶsi Ƌue les ƌatios ϭϭϵ/ϭϮϭ pouƌ l͛eŶseŵďle des peptides ideŶtifiĠs daŶs les fƌaĐtioŶs TiO2 et les 

fractions peptides totaux ; 0.6% des ƌatios soŶt eŶ dehoƌs de l͛iŶteƌǀalle [Ϭ.ϱ-2]. Les 40 ratios 

significativement différents de 1 peuvent correspondre à des peptides exprimés à des niveaux 

différents entre C1 et C2. Ici, ils sont considérés comme de « vrais » faux positif dus aux erreurs de 

mesure. 
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Figure 51. Analyse des variations entre C1 et C2. A droite : ĐoƌƌĠlatioŶ pouƌ l͛eŶseŵďle des ǀaleuƌs ϭϭϵ ;CϭͿ et ϭϮϭ ;CϮͿ 
obtenues avec toutes les fractions TiO2 et toutes les fractions de peptides totaux. A gauche : ratio 119/121. 

UŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de speĐtƌes HCD Ŷe pƌĠseŶte uŶ sigŶal Ƌue pouƌ l͛uŶ ou l͛autƌe des deuǆ 

ions rapporteurs, bien que le logiciel PD 1.4 propose un remplacement des valeurs manquantes par 

la valeur minimale de la série. Comme pour le jeu de doŶŶĠes pƌĠĐĠdeŶts, l͛utilisatioŶ de Đe 

paƌaŵğtƌe se tƌaduit suƌ le gƌaphiƋue de ĐoƌƌĠlatioŶ paƌ la foƌŵatioŶ d͛uŶe flğĐhe poiŶtaŶt ǀeƌs 

l͛oƌigiŶe, Đ͛est à diƌe uŶe aďseŶĐe de ĐoƌƌĠlatioŶs eŶtƌe Cϭ et CϮ pouƌ les iŶteŶsitĠs faiďles. 

La qualité de la corrélation entre les intensités 119 (C1) et 121 (C2) a été vérifiée pour 

chacune des 4 séries de marquage (r<0.98, p<0.0001). Ayant également vérifié que la moyenne des 

intensités m(119, 121) pour les références C1 et C2 permettait de diminuer la dispersion des points de 

part et d͛autre de la droite de régression linéaire, les ratios ITRAQ ont été calculés avec comme 

dénominateur la moyenne des intensités iTRAQ 119 et iTRAQ 121. 

Détermination des faux positifs à partir de la série 4 

La série 4 contient les 6 biopsies normales utilisées en mélange 3 par 3 pour constituer les 

références C1(119) et C2(121). Les moyennes des ratios individuels pour iTRAQ-113, -114, -115 

d͛uŶe paƌt, et -116, -117, -ϭϭϴ d͛autƌe paƌt deǀƌaieŶt doŶĐ ġtƌe Ġgales auǆ ƌatios de iT‘AQ-119 et -

121 respectivement. 

Pour la fraction TiO2. 118 phosphopeptides sont identifiés et quantifiés dans la série 4. Sur les 

Ϯϯϲ ƌatios ĐalĐulĠs, Ϯϯϭ ƌatios soŶt Đoŵpƌis daŶs l͛iŶteƌǀalle [Ϭ.ϱ-2] et 5 ratios sont supérieurs à 2, 

soit 2% de résultats faux positifs. La Figure 52 présente un exemple de spectre HCD pour les deux 

cas de figure rencontrés. A gauche, les signaux iTRAQ sont similaires. Si iTRAQ-118 est moins 
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intense, son ratio est pondéré par les ratios iTRAQ-116 et -117 et leur moyenne est proche de 1. A 

droite, il apparait clairement que la moyenne des signaux m(113,114,115) et m(116,117,118) est 3 fois 

supérieure au signaux 119 et 121. Dans ce cas, la comparaison des ratios aboutira à une conclusion 

illogique ; mélanger 3 solutions ne peut pas aboutir à un mélange 3 fois moins concentré. Aucune 

eǆpliĐatioŶ Ŷe peƌŵet d͛eǆpliƋueƌ Đes Ϯ% de ƋuaŶtifiĐatioŶs aďeƌƌaŶtes. Ces quantifications 

aberrantes dans la série 4 ont été utilisées pour éliminer les peptides correspondants dans les 

séries de tumeurs. 

 
Figure 52. Intensité des ions rapporteurs de la série 4. A gauche : intensités généralement observées, le calcul des 
ratios permet de vérifier que 119(C1) et 121 (C2) sont respectivement un mélange de 113, 114, 115 et 116, 117, 118, à 
droite : distribution anormale des intensités. 

Identification des peptides communs aux différentes séries 

Quatre séries de marquage iTRAQ ont été réalisées, dont trois contiennent les biopsies 

tumorales. Pour les trois listes de peptides correspondantes, le point commun de ces listes est la 

pƌĠseŶĐe pouƌ ĐhaƋue peptide d͛au ŵoiŶs uŶ ioŶ iT‘AQ ϭϭϵ ou ϭϮϭ afiŶ de peƌŵettƌe le ĐalĐul des 

ƌatios. EŶ d͛autƌe teƌŵe, Si uŶ peptide est ideŶtifiĠ daŶs uŶe sĠƌie, il deǀƌait ĠgaleŵeŶt ġtƌe 

identifié dans les autres séries puisque C1 (119) et C2 (121) sont présents dans toutes les séries. 

L͛aŶalǇse de la ƌedoŶdaŶĐe eŶtƌe sĠƌie est illustƌĠe paƌ des diagrammes de Venn et montre un tout 

autre résultat ; le recouvrement des listes de peptides est faible (Fig. 53). Pour la fraction peptide 

totaux, 402 peptides sont communs aux trois séries de tumeurs. Pour la fraction TiO2, l͛eŶseŵďle 

des peptides communs aux 3 séries de biopsies tumorales représente 1/3 des peptides identifiés, 

soit 109 peptides. 
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Fig. 53. Diagramme de Venn. A gauche : peptides totaux, à droite : peptide de la fraction phosphorylée. 

Caractéristiques générales des protéines identifiées 

L͛utilisatioŶ des aŶŶotatioŶs de la GeŶe OŶtologǇ ;GOͿ peƌŵet de Đlasseƌ les pƌotĠiŶes 

identifiées par compartiment cellulaire,activité cellulaire ou fonction moléculaire. La majorité des 

pƌotĠiŶes ideŶtifiĠes soŶt d͛oƌigiŶe ĐǇtoplasŵiƋue, ŵitoĐhoŶdƌiale, et ŶuĐlĠaiƌes. L͛appliĐatioŶ 

internet String (http://string-db.org) permet de tracer le réseau des interactions connues pour 

l͛eŶseŵďle des pƌotĠiŶes ideŶtifiĠes ;Fig. 54). Avec le jeu de protéines identifiées, des groupes de 

protéines de dessinent et correspondent aux enzymes du métabolisme (glucides, lipides, 

protéines), aux enzymes de la détoxification, au ribosome et facteurs associés, aux protéines de 

ĐhoĐ theƌŵiƋue, auǆ pƌotĠiŶes assoĐiĠes à l͛ADN, auǆ pƌotĠiŶes de la ŵatƌiĐe, du ĐǇtosƋuelette et 

aux anticorps. 

 

Figure 54. Relations entre les protéines identifiées. Les protéines sont reliées entre elles quand une relation est établie 
paƌ les ďases de doŶŶĠes de sĠƋueŶĐes, d͛iŶteƌaĐtioŶs, de stƌuĐtuƌes, d͛aƌtiĐles. 

http://string-db.org/
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Classification hiérarchique 

Vue globale. La classification hiérarchique a été réalisée en considérant chaque peptide 

comme un gène. Chaque ligne correspond donc à un peptide et chaque colonne à une biopsie. Ici, il 

Ŷe s͛agit pas de dĠteƌŵiŶeƌ uniquement les ratios significativement différents entre tumeurs (T) et 

non tumeurs (NT) mais de regrouper les ďiopsies doŶt les pƌofils d͛eǆpƌessioŶs sont proches. Seuls 

les peptides doŶt les Ŷiǀeauǆ d͛eǆpƌessioŶ soŶt sigŶifiĐatiǀeŵeŶt diffĠƌeŶts eŶtƌe T et NT oŶt ĠtĠ 

utilisés pour cette classification. 

La classification hiérarchique montre une hétérogénéité des biopsies, que ce soit pour les 

peptides de la fraction TiO2 et les peptides de la fraction peptides totaux (Fig. 55). Il est cependant 

possible de discerner des clusters de lignes à dominante verte (peptides sous exprimés dans les 

tumeurs par rapport aux tissus sains) et des clusters de lignes à dominante rouge (peptides 

surexprimés dans les tumeurs par rapport aux tissus sains). 

Pour les peptides totaux comme pour la fraction TiO2, la classification hiérarchique des 

biopsies permet de vérifier que les tissus non tumoraux sont effectivement regroupés dans un 

cluster unique. Il est intéressant de constater que les contrôles C1 et C2 de chaque série forment 

deux sous-groupes distincts. Bien que les ratios soient exprimés en fonction de la moyenne de C1 et 

C2, la classificatioŶ hiĠƌaƌĐhiƋue ideŶtifie des diffĠƌeŶĐes suffisaŶtes pouƌ ƌeĐoŶstitueƌ d͛uŶe paƌt 

un sous-gƌoupe Cϭ, d͛autƌe paƌt uŶ sous-groupe C2. Puis les foies saiŶs s͛agƌğgeŶt sur ces deux 

sous-groupes à uŶ Ŷiǀeau supĠƌieuƌ de l͛aƌďoƌesĐeŶĐe Đaƌ leur variabilité individuelle les distingue 

des références C1 et C2. 

Pour les peptides totaux, on observe que les biopsies 1.2 et 1.3 ont une signature proche des 

foies sains ; elles forment uŶ gƌoupe Ƌui s͛agƌğge suƌ le groupe des biopsies NT (Fig. 55 A).Pour les 

phosphopeptides, les biopsies 1.1 et 1.2 forment également un groupe proche des biopsies NT 

auƋuel ǀieŶt s͛ajouteƌ la ďiopsie Ϯ.ϭ. OŶ peut ĐoŶstateƌ Ƌue les phosphopeptides seuls peƌŵetteŶt 

de distinguer plus nettement le groupe des tumeurs du groupe des non tumeurs (Fig. 55 C). Par 

contre, si on ajoute les peptides contaminants de la fraction TiO2 à la liste des phosphopeptides, un 

groupe supplémentaire de biopsies tumorales se rapproche des biopsies non tumorales (Fig. 55 B). 

En comparant les trois classifications hiérarchiques de la Figure 55, il apparait que la 

distiŶĐtioŶ eŶtƌe T et NT est plus Ŷette aǀeĐ les doŶŶĠes pƌoǀeŶaŶt de l͛aŶalǇse des peptides 

totaux. Il est probable que le plus grand nombre de peptides utilisés pour cette classification 

améliore la séparation entre tumeurs et non tumeurs. Cependant, les phosphopeptides permettent 
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un classement similaire (en exceptant la biopsie 2.1) avec un nombre de ligne (i.e. peptides) réduit 

de deux tiers. 

 

Fig. 55. Classification hiérarchique des biopsies. Chaque ligne correspond à un peptide, chaque colonne à une biopsie. 
Seuls les peptides significativement différents entre les tumeurs (T) et non tumeurs (NT) sont utilisés pour la 
classification. A: fraction des peptides totaux (106 peptides significatifs entre tumeurs et non tumeurs sur 426 
peptides), B : fraction TiO2, phosphopeptides et peptides acides (54 peptides significatifs sur 104 peptides), C : fraction 
TiO2, phosphopeptides uniquement (36 peptides significatifs sur 66 phosphopeptides). 
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Cohérence des clusters de peptides et variabilité des échantillons. 

UŶ pƌeŵieƌ Ŷiǀeau d͛aŶalǇse permet de constater que des clusters regroupent des peptides 

appartenant à une même famille de protéines. Pa exemple, le cluster présenté dans la Figure 56 

regroupe 11 peptides qui correspondent à des peptides des collagènes COL1A1, COL1A2, COL3A1. 

Ces peptides oŶt uŶ pƌofil d͛eǆpƌessioŶ tƌğs siŵilaiƌe eŶtƌe euǆ (comparaison ligne à ligne) mais il 

apparait clairement trois groupes de biopsies (comparaison colonne à colonne) ; un groupe sur 

exprimant les peptides (colonnes de carrés rouges), un groupes sous exprimant les peptides 

;ĐoloŶŶes de ĐaƌƌĠs ǀeƌtsͿ et uŶ gƌoupe doŶt le Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ est Ġgal à Đelui des ŶoŶ tuŵeuƌs 

(colonne de carrés noirs). MalheuƌeuseŵeŶt, pouƌ les ďiopsies tuŵoƌales, Đes pƌofils d͛eǆpƌessioŶ 

ne sont pas associés à une caractéristique particulière. 

 

Fig. 56. Regroupement de familles protéiques. Le groupe est constitué de 21 peptides dont 19 correspondent au 
Collagène 1A1 (P08123), au collagène 1A2 (P02452), Collagène 3A1 (P02461). 

De la même manière, un cluster de peptides contient 7 peptides de carboxypeptidase. Treize 

peptides d͛hĠŵogloďiŶes alpha et ďeta, les deuǆ sous uŶitĠs de l͛hĠŵogloďiŶe soŶt ĠgaleŵeŶt 

regroupées en  un seul cluster. Dans tous ces cas de cluster de peptides qui identifient une protéine 

ou uŶe faŵille de pƌotĠiŶes, le pƌofil d͛eǆpƌessioŶ des peptides dĠpeŶd de la ďiopsie aŶalǇsĠe. 

Niveauǆ d’eǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue sigŶifiĐativeŵeŶt diffĠƌeŶts entre tumeurs et tissus normaux 

Le logiciel Mev (voir Méthodes) a été utilisé pour extraire les données significativement 

différentes entre les 18 tumeurs et les 6 tissus sains. La liste complète des peptides est présentée 

en annexe. 

Fraction des peptides totaux.  

73 peptides sont surexprimés dans les tumeurs, ils correspondent à 49 protéines dont : 

 Des protéines de la maturation/dégradation des protéines : HSP90AA1, HSP90B1, 

HSPD1, HSPA1B, HSPA5, HSPA9, des isomérases (PPIA, P4HB, PDIA6), la valosin-

containing protein (VPCͿ, Ϯ pƌotĠiŶes de l͛uďiƋuitiŶatioŶ ;UBC, UBA1) 

 Des protéines du stress oxydatif (PRDX1, TXN) 
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 Des protéines de la réplication et de la transcription : EEF1G, HNRNPK, HIST1H1C, 

HIST1H2AH, HIST1H2BK, HIST1H4A 

 Des protéines du cytosquelette : ACTN4, CALM1, MYL6, TPM3, TUBA1C, TUBB, VIM 

 Des protéines associées à la détoxification : AKR1C4, EPHX1, EPHX1, CES1 

 Des enzymes de la glycolyse : ENO1, GAPDG etPGK1 

 

55 peptides sont sous exprimés dans les tumeurs par rapport aux tissus sains et 

correspondent à 26 protéines parmi lesquelles : 

 Des enzymes de la glycolyse : ALDOB, FBP1, GAPDH 

 Des enzymes de la détoxification : ADH1A, ADH2A et ADH4, GSTA2, AKR7A3, ALDH1B1 

 Des protéines du métabolisme des acides gras : FABP1, ECHS1, ACSL1 

 Des protéines sériques : ALB, HBB 

 Des enzymes du métabolisme des acides aminés : BHMT, SHMT1 

 Des eŶzǇŵes du ĐǇĐle de l͛uƌĠe : CPS1, ASS1 

 

Fraction TiO2 

Les 19 phosphopeptides surexprimés dans les tumeurs par rapport aux tissus sains 

correspondent à 14 protéines dont : 

 Une protéine nucléaire de fonction inconnue : Neuroblast differentiation-associated 

protein(AHNAK) 

 La calnexine (CANX) 

 Ras GTPase-activating protein-binding protein 1, endoribonucléase liant le domaine 

SH3 de RASA1 (une protéine activant les Ras GTPase) 

 Deux protéines de la transcription des ARN: Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 

U-like protein 2 (HNRNPUL2) ; cette protéine lie les pré-mARN dans le noyau et 

semble modifier entre autre la maturation des ARN, Transcription elongation factor A 

protein 1(TCEA1) ; pƌotĠiŶe ŶĠĐessaiƌe au foŶĐtioŶŶeŵeŶt de l͛A‘N polǇŵĠƌase II 

 Deux protéines associées à la maturation des ARN par le spliceosome (SRRM1 et 

THRAP3) 

 Nuclear casein kinase and cyclin-dependent kinase substrate 1 (NUCKS1); protéine 

nucléaire de fonction inconnue 
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Les 15 phosphopeptides sous exprimés dans les tumeurs par rapport aux tissus sains 

correspondent à 15 protéines dont : 

 L͛UDP-glucose 6-déhydrogenase qui est impliquée dans la biosynthèse des 

glycosaminoglycanes, constituant de la matrice extracellulaire 

 L͛eŶzǇŵe 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha (BCKDHA) impliquée dans le 

catabolisme des acides aminés Leu, Ileu et Val 

 Calcium-regulated heat-stable protein (CARHSP1) ; protéine qui inhibe la 

gluconéogénèse en inhibant notamment G6Pc et PEPCK1 (Fan et al., 2011) 

 La protéine Src substrate cortactin ;CTTNͿ iŵpliƋuĠe daŶs l͛oƌgaŶisatioŶ du 

cytosquelette 

 Le facteur Eukaryotic translation initiation factor 4B (EIF4B) nécessaire à la liaison de 

l͛A‘N au ƌiďosoŵe 

 L͛Acétyl-coenzyme A synthétase, cytoplasmique (ACSS2) 

 La Glutathione S-transférase (GSTA3) intervenant dans les processus de détoxification 

des composés électrophiles 

 La Ras GTPase -activating-like protein (IQGAP2) qui lie CDC42 and RAC1 activés 

 NDRG2, protéine qui contribue à la régulation de la voie Wnt 

 PRKACB, Protéine kinase AMPc-dépendante 

 La Starch-binding domain-containing protein 1 (STBD1) : protéine probablement 

membranaire pouvant lier les sucres. 

 

La liste complète des peptides et phosphopeptides dérégulés dans les tumeurs est présentée 

en annexe. 

Analyse des motifs d’acides aminés 

Les kiŶases soŶt des eŶzǇŵes spĠĐifiƋues à la fois pouƌ l͛aĐide aŵiŶĠ phosphoƌǇlĠ et les 

acides aminés environnants. pLogo (voir MéthodesͿ est uŶ logiĐiel eŶ ligŶe Ƌui peƌŵet d͛estiŵeƌ 

une surreprésentation (ou une sous-représentation) de certains acides aminés dans une séquence. 

Pour les 19 séquences phosphorylées qui sont significativement surexprimées dans les tumeurs, le 

motif –(S/T)P- est présent 17 fois. La soumission de ces 19 séquences permet de vérifier que le 

motif SP est effectivement surreprésenté dans le groupe de phosphopeptides par rapport à 
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l͛eŶseŵďle des sĠƋueŶĐes huŵaiŶes (Fig. 57). La surreprésentation du motif –(S/T)P- est également 

ǀĠƌifiĠe paƌ ƌappoƌt à l͛eŶseŵďle des phosphopeptides identifiés (test Chi2, p<0.05). Par contre, le 

groupe des phosphopeptides significativement sous-exprimés ne présente pas une 

surreprésentation significative du motif –(S/T)P- (5 séquences sur 15). Pour les tumeurs analysées, 

Il y aurait donc une activation de kinases proline directed ou une inhibition des phophatases 

correspondantes. 

 

Figure 57. Analyse pLogo. Motif présent pour les phosphopeptides surexprimés dans les tumeurs sur foie non fibreux, 
le motif –SP- est surreprésenté. 

4.4 Discussion 

Hétérogénéité des biopsies. Le carcinome hépatocellulaire est le troisième cancer en termes 

de mortalité dans le monde. Le séquençage à haut débit de tumeurs suggère que les mutations 

soŶt plus Ŷoŵďƌeuses et hĠtĠƌogğŶes Ƌu͛atteŶdues (Li and Mao, 2012) et des études bio-

iŶfoƌŵatiƋues oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue plus d͛uŶe douzaiŶe de ǀoies de signalisation majeures étaient 

affectées par ces mutations (Parsons et al., 2008). Les analyses protéomiques ont également 

identifié une grande variété de protéines dérégulées (Kuramitsu and Nakamura, 2006) mais à ce 

jouƌ seul le dosage de l͛alpha foetopƌotĠiŶe est utilisĠ à des fiŶs de diagnostic. Les analyses 

phosphoprotéomiques de biopsies CHC sont beaucoup plus rares dans la littérature et elles sont 

réalisées sur un nombre réduit de biopsies ; entre 1 et 3 (Lee et al., 2009; Song et al., 2011). L͛Ġtude 

qui a été réalisée ici est la première analyse à la fois protéomique et phosphoprotéomique réalisée 

sur un nombre conséquent de biopsies (18 tumeurs et 6 tissus sains) avec une sélection particulière 

des biopsies. La plupart des CHC apparaissent sur des foies fibrotiques. Seul quelques pourcents des 

CHC sont détectés sur des foies non fibrotiques (nf-CHC). Cette catégorie particuliğƌe de CHC Ŷ͛est 

donc pas représentative du CHC mais elle ĐoƌƌespoŶd à uŶ Đas paƌtiĐulieƌ et pƌĠseŶte l͛iŶtĠƌġt de 
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dissocier les événements moléculaires propres au cancer des événements moléculaire propres à la 

fibrose. On peut cependant noter que les CHC sur foie non cirrhotique (dont la fibrose est aux 

premiers stades) représentent en France entre 10 et 20% des CHC (Alkofer et al., 2011; Borie et al., 

2008) et seƌaieŶt eŶ augŵeŶtatioŶ seŶsiďle, eŶ assoĐiatioŶ aǀeĐ l͛augŵeŶtatioŶ du sǇŶdƌoŵe 

métabolique dans la population. 

La sĠleĐtioŶ d͛uŶ gƌoupe doŶt la ĐaƌaĐtĠƌistiƋue ;aďseŶĐe de fiďƌoseͿ est spĠĐifiƋue à 

seulement ~5% des patients pourrait correspondre à une population homogène de biopsies. Il 

apparait clairement une hétérogénéité des biopsies qui les définit chacune comme un échantillon 

unique ; aucun critère anatomo-pathologiƋue Ŷ͛est ĐoŵŵuŶ à deuǆ ďiopsies. Si ĐeƌtaiŶs Đƌitğƌes 

sont significativement suƌƌepƌĠseŶtĠs ;ϳϴ% d͛hoŵŵes, ϲϭ-67% de patients alcooliques, 67% 

d͛iŶǀasioŶ ǀasĐulaiƌes, ϱϬ% de ŵutatioŶ CTNNBϭͿ, les autƌes Đƌitğƌes soŶt peu fƌĠƋueŶts et se 

distribuent aléatoirement entre les biopsies (stéatoses, stroma fibrotique, mutation P53, nodule 

satellite, inflammation, etc). Dans ces conditions, il est improbable de distinguer au sein des CHC 

des sous-groupes. Par contre, une comparaison des 18 nf-CHC avec les 6 tissus sains, par définition 

plus homogènes car ne possédant pas de signes distinctifs, a été réalisée. 

Avantages et inconvénient du marquage iTRAQ. Le ƌĠaĐtif iT‘AQ peƌŵet d͛aŶalǇseƌ eŶ uŶe 

seule aŶalǇse ϴ ĠĐhaŶtilloŶs. Il seŵďlait doŶĐ appƌopƌiĠ pouƌ l͛aŶalǇse de Ϯϰ ĠĐhaŶtilloŶs, à 

ĐoŶditioŶ d͛utiliseƌ uŶe ŵġŵe ƌĠfĠƌeŶĐe pouƌ les diffĠƌeŶtes séries de marquage. Quatre séries de 

marquage iTRAQ ont été réalisées, avec 2 références par série. La série 4 a regroupé les tissus sains 

daŶs l͛oďjeĐtif de ǀĠƌifieƌ Ƌue les ƌĠsultats iŶdiǀiduels des tissus saiŶs seƌaieŶt eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ les 

deux références, chacune correspondant à un mélange de 3 tissus sains. Cette vérification a permis 

d͛ideŶtifieƌ Ϯ% de peptides doŶt les ƌatios ĠtaieŶt diffĠƌeŶts d͛uŶ faĐteuƌ Ϯ paƌ ƌappoƌt auǆ 

ƌĠfĠƌeŶĐes. Ces peptides oŶt ĠtĠ ĠliŵiŶĠs de l͛aŶalǇse. Paƌ ailleuƌs, ĐhaƋue sĠƌie iT‘AQ Ŷ͛a pƌĠseŶtĠ 

que 1/3 de peptides communs avec les autres séries. Seuls ces peptides communs ont été utilisés 

pouƌ l͛aŶalǇse ƋuaŶtitatiǀe. EŶfiŶ, ĐeƌtaiŶs peptides Ŷ͛oŶt pas pƌoduit de sigŶal pouƌ les ioŶs 

reporteurs correspondant aux référeŶĐes. Ces peptides oŶt ĠtĠ ĠgaleŵeŶt ĠliŵiŶĠs de l͛aŶalǇse. EŶ 

fin de sélection, il restait 57 phosphopeptides et 36 peptides acides dans la fraction éluée de la 

colonne TiO2 et 387 peptides dans la fraction peptides totaux. Ce nombre limité de peptides est la 

ĐoŶsĠƋueŶĐe diƌeĐte des faiďles ƋuaŶtitĠs d͛ĠĐhaŶtilloŶ, eŶtƌe ϱϬ et ϭϬϬ ŵg, de la Đhƌoŵatogƌaphie 

minimaliste (simple TiO2Ϳ et du teŵps d͛aŶalǇse LC-MS réduit (2h). Les quantités de biopsies 

Ŷ͛ĠtaieŶt pas ajustaďles, paƌ ĐoŶtƌe uŶ teŵps d͛aŶalǇse LC-MS plus long aurait probablement 

peƌŵis d͛ideŶtifieƌ uŶ plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe de peptides. La ƌĠiŶjeĐtioŶ des ĠĐhaŶtilloŶs auƌait 
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ĠgaleŵeŶt peƌŵis d͛augŵeŶteƌ la pƌopoƌtioŶ de peptides ĐoŵŵuŶs auǆ diffĠƌeŶtes sĠƌies ŵais les 

quantités de phosphopeptides purifiĠs, iŶfĠƌieuƌe à ϱϬ µg, Ŷ͛oŶt pas peƌŵis d͛iŶjeĐtioŶs multiples. 

Enfin, la possiďilitĠ d͛augŵeŶteƌ le fƌaĐtioŶŶeŵeŶt eŶ ajoutaŶt paƌ eǆeŵple uŶe Đhƌoŵatogƌaphie 

SCX aǀaŶt l͛aŶalǇse LC-MS Ŷ͛a pas ĠtĠ ŵise eŶ œuǀƌe, toujours en raison de la quantité limitée des 

phosphopeptides. Ces ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt l͛ĠĐaƌt iŵpoƌtaŶt eŶtƌe la ŵise eŶ œuǀƌe d͛uŶe teĐhŶiƋue 

suƌ uŶ ĠĐhaŶtilloŶ ŵodğle, souǀeŶt aďoŶdaŶt et hoŵogğŶe, et la ŵise eŶ œuǀƌe suƌ des 

échantillons cliniques dont les quantités sont limitées. 

Aujouƌd͛hui, la ŶĠĐessitĠ d͛uŶ ŵaƌƋuage Ŷ͛est plus impérative. La quantification par label free 

s͛est gĠŶĠƌalisĠe au poiŶt de deǀeŶiƌ la teĐhŶiƋue la plus eŵploǇĠe pouƌ l͛aŶalǇse ƋuaŶtitatiǀe 

gloďale. Il est ĐeƌtaiŶ Ƌue Đette appƌoĐhe pouƌƌait ġtƌe eŵploǇĠe pouƌ l͛aŶalyse des 24 biopsies. 

TeĐhŶiƋueŵeŶt plus faĐile, elle peƌŵettƌait ĠgaleŵeŶt de s͛affƌaŶĐhiƌ des pƌoďlğŵes assoĐiĠs auǆ 

ƌĠsultats sous foƌŵe de ƌatios. DaŶs le Đas d͛uŶe pouƌsuite du pƌojet suƌ uŶ plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe de 

biopsies, le dosage label free serait certainement utilisé. La technique iTRAQ conserve cependant 

l͛iŶtĠƌġt de disposeƌ d͛uŶ ĐoŶtƌôle iŶteƌŶe ;la ƌĠfĠƌeŶĐeͿ Ƌui peƌŵet daŶs le Đas pƌĠseŶt la ŵise eŶ 

ĠǀideŶĐe d͛uŶ ƌeĐouǀƌeŵeŶt ƌestƌeiŶt des peptides ideŶtifiĠs eŶtƌe les sĠƌies. La teĐhŶiƋue label 

free Ŷe disposaŶt d͛auĐuŶe ƌĠfĠƌeŶĐe iŶteƌŶe, l͛estiŵatioŶ des diffĠƌeŶĐes de tǇpe 

absence/présence et les différences observées pour les faibles AUC sont difficiles à exploiter, la 

seŶsiďilitĠ de l͛aŶalǇse Ŷe pouǀaŶt ġtƌe gaƌaŶtie Đoŵŵe ĐoŶstaŶte tout au long des jours voir des 

seŵaiŶes d͛aĐƋuisitioŶ. 

Une signature protéomique spécifiques aux nf-CHC. La grande variabilité des tumeurs 

aŶalǇsĠe Ŷ͛a pas peƌŵis d͛Ġtaďliƌ des gƌoupes sigŶifiĐatifs paƌŵi les ďiopsies nf-CHC. La classification 

hiérarchique permet cependant la différenciation entre les tissus sains et les tumeurs. Dans le 

gƌoupe des tuŵeuƌs, des pƌofils d͛eǆpƌessioŶ spĠĐifiƋues appaƌaisseŶt ŵais le Ŷoŵďƌe 

d͛ĠĐhaŶtilloŶs ƌestƌeiŶt Ŷe peƌŵet pas d͛ideŶtifieƌ uŶ sous-groupe particulier. Si on excepte le 

ŵaƌƋuage iT‘AQ, le pƌotoĐole ŵis eŶ œuǀƌe est siŵple et ƌoďuste. Il seƌait faĐileŵeŶt ŵis eŶ 

œuǀƌe aǀeĐ uŶe appƌoĐhe laďel fƌee pouƌ aŶalǇseƌ uŶ paŶel iŵpoƌtaŶt de ďiopsies et établir ainsi 

un nombre suffisant de profils protéomiques pour définir des groupes dont on peut espérer établir 

un lien avec le diagnostic ou le pronostic. 

Les peptides surexprimés dans les nf-CHC. L͛aŶalǇse de la fƌaĐtioŶ peptides totauǆ peƌŵet 

d͛ideŶtifieƌ ϯϱ peptides suƌeǆpƌiŵĠs et ϱϱ peptides sous eǆpƌiŵĠs. Des teŶdaŶĐes gĠŶĠƌales se 

dégagent de ce jeu de données. Sont surexprimés les protéines de choc thermiques (HP10, 60, 70, 

ϵϬͿ, les pƌotĠiŶes liĠes à l͛ADN/A‘N ;histoŶesͿ, les pƌotĠiŶes de détoxification (carboxyestérase, 
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époxide hydrolase), les protéines du cytosquelette (actinine, myosine, tubuline), des protéines ou 

enzymes anti-oxydantes (superoxide dismutase, thiorédoxine). 

Les pƌotĠiŶes de ĐhoĐ theƌŵiƋues ;HSPͿ soŶt uŶe faŵille de pƌotĠiŶes doŶt l͛iŶduĐtioŶ permet 

aux cellules de survivre dans des conditions de stress. Les HSP sont classées en 6 familles suivant 

leur poids moléculaires. Ce sont des protéines chaperonnes nécessaires à la bonnes conformation 

des protéines ou à leur élimination dans le cas de dommages irréversibles. Les étude protéomiques 

de CHC ont mise en évidence la surexpression de nombreuses HSP (Khalil et al., 2011) et 

notamment l͛augŵeŶtatioŶ des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d͛HSPϲϬ (Sun et al., 2009), 70 (Zeindl-Eberhart et 

al., 2004) et 90 (Lim et al., 2002; Sun et al., 2010b). 

La cellule cancéreuse subit un stress oxydatif et la thiorédoxine (protéine anti-oxydante) ainsi 

que la superoxide dismutase (enzyme anti-oxydante) ont été proposées comme biomarqueurs du 

CHC (Tamai et al., 2011). Ces deux marqueurs ont effectivement été identifiés dans les biopsies nf-

cHC. Concernant les enzymes de détoxification, la carboxyestérase 1 en assoĐiatioŶ aǀeĐ l͛AFP a ĠtĠ 

récemment présentée comme un biomarqueur performant du CHC (Na et al., 2013). L͛eǆpƌessioŶ 

de l͛ĠpoǆǇde hydrolase est également forte à modérée dans les coupes immunohistochimiques de 

CHC (Coller et al., 2001). La surexpression de la carboxyestérase 1 et de l͛ĠpoǆǇde hǇdƌolase ont 

bien été mises en évidence dans les biopsies nf-CHC, en association avec la ferritine qui peut 

également traduire une inflammation. 

Une augmentation du niveau de la glycolyse dans la production d'énergie système des cellules 

cancéreuses a été initialement trouvée par le célèbre biochimiste Otto Warburg (Warburg, 1956) et 

la production des ARN de 8 des 14 gènes de la glycolyse est augmentée dans les cellules CHC 

(Ganapathy-Kanniappan et al., 2012). Un surexpression de la GAPDH serait également associée à 

une augmentation de la prolifération et de la chimio-résistance dans le CHC (Ganapathy-

Kanniappan et al., 2012). Ici, la GAPDH et l͛ĠŶolase soŶt suƌeǆpƌiŵĠes dans les nf-CHC. L͛ĠŶolase est 

une enzyme de la glycolyse qui agit également comme récepteur de surface du plasminogène. Sa 

surexpression a également été démontrée dans le cancer du pancréas (Cappello et al., 2009). 

CoŶĐeƌŶaŶt les pƌotĠiŶes liaŶt d͛ADN ou l͛A‘N, plusieuƌs peptides phosphoƌǇlĠs de Serine 

arginine repetitive matrix protein sont surexprimés. Cette protéine est une sous unité du 

spliceosoŵe Ƌui assuƌe l͛eǆĐisioŶ des iŶtƌoŶs. Elle serait également induite lors des cancers et sa 

dĠplĠtioŶ paƌ Si‘NA peƌŵet de ƌĠduiƌe la ǀiaďilitĠ des ligŶĠes ĐaŶĐĠƌeuses paƌ l͛aĐtiǀatioŶ de 

l͛autophagie ;appaƌitioŶ de vacuoles acides) (Quidville et al., 2013). La Nuclear ubiquitous casein 
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and cyclin-dependent kinase substrate est uŶe pƌotĠiŶe liaŶt d͛ADN et de foŶĐtioŶ iŶĐoŶŶue. Elle 

est surexprimée dans 83.5% des cellules cancéreuses du sein (Ziolkowski et al., 2009). 

La suƌeǆpƌessioŶ des histoŶes HϮA et Hϰ Ŷ͛est pas doĐuŵentée dans la littérature. Par contre, 

la méthylation/acétylation des lysines sont des modifications post-traductionnelles associées aux 

histoŶes. Elles peƌŵetteŶt de liŵiteƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ des histoŶes ;ĐhaƌgĠes positiǀeŵeŶtͿ aǀeĐ l͛ADN 

(chargé négativement) et entrainent une relaxation de la chromatine nécessaire à la transcription. 

Les déacétylases sont surexprimées dans de nombreux cancers et sont proposées comme cible 

thérapeutiques (Berry and Janknecht, 2013). IŶǀeƌseŵeŶt, la suƌeǆpƌessioŶ d͛histoŶe tƌaŶsaĐĠtǇlase 

iŶduit l͛apoptose de Đellules CHC et inhibe la voie de signalisation akt (Zheng et al., 2013). Ici, aucun 

peptide aĐĠtǇlĠ ou ŵĠthǇlĠ Ŷ͛est ideŶtifiĠ daŶs les Ŷf-CHC mais la surexpression de 8 peptides 

appartenant aux histones H2A et H4 est observée.  

Les peptides sous exprimés dans les nf-CHC. Les peptides sous exprimés dans les nf-CHC 

ĐoƌƌespoŶdeŶt à des pƌotĠiŶes doŶt les foŶĐtioŶs se distiŶgueŶt des pƌotĠiŶes pƌĠĐĠdeŶtes. L͛alcool 

déhydrogénase est la protéine identifiée avec le plus grand nombre de peptides. La sous-expression 

de sa forme ADH4 a été proposée comme marqueur pronostique du CHC (Wei et al., 2012). Ici, la 

sous expression des isoformes ADH1A et ADH2A est également observée.  

De la ŵġŵe ŵaŶiğƌe, la sous eǆpƌessioŶ de ϱ pƌotĠiŶes du ĐǇĐle de l͛uƌĠe aǀait ĠtĠ ideŶtifiĠe 

paƌ uŶe aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue d͛uŶe ďiopsie CHC, puis ǀalidĠe par immunohistochimie (Chaerkady 

et al., 2008). Ici, 2 protéines apparaissent sous-exprimées dans les nf-CHC (Carbamoyl-phosphate 

synthase, 6 peptides et Argininosuccinate synthase, 1 peptide). 

Quelques peptides appartenant à des protéines de la glycolyse indiquent une sous expression 

de ces dernières daŶs les CHC. L͛aŶalǇse des protéines surexprimées montre que cette voie est 

activée dans le nf-CHC. La sous expression de Fructose-1,6-bisphosphatase et la Fructose-

bisphosphate aldolase B identifiée ici est en accord avec la littérature (Liu et al., 2011; Wang et al., 

2011b).  

De manière remarquable, alors que deux enzymes de de détoxification sont surexprimées 

(CES1 et EPHX1), deux autres enzymes sont sous exprimées : la glutathion S-transférase A2 et 

l͛aflatoxin B1 aldehyde reductase. La GSTA est une enzyme impliquée à la fois dans les processus de 

détoxifications et le stress oxydant. UŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de GSTA a ĠtĠ oďseƌǀĠe daŶs le 

cancer du rein, aloƌs Ƌu͛uŶe augŵeŶtatioŶ est oďseƌǀĠe daŶs le ĐaŶĐeƌ de la pƌostate. UŶ milieu 

Pro-oxydant pourrait promouvoir la carcinogénèse du rein (Simic et al., 2009). 
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La sous eǆpƌessioŶ l͛UDP-glucose 6-déhydrogénase (G6PD) détectée dans la fraction peptides 

totaux est également confirmée dans la fraction TiO2 ; un peptide phosphorylé de la G6PD y est 

également significativement sous-exprimés. La G6PD est une enzyme cruciale pour la production de 

NADPH et l͛hoŵĠostasie du potentiel redoǆ. Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe dĠfiĐieŶĐe de GϲPD et de GST 

prédisposait les cellules à un stress oxydatif et une mort cellulaire (Ho et al., 2013). Dans les nf-CHC 

analysés, Le système de détoxification est apparemment dérégulé, avec une surexpression des 

enzymes de la phase 1 et une sous expression des enzymes de la phase 2. 

Interprétation des données relatives aux phosphopeptides. EŶ l͛Ġtat, les ǀaƌiatioŶs 

quantitatives des phosphopeptides ne peuvent pas être interprétées de manière individuelle, elles 

doiǀeŶt ġtƌe ǀues Đoŵŵe uŶe sigŶatuƌe, l͛ĠƋuiǀaleŶt d͛uŶ Đode ďaƌƌe Ƌui ĐaƌaĐtĠƌise les ďiopsies 

étudiées. En effet, les variations quantitatives des phosphopeptides peuvent correspondre soit à la 

ŵodifiĐatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase/phosphatase, soit à l͛augmentation des protéines substrats. Dans 

uŶ Đas, la ĐoŶĐlusioŶ poƌteƌa suƌ uŶe dĠƌĠgulatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ kiŶase/phosphatase, daŶs l͛autƌe 

Đas, la ĐoŶĐlusioŶ seƌa uŶe dĠƌĠgulatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe (Fig. 58). Cette notion a été 

détaillée dans un papier de référence présentant la technique AQUA (Gillet et al., 2012). Plus 

récemment, le même groupe dirigé par S.P. Gygi a publié un deuxième article sur la quantification 

relative à grande échelle des phosphopeptides et de leur protéine correspondante chez la levure 

(Han et al., 2008). Cette approche a été reproduite pour Plasmodium falciparum étudié à trois 

stades de son dĠǀeloppeŵeŶt. Il appaƌait Ƌue les ĐhaŶgeŵeŶts de Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ des 

protéines ne sont pas corrélés avec leurs niveaux de phosphorylation (Pote et al., 2013). 

 

Figure 58. L’iŶteƌpƌĠtatioŶ des ĐhaŶgeŵeŶts de phosphoƌǇlatioŶ ŶĠĐessite uŶe ŶoƌŵalisatioŶ paƌ l’eǆpƌessioŶ des 
protéines. En haut : la quantité du phosphopeptide et la quantité de la protéine correspondante sont toutes les deux 
augŵeŶtĠes d͛uŶ faĐteuƌ 2 : le niveau de phosphorylation est inchangé après normalisation. En bas : le phosphopeptide 
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est deux fois plus abondant chez le mutant fus3 et le Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe Ŷ͛est pas augŵeŶtĠe : le niveau 
de phosphoƌǇlatioŶ est augŵeŶtĠ d͛uŶ faĐteuƌ Ϯ apƌğs ŶoƌŵalisatioŶ. D͛apƌğs (Han et al., 2008). 

La calnexine. La calnexine est une protéine membranaire abondante du réticulum 

endoplasmique des cellules eucaryotes. Sa partie luminale possède une séquence de liaison aux N-

glycoprotéines qui lui conférerait une fonction de repliement des glycoprotéines. La 

phosphorylation Ser ϱϲϯ ĐoŶtƌôleƌait l͛aĐtiǀitĠ ĐhapeƌoŶŶe aloƌs Ƌue les phosphorylations de Ser 

534 et Ser 544 seraient liées à une fonction de transport (Chevet et al., 2010). Par ailleurs, la 

calnexine interagit avec la calréticuline et ERp57 (Wang et al., 2012b). Ici, la phosphorylation en 

position 534 Ŷ͛a pas été identifiée mais les peptide phosphorylés comportant Ser 544 et Ser 563 

sont significativement surexprimés daŶs les tuŵeuƌs. L͛augŵeŶtatioŶ de Đette aĐtiǀitĠ ĐhapeƌoŶŶe 

sous ĐoŶtƌôle d͛uŶe phosphoƌǇlatioŶ est uŶe illustƌatioŶ supplĠŵeŶtaiƌe de cette activité 

particulière dans les tumeurs. 

Surreprésentation du motif –SP-. Le motif –SP- est le motif le plus fréquemment rencontré 

dans les identifications de phosphopeptides en grand nombre. L͛aƌtiĐle le plus sigŶifiĐatif utilise uŶ 

marquage diméthyl pour analyser une tumeur CHC et un tissus sain ; plus de 1800 phosphopeptides 

soŶt ideŶtifiĠs eŶ ϰϮ h d͛aŶalǇse et le ŵotif –SP- apparait être surreprésenté à la fois dans les 309 

peptides surexprimés et les 471 phosphopeptides sous-exprimés (Song et al., 2011). Ici, la 

surreprésentation de ce site Proline directed kinase est spécifique des phosphopeptides 

surexprimés dans les tumeurs alors que les phosphopeptides sous exprimés ne sont pas enrichis en 

ce motif. Les Cyclin dependent Kinases (CDK), les Mitogen-activated protein kinases (MAPK) et les 

Glycogen synthase kinase 3 (GSK3 A et B) sont des Proline directed kinases au speĐtƌe d͛aĐtioŶ tƌğs 

étendu. Par exemple ERK1/2 catalyse la phosphorylation de centaines de substrats dans le 

cytoplasme et le noyau et la cascade Ras-Raf-MEK-ERK participe à la régulation de nombreuses 

activités cellulaires : adhésion cellulaire, migration, différentiation, prolifération et transcription 

(Roskoski, 2012). La GSK3 est par contre spécifique de la glycogène synthase qui est inhibé après 

phosphorylation. 

 

Une analyse informatique de la littérature a proposé une liste restreinte de biomarqueurs du 

CHC. Une protéine significativement augmentée (HSP70) et 4 protéines sous-exprimées ( fructose-

1,6-bisphosphatase 1, formiminotransférase cyclodéaminase, alcool déhydrogénase et fructose-

bisphosphate aldolase B) ont été proposées comme biomarqueurs consensus (Liu et al., 2011). Ici, 

ces 5 biomarqueurs potentiels sont identifiés mais la liste de protéines candidates est étendue et 
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des sites de phosphorylation activés dans le cadre du nf-CHC sont proposés. La séquence –(S/T)P- 

qui est significativement augmentée dans les tumeurs CHC par rapport aux tissus sains fournit une 

perspective de ciblage des kinases Prolines directed dérégulées dans ce type de cancer. En 

perspective immédiate, la calnexine, la Thyroid hormone receptor-associated protein 3 et la Ras 

GTPase-activating-like protein IQGAP2 ont été choisis parmi les phosphopeptides significativement 

dérégulés dans les nf-CHC pour tenter de valider les résultats de cette approche quantitative 

globale par une analyse ciblée par spectrométrie de masse de type MRM. 
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L͛aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue est uŶe ŵĠthode de Đhoiǆ pouƌ la ƌeĐheƌĐhe de ďioŵaƌƋueuƌs. SaŶs a 

priori, elle peƌŵet d͛Ġtaďliƌ uŶ Đatalogue de pƌotĠiŶes Ƌui soŶt eǆpƌiŵĠes daŶs uŶe Đellule, uŶ tissu 

ou uŶ oƌgaŶisŵe eŶtieƌ. Cette appƌoĐhe a ĠtĠ ŵise eŶ œuǀƌe pouƌ une analyse protéomique de 

cellules coliques cancéreuses et une analyse phosphoprotéomique de biopsies hépatiques. 

L͛Ġtude de Đellules ĐoliƋues ĐaŶĐĠƌeuses tƌaŶsfoƌŵĠes paƌ le gğŶe ĐǇtosiŶe dĠsaŵiŶase et 

traitées par la prodrogue 5-fluorocytosine a été réalisée par électrophorèse bidimensionnelle des 

eǆtƌaits pƌotĠiƋues. L͛aŶalǇse d͛iŵage a peƌŵis la ƋuaŶtifiĐatioŶ de ϯϱϯ pƌotĠiŶes et isofoƌŵes, 

doŶt ϭϰ soŶt suƌeǆpƌiŵĠes et ϰ sous eǆpƌiŵĠes loƌs d͛uŶ tƌaiteŵeŶt paƌ la pƌodƌogue. Paƌŵi les 

pƌotĠiŶes doŶt l͛eǆpƌessioŶ est affeĐtĠe paƌ le tƌaiteŵeŶt, l͛HSPϵϬ pƌĠseŶte uŶ Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ 

constant, ŵais est ideŶtifiĠe sous deuǆ foƌŵes Ƌui diffğƌeŶt paƌ leuƌ pI. L͛aŶalǇse paƌ speĐtƌoŵĠtƌie 

de masse a peƌŵis d͛identifier une phosphorylation de la sérine 254 qui pourrait contribuer à la 

régression tumorale. Cette pƌeŵiğƌe Ġtude ĐoŶfiƌŵe l͛iŶtĠƌġt d͛aŶalǇseƌ les ŵodifiĐatioŶs pos-

tƌaduĐtioŶŶelles. Les ƋuaŶtitĠs gloďales d͛HSPϵϬ Ŷe ǀaƌieŶt pas eŶtƌe les ĐoŶditioŶs ĠtudiĠes, 

Seules les modifications post-traductionnelles permettent de différencier la protéine en question 

suƌ la ďase d͛uŶe pƌĠseŶĐe / aďseŶĐe de phosphoƌǇlatioŶ. 

UŶe Ġtude à ĐaƌaĐtğƌe teĐhŶiƋue a dĠfiŶi des ĐoŶditioŶs d͛eŶƌiĐhisseŵeŶt de 

phosphopeptides qui sont suffisamment robustes pour permettre une analyse quantitative 

d͛ĠĐhaŶtilloŶs. Les deuǆ Đhƌoŵatogƌaphies d͛affiŶitĠ ĐouƌaŵŵeŶt eŵploǇĠs pouƌ les aŶalǇses 

phosphoprotéomiques (IMAC et TiO2Ϳ oŶt ĠtĠ ĐoŵpaƌĠes aǀeĐ Đoŵŵe oďjeĐtif la sĠleĐtioŶ d͛uŶe 

seule teĐhŶiƋue. Les ƌĠsultats oďteŶus oŶt ĐoŶfiƌŵĠ l͛iŶtĠƌġt d͛uŶe phase TiO2 et mis en évidence 

des caractéristiques originales : (1) les colonnes IMAC utilisée avec du TFA perdent une partie du 

métal chélaté et présentent un rendement de purification limité, (ii) la chromatographie TiO2 

fonctionne suivant des modes différents en fonction de la teneur en acétonitrile du tampon. 

La tƌoisiğŵe Ġtude a ŵis eŶ œuǀƌe le pƌotoĐole de puƌifiĐatioŶ des phosphopeptides Ġtaďli 

précédemment. Le réactif iTRAQ 8Plex a été utilisé pour réaliser une analyse protéomique 

quantitative de tumeurs (biopsies de carcinomes hépatocellulaire sur foie non fibreux) par rapport 

à du tissu hépatique sain. Les protéines surexprimées dans les tumeurs sont des protéines de choc 

theƌŵiƋue, des pƌotĠiŶes liĠes à l͛ADN/A‘N ;histoŶes, protéine du splicéosome), des protéines de 

la phase 1 de la détoxification (carboxyestérase, époxide hydrolase), les protéines du cytosquelette 

(actinine, myosine, tubuline), des protéines ou enzymes anti-oxydantes (superoxide dismutase, 

thiorédoxine). Les protéines sous-exprimées sont des pƌotĠiŶes du ĐǇĐle de l͛uƌĠe, de la 

détoxification (alcool déhydrogénase) du métabolisme des sucres, des lipides et des acides aminés. 
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Dans le groupe des peptides phosphorylés, 19 phosphopeptides sont significativement surexprimés 

et 15 phosphopeptides soŶt sigŶifiĐatiǀeŵeŶt sous eǆpƌiŵĠs. L͛aŶalǇse ƋuaŶtitatiǀe du 

phosphoprotéome a également mis en évidence une surreprésentation du motif –(S/T)P- parmi les 

phosphopeptides surexprimés, indiquant une activation des proline directed kinases dans les nf-

CHC ou une inhibition des phosphatases correspondantes. Ces peptides/protéines dérégulées sont 

autant de biomarqueurs potentiels pour le carcinome hépatocellulaire. 

Valider les peptides candidats par MRM 

L͛aŶalǇse ƋuaŶtitatiǀe gloďale des biopsies hépatiques a identifié plusieurs peptides 

appartenant à des protéines significativement surexprimées ou sous-exprimées dans les tumeurs 

hĠpatiƋues. Les ĐoŶtƌôles effeĐtuĠs oŶt peƌŵis d͛ĠliŵiŶeƌ des ƌĠsultats de ƋuaŶtifiĐatioŶs 

incohérents et la classification hiérarchique des peptides a permis de grouper des peptides 

identifiant la même protéine. Cette dernière observation peut faire office de validation pour les 

peptides concernés, mais il reste une partie importante des données quantitatives qui est associée 

à des peptides isolés. La pluparts des phosphopeptides significativement sur- ou sous-exprimés 

sont dans ce cas. Pour ces peptides, une validation est nécessaire. Elle peut être réalisée par 

Western blot ou par immunohistochimie si les anticorps sont disponibles. La spectrométrie de 

masse offre également une solution par la technique MRM (Multi Reaction Monitoring). Cette 

solutioŶ a ĠtĠ Đhoisie Đoŵŵe peƌspeĐtiǀe iŵŵĠdiate à l͛aŶalǇse phosphopƌotĠoŵiƋue des ďiopsies 

hépatiques. Des peptides Aqua™ comportant des traceurs isotopiques ont été commandés. La 

quantité de peptide natif pourra aloƌs ġtƌe dĠteƌŵiŶĠe à paƌtiƌ du ƌappoƌt d͛iŶteŶsitĠ oďseƌǀĠ eŶtƌe 

le signal correspondant au peptide naturel et le signal correspondant au peptide marqué 13C 15N, 

présent en quantité connue. Les peptides sélectionnés à partir de la liste des peptides 

significativement différents dans les tumeurs sont deux peptides de calnexine (B4E2T8) : 

554SDAEEDGGTVpSQEEEDR570 et 574AEEDEILNRpSPR585, un peptide de Ras GTPase-activating-like 

protein IQGAP2 (Q13576) : 14YGpSIVDDER22 et un peptide de Thyroid hormone receptor-associated 

protein 3 (Q9Y2W1) : 292IDISPSTFR300. La validation sera réalisée à la fois pour les peptides 

phosphorylés et les peptides déphosphorylés, afin de déterminer le ratio des deux formes. 

De l’ĠĐhaŶtilloŶ ŵodğle à l’ĠĐhaŶtilloŶ ĐliŶiƋue : une frontière visible. 

EŶ ϮϬϬϴ, VilleŶ et GǇgi oŶt puďliĠ uŶ aƌtiĐle de ƌĠfĠƌeŶĐe pouƌ l͛ideŶtifiĐatioŶ des 

phosphopeptides (Villen and Gygi, 2008). A paƌtiƌ d͛uŶ foie de souƌis, ϭϬ ŵg de peptides trypsiques 
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ont été utilisés pour la purification des phoshopeptides pS et pT par SCX (11 fractions) et IMAC. 

L͛aŶalǇse paƌ LC-MS ;LTQ OƌďitƌapͿ a peƌŵis d͛ideŶtifieƌ ϰϬϯϴ phosphopeptides daŶs les ϭϮ 

fractions analysées, soit 336 phosphopeptides/h. Cette stƌatĠgie d͛aŶalǇse ƌeste aujouƌd͛hui la 

référence et fournit les idées majeures pour réussir une analyse phosphoprotéomique : (i) puisque 

les phosphopeptides correspondent à une fraction minoritaire de la population de peptides, une 

méthode de purificatioŶ spĠĐifiƋue et des ƋuaŶtitĠs iŵpoƌtaŶtes d͛ĠĐhaŶtilloŶ de dĠpaƌt soŶt 

nécessaires. (ii) pour un mélange complexe, le nombre de peptides identifié sera fonction du temps 

d͛aŶalǇse eŶ LC-MS/MS. UŶe Đhƌoŵatogƌaphie ŵultidiŵeŶsioŶŶelle peƌŵet d͛augŵeŶteƌ 

ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt la ĐapaĐitĠ de piĐ de la ŵĠthode d͛aŶalǇse. 

CepeŶdaŶt, Đette stƌatĠgie Ŷ͛est gĠŶĠƌaleŵeŶt ŵise eŶ œuǀƌe Ƌue pouƌ uŶ seul ĠĐhaŶtilloŶ. A 

ce jour, seuls Bonhomme et collaborateurs ont réussi à concilier une chromatographie SCX-IMAC et 

l͛aŶalyse de 40 échantillons (feuille de maïs), soit 400 analyses LC-MS et 3664 phosphopeptides non 

redondants identifiés (Bonhomme et al., 2012). Paƌ ĐoŶtƌe, l͛appƌoĐhe SCX-IMAC Ŷ͛a jaŵais ĠtĠ 

appliƋuĠe à des sĠƌies d͛ĠĐhaŶtilloŶs cliniques dont les quantités sont limitées. 

DaŶs le Đadƌe de la paƌtie ϰ de la thğse, la stƌatĠgie ŵise eŶ œuǀƌe a ĠtĠ diffĠƌeŶte Đaƌ 

l͛oďjeĐtif pƌiŶĐipal Ŷ͛Ġtait pas la peƌfoƌŵaŶĐe eŶ teƌŵes d͛ideŶtifiĐatioŶ, ŵais la ƌĠpĠtaďilitĠ du 

protocole pour permettƌe l͛aŶalǇse ƋuaŶtitatiǀe d͛uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe d͛ĠĐhaŶtilloŶs. Cette ĐoŶditioŶ 

a justifié de réduire le fractionnement au minimum. La chromatographie multidimensionnelle a été 

aďaŶdoŶŶĠe au pƌofit d͛uŶe siŵple puƌifiĐatioŶ des phosphopeptides paƌ Đhƌoŵatogƌaphie TiO2. 

Cet objectif une conséquence : le nombre de phosphopeptides identifié est alors réduit. Le 

deuǆiğŵe Đƌitğƌe Ƌui iŶflueŶĐe ĠgaleŵeŶt la peƌfoƌŵaŶĐe du pƌotoĐole est la ƋuaŶtitĠ d͛ĠĐhaŶtilloŶ 

de départ. Les articles qui présentent des identifications massives de phosphopeptides utilisent des 

échantillons disponibles en quantité illimitée ; souris, culture cellulaire. Ici, les quantités 

d͛ĠĐhaŶtilloŶs ĠtaieŶt Đoŵpƌises eŶtƌe ϱϬ et ϭϬϬ ŵg, soit ƋuelƋues ŵiĐƌogƌaŵŵes de 

phosphopeptides. Malgré ces liŵitatioŶs, la ŵise eŶ œuǀƌe du pƌotoĐole de puƌifiĐatioŶ suƌ du foie 

huŵaiŶ, saŶs ŵaƌƋuage iT‘AQ, a peƌŵis d͛ideŶtifieƌ ϲϭϵ phosphopeptides ŶoŶ ƌedoŶdaŶts pouƌ ϭh 

d͛aŶalǇse LC-MS, validant ainsi la capacité de la méthode à identifier des phosphopeptides en 

nombre avec une préparation minimale des échantillons. 

Avec les biopsies hépatiques, le nombre de phosphopeptides identifié a été considérablement 

réduit. Après marquage iTRAQ, 100 à 200 phosphopeptides ont été identifiés par biopsie pour une 

analyse LC-MS de Ϯh. Cette ďaisse de peƌfoƌŵaŶĐe est ĐeƌtaiŶeŵeŶt due à la ŵĠthode d͛aĐƋuisitioŶ 

utilisĠe pouƌ les ĠĐhaŶtilloŶs iT‘AQ. L͛aŶalǇse MS/MS est dĠdouďlĠe ;uŶ speĐtƌe CID et uŶ speĐtƌe 
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HCDͿ pouƌ oďteŶiƌ ƌespeĐtiǀeŵeŶt uŶ ƌĠsultat d͛ideŶtifiĐatioŶ et uŶ ƌĠsultat de quantification. Avec 

les ƌĠglages appliƋuĠs à l͛iŶstƌuŵeŶt ;LTQ-Orbitrap XL) les spectres HCD demandent 600 ms, alors 

que les spectres CID sont produits toute les 200 ms. De ce fait, moins de phosphopeptides ont été 

mesurés malgré le doublement du temps de la séparation chromatographique. Le nombre de 

peptides ideŶtifiĠs est doŶĐ liŵitĠ paƌ l͛iŶstƌuŵeŶt. Il est paƌ ĐoŶtƌe pƌoďaďle Ƌue les Ŷouǀelles 

gĠŶĠƌatioŶs d͛iŶstƌuŵeŶts Oƌďitƌap Ƌui disposeŶt d͛uŶe Đellule HCD plus peƌfoƌŵaŶte et Đapaďle de 

générer des spectres MS/MS à la fois riche en ions de séquences et en ions rapporteurs 

peƌŵettƌaieŶt d͛ideŶtifieƌ et ƋuaŶtifieƌ uŶ plus gƌaŶd Ŷoŵďƌe de phosphopeptides. UŶe alteƌŶatiǀe 

à testeƌ seƌait l͛appƌoĐhe SWATH (Gillet et al., 2012) qui permet de réaliser avec un spectromète 

hybride Q-ToF des spectres MS/MS sur tous les ions précurseurs détectés dans un intervalle 

restreint de masse (25 u). 

Analyser les peptides à phosphotyrosine 

Reprenons le fils conducteur de la publication de Villen et collaborateurs (Villen and Gygi, 

2008). Les auteurs ont dédié 90 % de leuƌ ĠĐhaŶtilloŶ pouƌ l͛aŶalǇse des peptides pY apƌğs 

iŵŵuŶopuƌifiĐatioŶ, soit ϴϬ ŵg de peptides ou eŶǀiƌoŶ ϭg d͛ĠĐhaŶtilloŶ fƌais. GƌaĐe à la spĠĐifiĐitĠ 

de la Đhƌoŵatogƌaphie d͛affiŶitĠ, ϯϴϱ phosphopeptides pY non redondants ont été identifiés alors 

que la purification SCX-IMAC Ŷ͛aǀait peƌŵis d͛ideŶtifieƌ Ƌue Ϯϲ phosphopeptides pY. 

DaŶs le Đadƌe de l͛aŶalǇse des ďiopsies, seuleŵeŶt ϱϬ à ϭϬϬ ŵg d͛ĠĐhaŶtilloŶ fƌais ĠtaieŶt 

disponibles par biopsie, soit 10 fois ŵoiŶs Ƌue les ƋuaŶtitĠs utilisĠes paƌ VilleŶ et al.. L͛aŶalǇse des 

phosphopeptides pY Ŷ͛a doŶĐ pas ĠtĠ ƌĠalisĠe, Ŷe disposaŶt pas de ƋuaŶtitĠs d͛ĠĐhaŶtilloŶ 

suffisantes. Cette limitation est un problème majeur car elle rend inaccessible une population de 

phosphopeptides impliqués dans des voies de signalisations (PI3K/Akt, MAPK, Jak/Stat, etc) 

dĠƌĠgulĠes daŶs la plupaƌt des ĐaŶĐeƌs. L͛aŶalǇse paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse Ŷ͛est peut-être pas 

daŶs Đe Đas pƌĠĐis la teĐhŶiƋue d͛aŶalǇse la plus appƌopƌiĠe pouƌ produire une analyse quantitative 

des substrats de kinases ou des kinases elles-mêmes. Les puces à protéines semblent être une 

appƌoĐhe plus effiĐaĐe pouƌ aŶalǇseƌ des sĠƌies d͛ĠĐhaŶtilloŶs ĐliŶiƋues. L͛appƌoĐhe ‘PPA ;pouƌ 

Reverse Phase Protein microArray), une version miniaturisée du dot blot, permettrait de doser des 

kiŶases suƌ des ĐeŶtaiŶes d͛ĠĐhaŶtilloŶs (Kornblau and Coombes, 2011; Malinowsky et al., 2010). 

Cette appƌoĐhe a ĠtĠ utilisĠe pouƌ l͛Ġtude de l͛eǆpƌessioŶ de pƌotĠiŶes aujouƌd͛hui iŶaĐĐessiďles paƌ 

analyse protéomique, notamment PTEN, pAKT, pS6 (un effecteur de la voie PI3K/Akt)(Calderaro et 

al., 2013). Des (phospho)-peptides de synthèses peuvent également être immobilisés sur les 
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microarray et la phosphorylation ou déphosphorylation peut être mesurée par une révélation 

spĠĐifiƋue du phosphate eŶ plus d͛uŶe dĠteĐtioŶ paƌ des aŶtiĐoƌps spĠĐifiƋues (Gao et al., 2012; 

Krishnamoorthy et al., 2013). Les puces à peptides sont maintenant commercialisées, leur mise en 

œuǀƌe Ŷe deŵaŶde pas de ŵatĠƌiel paƌtiĐulieƌ, et elles correspondent certainement à une 

teĐhŶiƋue de Đƌiďlage Ƌui ŵĠƌiteƌait d͛ġtƌe ĠǀaluĠe aǀeĐ des eǆtƌaits pƌotĠiƋues de ďiopsies 

tumorales et des tissus sains. 

Développer un approche Top-Down 

La première étude présentée dans ce manuscrit a utilisé l͛ĠleĐtƌophoƌğse ďidiŵeŶsioŶŶelle 

pour séparer les protéines, alors que la dernière étude a iŵpliƋuĠ l͛analyse d͛un mélange de 

peptides sans séparation préalable des protéines. Cette dernière approche est beaucoup plus 

effiĐaĐe eŶ teƌŵe d͛ideŶtifiĐatioŶ puisƋu͛uŶe seule iŶjeĐtioŶ peƌŵet d͛ideŶtifieƌ des ŵillieƌs ǀoiƌ des 

dizaines de milliers de peptides pour les plateformes les plus performantes (Kocher T Fau - Swart et 

al., 2011). Elle présente cepeŶdaŶt Ϯ iŶĐoŶǀĠŶieŶts ŵajeuƌs. D͛uŶe paƌt, les peptides identifiés sont 

interprétés en terme de protéines, ďieŶ Ƌu͛auĐuŶ Đƌitğƌe Ŷe peƌŵette d͛affirmer que les peptides 

identifiés soient bien le reflet de la protéine entière. D͛autƌe paƌt l͛aŶalǇse de peptides en mélange 

pƌoǀoƋue des eƌƌeuƌs daŶs l͛ideŶtifiĐatioŶ des isofoƌŵes. Cette idĠe est peu ƌĠpaŶdue ;le poiŶt de 

vue généralement admis consiste à peŶseƌ Ƌu͛uŶ peptide pƌĠseŶt uŶiƋueŵeŶt daŶs uŶe pƌotĠiŶe 

identifie uniquement cette protéine). Le retraiteŵeŶt des doŶŶĠes ƌelatiǀes à l͛HSPϵϬ ;Đhapitƌe ϮͿ 

ŵoŶtƌe Ƌue la situatioŶ peut ġtƌe plus Đoŵpleǆe. DaŶs Đet eǆeŵple, l͛aŶalǇse paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de 

masse du spot « acide » ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛HSPϵϬ a pƌoduits deuǆ ƌĠsultats ĐoŶtƌadiĐtoiƌes : (i) les 

deux isofoƌŵes HSPϵϬA et l͛HSPϵϬB oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠes daŶs Đe spot suƌ la ďases de plusieuƌs 

peptides distincts, (ii) dans ce spot, le site de phosphorylation a été identifié uniquement dans un 

peptide tƌǇpsiƋue spĠĐifiƋue de l͛HSPϵϬB. Il seŵďle pouƌtaŶt ĠǀideŶt que les deux isoformes, 

présentant le même décalage de pH et présentes dans le même spot, ont subi la même 

modification post-tƌaduĐtioŶŶelle. De plus, l͛aligŶeŵeŶt des sĠƋueŶĐes eŶtƌe les deuǆ HSP ŵoŶtƌe 

Ƌue l͛HSPϵϬA ĐoŶtieŶt les ŵġŵes sites de phosphoƌǇlatioŶ Ƌue l͛HSPϵϬB, et que seuls certains 

acides aminés, distants du site de phosphorylation, sont différents. En conclusion, lorsque la 

Đouǀeƌtuƌe de sĠƋueŶĐe des pƌotĠiŶes est iŶĐoŵplğte, l͛aďseŶĐe d͛ideŶtifiĐatioŶ d͛uŶe ŵodifiĐatioŶ 

post-traductionnelle sur une isoforme ne peut pas être interprétée si le peptide non phosphorylé 

ĐoƌƌespoŶdaŶt Ŷ͛est pas ideŶtifiĠ. 
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L͛aŶalǇse des ŵodifiĐatioŶs post-tƌaduĐtioŶŶelles paƌ l͛appƌoĐhe bottom-up est confrontée à 

uŶ deuǆiğŵe pƌoďlğŵe d͛iŶteƌpƌĠtatioŶ. Si oŶ ĐoŶsidğƌe les résultats présentés dans le chapitre 4, 

les phosphorylations identifiées par protéines sont uniques alors que les protéines en question sont 

généralement modifiées par plusieurs modifications post-traductionnelles. Par exemple 

PhoshoSitePlus (http://www.phosphosite.org/) propose 18 sites de phophorylation pour la 

calnexine (seulement 3 sites sont caractérisés par une autre technique que la spectrométrie de 

ŵasseͿ aloƌs Ƌu͛uŶe seule phosphoƌǇlatioŶ est ideŶtifiĠe daŶs les eǆtƌaits aŶalǇsĠs. Si oŶ ĐoŶsidère 

comme exacts les 3 seuls sites vérifiés, 6 combinaisons de phosphorylation sont envisageables. Par 

ailleuƌs, la ĐalŶeǆiŶe est ĠgaleŵeŶt aĐĠtǇlĠe et uďiƋuitiŶĠe. L͛iŶfoƌŵatioŶ ƌelatiǀe à la ĐoŵďiŶaisoŶ 

des PTM est perdue dans le mélange de peptides.  

Paƌ ĐoŶtƌe, l͛ĠleĐtƌophoƌğse ďidiŵeŶsioŶŶelle, ŵġŵe si elle pƌĠseŶte des liŵitatioŶs, fouƌŶit 

un élément de réponse. En effet, les modifications post-traductionnelles affectent souvent la 

migration des protéines. Dans le cadre de la première étude, les 2 spots d͛HSPϵϬ étaient acétylés 

mais un seul était à la fois acétylé et phosphorylé lors du traitement par la prodrogue. Ce niveau de 

ĐoŶŶaissaŶĐe Ŷ͛est pas aĐĐessiďle aǀeĐ l͛aŶalǇse de peptides eŶ ŵĠlaŶge ŵais il seƌait paƌ ĐoŶtƌe 

accessible avec une approche top-down utilisant une séparation des protéines et une mesure de 

ŵasse eŶtiğƌe. Cette appƌoĐhe deǀieŶt possiďle aǀeĐ l͛eǆaĐtitude et la ƌĠsolutioŶ de ĐeƌtaiŶs 

instruments (FT-ICR et Orbitrap de dernière génération) et les développements logiciels utilisés 

pouƌ l͛ideŶtifiĐatioŶ à paƌtiƌ des fƌagŵeŶtatioŶs de pƌotĠiŶes eŶtiğƌes ;PƌosigthPTM, 

https://prosightptm.northwestern.edu/) (Malinowsky et al., 2010). Cette autre approche de la 

protéomique est maintenant accessible avec des instruments commerciaux de série. Récemment, 

une approche top-down a identifié 1220 protĠiŶes à paƌtiƌ d͛uŶe ligŶĠe Đellulaiƌe HϭϮϵϵ 

(Catherman et al., 2013). La Đhƌoŵatogƌaphie d͛affiŶitĠ TiO2 de protéines entières pour une 

approche top-down du phosphoprotéome serait un développement méthodologique original. 

  



- 169 - 

  



- 170 - 

AŶŶeǆes 

1. Fraction peptides totaux 

Ratios d’eǆpƌessioŶ pour les tumeurs (série 1 à 3) et les non-tumeurs (série 4). (En rouge : 

ratio >2, en vert : ratio <0.5) 

 

Acc. Name Peptide 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6

P02452 Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sadGEAGAQGPpGPAGPAGER 1.5 1.8 0.6 1.0 0.6 5.0 0.3 0.4 0.4 1.1 0.5 0.3 0.5 0.4 0.5 0.9 0.6 2.9 1.4 1.2 0.8 2.6 0.7 1.0

P02452 Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sadGLnGLpGPIGppGPR 1.2 1.3 0.7 1.0 0.7 4.0 0.7 1.0 0.9 1.4 0.8 1.3 0.9 0.8 0.7 1.0 0.8 2.0 0.8 0.9 0.8 1.4 0.8 0.9

P02452 Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sagAnGApGIAGApGFpGAR 1.0 1.0 0.7 0.9 0.6 2.6 0.5 0.6 0.6 1.0 0.7 0.7 0.7 0.7 0.6 0.9 0.8 1.9 0.9 1.0 0.9 1.3 0.8 1.0

P02452 Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sagESGPSGPAGPTGAR 1.5 1.7 0.3 0.8 0.3 6.1 0.1 0.3 0.3 1.0 0.3 0.2 0.5 0.4 0.4 0.8 0.6 1.8 0.8 1.0 0.6 2.4 0.5 0.9

P02452 Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sagFpGADGVAGPk 1.1 0.9 0.9 0.9 0.8 1.8 0.3 0.3 0.4 0.9 0.4 0.4 1.5 1.2 1.1 1.6 1.1 1.6 1.0 0.8 0.6 1.8 0.6 0.9

P02452 Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sagFpGLpGPSGEpGk 1.1 0.8 1.2 0.9 0.8 1.7 0.5 0.6 0.6 1.1 0.6 0.6 0.5 0.6 0.5 0.7 0.7 1.9 1.1 1.0 0.8 1.4 0.7 1.0

P02452 Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sagLTGSpGSpGPDGk 1.3 0.9 0.2 0.8 0.2 5.1 0.2 0.2 0.2 0.9 0.3 0.3 0.3 0.1 0.2 0.6 0.4 2.3 1.1 0.8 0.6 1.7 0.6 0.9

P02452 Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sagSAGPpGATGFpGAAGR 1.2 1.5 0.6 0.9 0.6 3.6 0.4 0.5 0.5 1.3 0.6 0.6 0.5 0.4 0.5 0.8 0.6 2.3 1.0 0.9 0.6 2.0 0.7 0.9

P02452 Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sagVpGpPGAVGPAGk 1.0 0.9 0.8 1.0 0.8 1.7 0.3 0.3 0.4 1.0 0.5 0.4 0.7 0.5 0.6 0.9 0.8 1.9 1.2 1.1 1.0 1.4 1.1 1.0

P02452 Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sagVQGPpGPAGPR 1.2 1.3 0.4 0.8 0.4 4.7 0.4 0.5 0.5 1.1 0.4 0.5 0.3 0.2 0.3 0.6 0.4 2.1 1.0 0.8 0.6 1.9 0.5 0.8

P02452 Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sagVVGLpGQR 1.2 1.2 0.4 0.8 0.5 3.9 0.5 0.6 0.4 1.1 0.9 0.6 0.5 0.5 0.7 1.0 0.7 1.2 0.9 1.0 0.8 1.1 1.0 0.9

P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homo saeFTPPVQAAYQk 1.0 0.8 1.0 1.1 1.2 0.6 0.6 0.9 0.5 0.8 0.8 1.4 2.2 2.1 0.8 0.7 0.6 0.7 1.2 1.0 1.0 1.2 0.8 1.0

P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homo saeFTPPVqAAYQk 1.0 1.0 1.1 1.1 1.0 0.7 0.6 1.0 0.6 0.8 0.7 1.6 2.2 2.2 0.9 0.7 0.6 0.7 1.0 1.0 1.0 1.2 0.7 0.9

P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homo safFESFGDLSTPDAVMGNPk 1.0 0.7 0.6 1.1 0.8 0.8 0.5 1.2 0.5 0.7 0.6 1.7 2.0 2.4 0.9 0.7 0.7 0.6 1.6 1.2 1.4 0.8 0.6 0.9

P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homo safFESFGDLSTPDAVmGNPk 0.8 0.9 0.7 0.8 0.8 0.7 0.6 0.6 0.7 0.6 0.6 0.9 1.6 1.7 0.8 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.8 0.5 0.4 0.5

P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homo sagTFATLSELHcDk 0.2 0.2 0.2 0.7 0.2 0.1 0.6 0.4 0.2 0.2 0.6 0.3 0.2 0.2 0.2 0.1 0.5 0.1 1.1 1.2 0.9 1.2 0.9 1.0

P68871;P02042Hemoglobin subunit beta OS=Homo salHVDPENFR 0.5 0.6 0.4 1.1 0.5 0.7 0.4 0.8 0.2 0.5 0.5 1.1 2.0 2.0 0.5 0.3 0.5 0.4 1.0 1.2 1.0 1.1 0.7 1.0

P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homo salLGNVLVcVLAHHFGk 0.4 0.5 0.3 0.5 0.4 0.2 0.5 0.4 0.2 0.2 0.4 0.3 0.5 0.6 0.2 0.3 0.5 0.2 0.8 0.9 0.5 0.8 0.7 0.9

P68871;P02042Hemoglobin subunit beta OS=Homo salLVVYPWTQR 0.8 0.6 0.5 1.2 0.6 0.9 0.5 1.3 0.5 0.8 0.5 1.8 3.2 3.7 0.7 0.7 0.6 0.6 1.1 1.0 1.0 1.3 0.6 1.1

P68871;P02042Hemoglobin subunit beta OS=Homo salLVVYPWTqR 0.7 0.5 0.4 1.0 0.5 0.8 0.5 1.1 0.4 0.7 0.5 1.7 2.5 2.9 0.7 0.5 0.5 0.4 1.1 1.3 1.0 1.5 0.7 1.0

P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homo sasAVTALWGk 0.9 0.6 0.5 1.0 0.6 0.8 0.4 1.0 0.4 0.6 0.4 1.7 3.1 3.2 0.7 0.5 0.5 0.4 1.0 1.1 0.8 1.1 0.7 0.9

P68871;P02042Hemoglobin subunit beta OS=Homo savLGAFSDGLAHLDNLk 0.7 0.6 0.5 1.0 0.7 0.7 0.4 1.0 0.4 0.6 0.5 1.6 2.6 3.0 0.7 0.6 0.6 0.4 1.0 1.2 0.7 1.1 0.7 0.9

P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homo savNVDEVGGEALGR 0.9 1.0 0.5 1.0 0.6 0.9 0.5 1.1 0.5 0.7 0.5 1.7 3.0 3.5 0.7 0.5 0.5 0.4 0.9 1.2 0.9 1.1 0.6 0.8

P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homo savnVDEVGGEALGR 0.8 0.9 0.6 1.0 0.7 0.9 0.7 1.2 0.8 0.9 0.8 1.7 2.4 2.7 1.1 0.8 0.8 0.8 1.0 1.1 1.1 1.0 0.9 1.0

P68871;P02042Hemoglobin subunit beta OS=Homo savVAGVANALAHk 0.7 0.5 0.4 0.8 0.6 0.6 0.4 0.9 0.4 0.5 0.4 1.4 2.3 2.4 0.6 0.5 0.5 0.4 1.0 1.1 0.8 0.9 0.6 0.9

P68871;P02042Hemoglobin subunit beta OS=Homo savVAGVAnALAHk 0.9 1.0 0.6 1.1 0.8 0.8 0.7 1.3 0.8 1.0 0.8 1.9 2.6 2.6 0.9 0.8 0.7 0.8 0.8 1.3 1.2 1.1 0.9 0.9

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammoaADTIGYPVMIR 1.2 1.0 1.3 0.9 1.4 0.5 0.9 1.1 0.9 1.1 1.2 1.0 0.5 0.6 0.6 1.2 0.9 0.7 1.1 1.1 1.3 1.0 1.1 1.2

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammoaFAISGPFNVQFLVk xxx 1.5 1.0 0.8 1.1 xxx 0.6 0.7 0.3 0.8 1.2 0.4 xxx xxx xxx 0.9 0.6 0.6 1.1 1.0 0.9 0.8 1.2 1.5

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammoaVNTLNEALEFAk 0.5 0.3 0.4 0.6 0.5 0.2 0.6 0.6 0.2 0.7 1.3 0.4 0.1 0.1 0.3 1.0 0.7 0.1 0.9 0.8 0.9 0.7 1.2 1.3

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammoeIGFSDk 1.0 1.2 1.0 0.9 1.1 0.6 1.4 1.7 2.0 1.2 1.3 1.4 1.4 1.1 1.4 1.3 0.9 1.4 1.0 1.2 1.1 1.0 1.0 1.1

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammofLEEATR 1.2 1.3 1.0 0.7 1.4 0.3 0.5 1.0 0.3 0.7 1.2 0.6 0.4 0.4 0.4 1.2 0.7 0.3 0.9 1.1 0.9 0.8 1.1 1.2

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammofLGVAEQLHNEGFk 1.1 1.0 1.0 0.6 1.3 0.2 1.0 0.9 0.5 0.6 1.2 0.7 0.2 0.2 0.3 1.0 0.7 0.3 0.9 0.9 0.8 0.6 1.1 1.1

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammofVHDNYVIR 0.9 0.8 1.0 0.8 1.0 0.6 1.0 1.2 1.1 1.1 1.5 1.0 0.6 4.2 0.8 1.4 0.7 0.8 1.2 1.2 1.1 1.2 1.2 1.3

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammogILIGIQQSFRPR 0.9 0.9 0.7 0.9 0.7 0.3 0.7 0.6 0.4 0.8 1.2 0.6 0.7 0.3 0.4 0.9 0.7 0.4 1.4 1.2 0.9 1.1 1.1 1.4

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammogNDVLVIEcNLR 1.0 1.0 1.2 0.8 1.0 0.5 1.3 0.8 1.1 0.7 1.6 0.8 0.6 0.6 0.6 0.9 1.0 0.6 1.0 1.0 1.0 0.8 1.0 1.0

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammogQNQPVLNITNk 0.6 0.4 0.9 0.9 0.9 0.6 0.8 1.2 0.6 1.1 1.7 0.7 0.6 0.7 0.6 1.0 0.8 1.4 0.9 0.8 1.0 0.9 1.2 1.2

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammoiALGIPLPEIk 1.1 1.1 1.0 0.7 1.2 0.4 0.5 0.8 0.3 0.7 1.3 0.5 0.3 0.2 0.4 1.1 0.7 0.3 1.0 1.0 0.8 0.7 1.2 1.4

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammoiAPSFAVESIEDALk 0.9 1.0 1.4 1.1 1.4 0.4 0.5 0.8 0.2 0.7 1.2 0.6 0.3 0.3 0.4 1.6 0.7 0.2 0.9 0.8 0.9 0.8 1.2 1.3

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammoiEFEGQPVDFVDPNk 1.2 1.3 1.2 1.1 1.2 0.7 0.6 0.9 0.3 0.8 1.3 0.5 0.3 0.2 0.4 1.2 0.8 0.3 0.9 0.9 1.0 0.8 1.2 1.2

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammoiMGTSPLQIDR 1.2 1.1 1.2 0.9 1.2 0.6 0.8 1.1 0.6 1.1 1.3 0.8 0.6 0.5 0.7 1.2 1.0 0.6 1.2 1.2 1.3 0.7 1.2 1.1

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammolYFEELSLER 0.7 0.7 0.7 0.8 0.8 0.4 0.8 0.8 0.4 0.5 1.2 0.6 0.7 0.8 0.4 0.6 0.8 0.4 0.9 1.3 1.1 1.2 1.0 1.2

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammosAYALGGLGSGIcPNR 0.6 0.7 0.6 0.8 0.6 0.5 0.7 0.5 0.6 0.7 1.5 0.6 0.3 0.3 0.5 0.5 0.7 0.3 1.0 1.1 1.1 0.9 1.4 1.3

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammosIFSAVLDELk 1.0 1.4 0.9 0.7 1.2 0.4 0.5 0.8 0.2 0.8 0.9 0.4 0.2 0.1 0.2 1.1 0.5 0.2 0.7 0.7 1.7 0.9 0.9 1.0

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammosLGQWLQEEk 1.1 1.1 1.2 1.2 1.2 0.5 0.7 1.0 0.4 0.8 1.4 0.7 1.2 1.6 1.4 1.7 0.9 1.0 0.8 1.0 1.0 0.8 1.2 1.0

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammotAVDSGIPLLTNFQVTk 1.1 0.9 0.9 0.9 1.2 0.7 1.1 1.3 1.7 1.2 2.2 1.9 0.5 0.6 0.6 0.9 0.8 0.4 0.9 0.9 0.9 0.7 1.3 1.2

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammotLGVDFIDVATk 1.1 1.1 1.0 0.7 1.3 0.4 0.6 0.9 0.7 0.9 1.1 0.6 0.3 0.3 0.4 1.1 0.7 0.3 0.9 1.0 1.2 0.9 1.1 1.1

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammovLGTSVESIMATEDR 1.4 1.5 2.1 0.8 1.2 0.5 1.0 1.7 2.1 0.7 1.2 1.3 0.8 0.4 1.1 1.1 0.8 0.8 1.2 1.2 1.4 0.7 1.0 1.1

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammovSGLLVLDYSk 1.2 1.2 0.8 1.0 1.0 0.5 0.8 1.0 0.5 0.8 1.4 0.6 0.5 0.5 0.6 1.1 0.8 0.5 1.0 1.1 1.1 0.9 1.1 1.2

P31327 Carbamoyl-phosphate synthase [ammovSQEHPVVLTk 1.4 1.3 1.3 1.2 1.5 0.8 0.9 1.3 0.7 1.0 1.5 0.8 0.6 0.7 1.1 1.2 1.0 0.8 0.9 1.0 0.9 1.0 1.1 1.2

P08123 Collagen alpha-2(I) chain OS=Homo sagAAGLpGVAGApGLpGPR 1.2 1.0 0.7 0.9 0.7 2.7 0.6 0.8 0.7 1.1 0.7 0.8 1.0 1.1 0.8 1.0 0.7 1.9 1.0 1.0 0.8 1.6 0.8 0.8

P08123 Collagen alpha-2(I) chain OS=Homo sagApGAVGApGPAGATGDR 1.3 1.3 0.5 0.9 0.5 4.1 0.2 0.2 0.2 0.7 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.5 0.4 1.7 1.1 0.9 0.5 1.9 0.6 0.8

P08123 Collagen alpha-2(I) chain OS=Homo sagEAGAAGPAGPAGPR 1.1 1.8 0.8 1.0 0.6 4.1 0.2 0.3 0.3 0.9 0.3 0.4 0.7 0.9 0.7 0.8 0.6 2.0 1.0 0.9 0.6 2.1 0.5 1.0

P08123 Collagen alpha-2(I) chain OS=Homo sagEpGApGEnGTpGQTGAR 2.6 3.1 0.6 2.0 0.6 11.2 0.5 0.9 0.7 3.7 0.9 0.8 0.9 0.3 0.7 2.2 1.4 8.3 0.9 1.8 1.2 0.9 0.9 1.1

P08123 Collagen alpha-2(I) chain OS=Homo sagETGPSGPVGPAGAVGPR 1.2 1.0 0.6 0.8 0.6 2.9 0.3 0.3 0.4 0.9 0.4 0.4 0.4 0.3 0.3 0.7 0.4 1.9 1.0 0.9 0.6 1.8 0.7 0.9

P08123 Collagen alpha-2(I) chain OS=Homo sagIpGPVGAAGATGAR 1.1 1.0 0.6 0.9 0.5 3.5 0.6 0.8 1.0 1.3 0.8 0.6 0.5 0.6 0.8 0.7 0.7 1.9 1.0 0.9 0.7 1.8 0.7 1.0

P08123 Collagen alpha-2(I) chain OS=Homo sagLHGEFGLpGPAGPR 0.9 1.1 1.0 0.9 1.1 0.7 1.5 1.5 1.4 1.4 1.5 1.5 1.0 1.5 1.0 1.3 0.8 1.3 0.8 1.0 0.7 0.7 0.8 0.8

P08123 Collagen alpha-2(I) chain OS=Homo satGHpGTVGPAGIR 1.3 4.3 0.9 1.1 0.7 4.5 1.5 2.3 2.2 2.7 1.7 2.3 1.3 1.7 1.1 1.2 0.8 2.4 1.1 1.0 0.6 2.1 0.6 0.9

P02461 Collagen alpha-1(III) chain OS=Homo sdGNpGSDGLpGR 1.7 1.7 0.2 0.6 0.2 4.5 0.3 0.5 0.4 1.0 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3 0.6 0.5 1.7 1.6 1.2 0.7 2.0 0.7 0.9

P02461 Collagen alpha-1(III) chain OS=Homo sgESGPAGPAGApGPAGSR 1.3 1.6 0.5 0.7 0.4 3.4 0.5 0.6 0.7 1.1 0.6 0.6 0.5 0.6 0.5 0.7 0.6 1.6 1.3 1.0 0.7 1.8 0.5 0.8

P02461 Collagen alpha-1(III) chain OS=Homo sgEVGPAGSpGSnGApGQR 1.4 1.8 0.6 0.8 0.5 3.6 0.2 0.3 0.4 1.4 0.4 0.2 0.3 0.2 0.2 0.7 0.4 2.0 1.7 1.1 0.6 2.4 0.6 1.1

P02461 Collagen alpha-1(III) chain OS=Homo sgPpGPAGAnGApGLR 1.3 1.3 0.6 0.9 0.6 2.8 0.5 0.5 0.7 1.3 0.6 0.5 0.5 2.1 0.5 0.8 0.7 1.9 1.3 1.1 0.8 1.8 0.7 0.9

P02461 Collagen alpha-1(III) chain OS=Homo sgRpGLpGAAGAR 1.2 1.7 0.2 0.4 0.2 2.4 0.6 0.9 0.8 1.0 0.8 0.6 0.1 0.1 0.1 0.3 0.3 0.8 1.5 1.1 0.7 1.5 0.6 0.8

P02461 Collagen alpha-1(III) chain OS=Homo sgSpGGpGAAGFpGAR 1.3 1.3 0.2 0.5 0.1 3.7 0.2 0.2 0.3 0.7 0.3 0.2 0.3 0.2 0.2 0.5 0.4 1.2 1.4 1.1 0.7 1.7 0.6 0.8

P02042 Hemoglobin subunit delta OS=Homo savNVDAVGGEALGR 1.1 1.0 0.8 1.1 1.0 1.1 0.6 1.1 0.6 0.9 0.6 1.7 2.4 2.2 0.7 0.7 0.6 0.5 1.2 1.2 1.1 1.2 0.7 1.0

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNaEFAEVSk 1.0 0.8 1.4 1.4 1.1 1.3 0.9 1.6 1.2 1.6 1.6 2.0 1.5 2.3 0.9 1.2 1.4 1.8 0.9 1.1 1.0 1.3 1.1 1.1

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNaVMDDFAAFVEk 0.9 0.9 1.2 1.1 1.1 0.9 0.9 1.1 0.6 1.1 1.7 1.1 0.9 1.6 0.7 0.9 1.4 1.3 1.5 1.1 1.8 1.2 1.2 1.4

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNdDNPNLPR 1.0 0.9 1.6 1.7 1.2 2.0 0.9 1.9 1.2 1.7 1.4 1.8 1.5 2.7 1.0 1.2 1.3 2.1 0.8 0.9 1.1 1.1 0.9 0.8

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNdDnPNLPR 1.2 1.6 1.3 1.3 1.2 1.6 0.8 1.9 1.2 1.5 1.2 1.7 1.3 2.2 1.1 0.9 0.8 1.2 0.8 1.6 1.0 1.0 0.8 0.8

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNdLGEENFk 0.9 0.9 1.2 1.4 1.1 1.1 0.8 1.2 0.7 1.0 1.4 1.2 0.7 0.8 0.7 0.9 1.1 1.0 0.8 0.9 0.8 1.2 1.0 1.0

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNhPDYSVVLLLR 1.2 1.4 1.7 1.6 1.2 0.5 1.1 0.8 0.9 0.7 0.9 1.2 1.0 1.8 1.0 1.5 1.1 1.2 0.9 1.2 1.0 1.5 0.7 1.0

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNlVAASQAALGL 0.8 0.9 1.4 1.4 1.2 1.6 0.9 2.2 0.8 1.4 1.3 1.8 1.7 1.9 0.9 1.3 1.3 1.9 0.7 1.0 0.9 0.9 0.8 0.8

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNlVAASqAALGL 0.9 0.6 1.3 1.5 1.2 1.8 0.7 1.9 0.9 1.5 1.4 2.0 1.5 1.7 0.9 1.4 1.2 1.9 0.9 1.4 1.0 1.2 1.1 1.0

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNlVNEVTEFAk 1.0 0.9 1.5 1.4 1.1 1.7 1.0 1.5 0.9 1.4 1.4 1.6 1.4 2.4 0.8 1.2 1.3 1.8 0.8 1.0 0.9 1.2 0.9 1.0

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNlVnEVTEFAk 1.0 0.9 2.2 0.9 2.0 0.4 0.9 1.0 0.8 1.7 1.2 1.0 1.1 1.4 3.5 1.1 4.7 1.2 1.1 1.1 1.2 1.2 1.1 1.1

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNrPcFSALEVDETYVPk 0.9 0.9 0.8 0.9 0.8 0.8 0.8 0.6 0.4 0.5 1.4 0.6 0.5 0.5 0.5 0.6 1.2 0.8 1.0 1.0 1.0 1.2 1.0 1.1

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNtcVADESAENcDk 0.8 0.8 0.7 1.0 0.9 0.8 0.9 0.2 0.1 0.2 1.7 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 1.5 0.2 1.0 1.0 1.0 1.1 1.3 1.0

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GNyIcENQDSISSk 0.8 1.0 0.9 1.0 1.0 0.7 0.8 0.3 0.2 0.2 1.8 0.2 0.3 0.3 0.3 0.4 1.5 0.4 1.0 1.1 1.1 1.3 1.2 1.2

F5HB16 Alcohol dehydrogenase 1B OS=Homo aAVLWEVk 0.8 0.9 0.6 0.7 0.6 0.4 0.5 0.6 0.4 0.2 0.3 0.5 0.4 0.2 0.7 0.4 1.0 0.2 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 1.1

P07327;F5HB16Alcohol dehydrogenase 1A OS=Homo eLGATEcINPQDYk 0.7 0.7 0.6 0.7 0.6 0.5 0.7 0.3 0.3 0.3 0.4 0.3 0.3 0.3 0.4 0.3 1.0 0.4 1.0 0.9 1.1 1.1 1.2 1.0

P07327;F5HB16Alcohol dehydrogenase 1A OS=Homo fSLDALITHVLPFEk 0.7 0.9 0.2 0.3 0.2 0.2 0.5 0.6 0.3 0.1 0.2 0.4 0.5 0.2 0.3 0.5 0.6 0.1 0.8 1.0 2.3 1.3 0.9 1.0

P07327;F5HB16Alcohol dehydrogenase 1A OS=Homo iDAASPLEk 0.8 0.7 0.4 0.4 0.4 0.3 1.0 1.7 1.4 0.9 1.0 2.1 0.4 0.2 0.6 0.5 0.8 0.2 0.8 0.8 0.9 0.9 1.0 0.9

P07327;F5HB16Alcohol dehydrogenase 1A OS=Homo iIAVDINk 1.1 1.0 0.4 0.4 0.4 0.3 0.6 0.8 0.6 0.2 0.4 0.6 0.5 0.2 0.8 0.7 0.9 0.3 0.8 0.9 1.0 0.9 1.0 1.0

P07327;F5HB16Alcohol dehydrogenase 1A OS=Homo iNEGFDLLHSGk 1.0 0.7 0.2 0.3 0.2 0.1 0.5 0.9 0.6 0.3 0.5 0.7 0.6 0.3 0.8 0.7 0.8 0.3 0.9 0.9 1.0 0.9 1.1 1.0

P07327;F5HB16Alcohol dehydrogenase 1A OS=Homo lVADFMAk 1.6 1.9 0.6 0.5 0.6 0.3 0.8 0.8 0.7 0.4 0.5 0.6 0.5 0.3 0.8 0.7 1.0 0.4 1.4 0.9 1.5 0.9 1.1 1.2

P07327;F5HB16Alcohol dehydrogenase 1A OS=Homo vcLIGcGFSTGYGSAVNVAk 0.7 0.9 0.7 0.6 0.7 0.5 0.7 0.7 0.6 0.6 0.6 0.6 0.5 0.6 0.5 0.4 0.8 0.5 1.2 0.9 1.1 0.9 1.3 1.2

F5HB16;P00326Alcohol dehydrogenase 1B OS=Homo vIPLFTPQcGk 0.7 1.0 0.7 0.5 0.6 0.4 0.7 0.2 0.2 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 0.5 0.3 0.9 0.1 1.0 1.0 1.1 1.0 1.1 1.0

F5HB16;P00326Alcohol dehydrogenase 1B OS=Homo vIPLFTPqcGk 0.4 0.3 0.5 0.7 0.7 0.1 1.0 0.6 0.6 0.5 0.7 0.5 0.5 0.6 0.9 0.5 0.9 0.6 1.3 1.1 1.4 1.1 1.4 1.5

P05062 Fructose-bisphosphate aldolase B OS=aLQASALAAWGGk 0.9 2.2 1.2 1.3 1.1 1.0 1.3 0.6 0.5 0.7 0.7 0.5 0.4 0.3 0.4 0.7 0.9 0.5 0.9 0.8 1.0 0.8 1.1 1.2

P05062 Fructose-bisphosphate aldolase B OS=eLSEIAQSIVANGk 0.9 1.0 0.7 0.5 0.6 0.4 1.2 0.5 0.5 0.7 0.7 0.5 0.4 0.4 0.5 0.7 0.9 0.4 1.3 0.9 1.1 1.1 1.1 1.4

P05062 Fructose-bisphosphate aldolase B OS=eLSEIAQSIVAnGk 1.1 1.0 0.9 0.8 0.9 0.4 1.1 0.7 0.7 1.0 0.9 0.7 0.5 0.5 0.5 1.0 0.9 0.6 1.0 0.9 1.4 1.1 1.1 1.1

P05062 Fructose-bisphosphate aldolase B OS=eTTIQGLDGLSER 1.1 1.3 0.8 0.4 0.6 0.3 1.4 0.7 0.7 0.9 0.8 0.6 0.4 0.5 0.6 0.9 1.0 0.6 0.9 0.9 1.1 0.9 1.0 1.2

P05062 Fructose-bisphosphate aldolase B OS=eTTIqGLDGLSER 1.0 1.1 0.9 0.7 0.8 0.5 1.2 0.7 0.7 1.2 0.9 0.6 0.6 0.6 0.7 1.1 1.1 1.0 0.9 0.9 1.1 0.9 1.1 1.1

P05062 Fructose-bisphosphate aldolase B OS=fPALTQEQk 0.9 1.1 0.9 0.6 0.9 0.4 1.5 2.6 1.9 2.5 1.7 1.8 1.5 1.4 1.4 1.0 1.3 1.3 1.1 1.0 1.5 0.9 0.9 1.2

P05062 Fructose-bisphosphate aldolase B OS=gILAADESVGTMGNR 1.1 1.1 1.0 0.8 1.1 0.6 1.4 0.5 0.8 0.8 0.8 0.7 0.6 0.5 0.7 0.8 0.8 0.7 1.2 0.9 1.6 0.9 1.1 1.2

P05062 Fructose-bisphosphate aldolase B OS=iADQcPSSLAIQENANALAR 1.1 1.4 1.1 1.0 0.9 0.8 1.4 0.5 0.5 0.6 0.8 0.6 0.3 0.4 0.3 0.4 0.9 0.4 0.9 0.8 1.1 0.8 1.1 1.1

P05062 Fructose-bisphosphate aldolase B OS=yTPEQVAMATVTALHR 0.9 1.0 1.2 1.1 0.8 0.3 1.6 1.0 0.9 0.9 1.3 0.8 0.6 0.6 2.8 1.2 0.9 0.8 1.1 1.2 1.1 1.1 1.1 1.1

P07327;P00326Alcohol dehydrogenase 1A OS=Homo aAVLWELk 0.8 0.4 0.2 0.3 0.2 0.1 1.2 0.7 0.7 0.4 0.8 0.3 0.3 0.2 0.4 0.6 0.7 0.4 1.2 1.0 1.3 1.1 1.2 1.0

P21549 Serine--pyruvate aminotransferase OS=eSLALIAEQGLENSWR 1.2 1.2 1.8 1.7 1.7 0.6 2.7 1.0 1.6 1.2 2.1 1.1 1.1 0.7 0.7 1.2 1.0 1.1 1.3 0.7 1.0 0.8 1.2 0.8
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P21549 Serine--pyruvate aminotransferase OS=eSLALIAEqGLENSWR 1.4 1.1 0.9 1.2 0.8 0.7 2.0 1.0 1.1 1.0 1.8 1.4 1.1 0.7 0.8 1.0 1.1 0.9 1.2 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9

P21549 Serine--pyruvate aminotransferase OS=lPTVTTVAVPAGYDWR 0.7 0.7 1.5 0.8 1.0 0.3 2.0 0.5 0.9 0.6 1.7 0.7 0.8 0.4 0.4 1.1 1.0 1.0 1.5 0.9 1.1 0.8 1.2 0.9

P21549 Serine--pyruvate aminotransferase OS=lQALGLQLFVk 0.9 2.1 1.3 1.2 1.3 0.5 2.5 0.6 0.9 1.0 1.9 0.7 1.2 1.1 0.7 0.9 1.1 2.0 1.4 1.0 0.9 0.7 1.1 0.9

F5H0N0 Actin, cytoplasmic 2, N-terminally procaGFAGDDAPR 0.9 0.9 0.9 1.0 0.8 1.9 1.3 1.2 1.2 2.1 1.6 0.9 0.7 1.0 0.7 1.4 1.0 2.9 1.1 1.0 1.0 0.9 1.2 1.0

F5H0N0 Actin, cytoplasmic 2, N-terminally procdSYVGDEAQSk 1.3 1.1 1.2 1.3 1.0 2.7 1.2 1.3 1.7 2.0 1.1 1.2 0.9 0.9 0.9 1.6 1.0 2.8 1.0 0.8 1.0 1.1 1.2 1.1

F5H0N0 Actin, cytoplasmic 2, N-terminally procsYELPDGQVITIGNER 1.0 1.1 1.0 1.2 0.9 1.9 1.4 1.3 1.4 2.4 1.7 1.0 0.9 1.2 0.8 1.7 1.2 2.6 1.0 1.0 1.1 1.0 1.2 1.0

F5H0N0 Actin, cytoplasmic 2, N-terminally procsYELPDGQVITIGnER 0.8 1.1 1.0 1.2 0.9 1.5 1.2 1.2 1.1 2.1 1.3 1.0 1.0 1.2 0.8 1.7 1.1 2.4 1.0 1.0 1.0 1.1 1.1 1.1

F5H0N0 Actin, cytoplasmic 2, N-terminally procvAPEEHPVLLTEAPLNPk 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 1.6 1.1 1.1 2.0 1.6 0.8 0.8 1.0 0.9 1.3 1.2 2.0 1.1 0.9 1.0 0.8 1.2 1.1

P09210 Glutathione S-transferase A2 OS=HomaILNYIASk 0.7 0.3 0.7 0.7 1.1 0.2 1.3 0.5 0.7 0.3 0.6 0.3 0.2 0.4 0.6 0.5 1.5 0.4 1.3 0.8 1.1 0.9 1.3 1.0

P09210 Glutathione S-transferase A2 OS=HomfLQPGSPR 1.0 1.0 1.2 1.0 1.9 0.3 1.4 1.0 1.4 0.7 1.2 0.8 0.4 0.5 0.8 0.7 1.5 0.6 1.0 1.0 0.9 0.8 1.1 0.8

P09210 Glutathione S-transferase A2 OS=HomiSNLPTVk 1.1 1.2 1.0 0.9 1.7 0.3 1.3 0.6 0.8 0.2 0.5 0.1 0.5 0.6 0.7 0.7 1.6 0.6 1.1 0.9 0.9 0.8 1.2 0.9

P09210 Glutathione S-transferase A2 OS=HomsHGQDYLVGNk 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 0.6 1.2 0.7 1.0 0.5 0.7 0.4 0.3 0.4 0.9 0.8 1.4 0.6 1.1 0.8 0.9 1.0 1.1 1.0

P09210 Glutathione S-transferase A2 OS=HomwLLAAAGVEFEEk 0.9 1.8 1.2 1.0 1.7 0.6 1.4 1.1 1.3 0.7 0.7 0.5 0.4 0.5 0.6 0.8 0.9 0.8 0.9 0.7 1.4 1.1 1.0 0.8

P09210 Glutathione S-transferase A2 OS=HomyFPAFEk 1.0 0.7 1.1 1.0 2.2 0.1 1.4 0.6 0.9 0.2 0.5 0.1 0.2 0.3 0.7 0.7 1.8 0.5 1.3 0.9 1.1 1.1 1.5 1.2

E9PAU8 Liver carboxylesterase 1 OS=Homo saaISESGVALTSVLVk 1.3 1.3 1.0 0.6 0.6 0.6 1.5 1.2 2.2 0.6 0.6 1.6 1.8 0.6 3.3 1.3 1.1 1.6 0.8 1.0 0.9 1.0 1.1 1.1

E9PAU8 Liver carboxylesterase 1 OS=Homo saeSQPLLGTVIDGMLLLk 1.5 1.0 1.8 0.9 0.9 0.5 1.8 2.8 4.4 1.4 1.4 2.7 1.3 0.8 2.5 1.5 1.3 1.4 0.9 0.9 1.5 0.9 1.0 1.1

E9PAU8 Liver carboxylesterase 1 OS=Homo saeSQPLLGTVIDGmLLLk xxx xxx 1.7 1.1 1.3 xxx 1.0 1.2 2.8 xxx 0.8 1.9 2.5 xxx 3.4 1.4 1.6 1.8 0.7 0.5 0.8 0.6 0.7 0.8

E9PAU8 Liver carboxylesterase 1 OS=Homo saeVAFWTNLFAk 1.3 0.9 2.0 0.5 0.7 0.4 2.0 1.9 4.2 0.7 1.2 2.3 1.2 0.5 2.3 0.9 1.1 1.1 0.7 1.2 1.4 1.5 0.9 0.8

E9PAU8 Liver carboxylesterase 1 OS=Homo safTPPQPAEPWSFVk 1.0 0.6 1.1 0.7 0.8 0.5 0.7 1.7 3.2 1.1 1.0 1.9 1.6 1.2 3.1 1.1 1.2 1.2 0.8 1.1 1.2 1.0 1.2 1.2

E9PAU8 Liver carboxylesterase 1 OS=Homo safTPPqPAEPWSFVk 0.9 0.7 1.0 1.1 0.9 0.7 0.6 1.6 3.5 0.9 0.9 2.3 1.4 1.4 1.9 1.7 1.3 1.5 0.9 1.0 1.1 0.8 1.2 1.3

E9PAU8 Liver carboxylesterase 1 OS=Homo sagNWGHLDQVAALR 1.2 1.0 1.8 1.0 1.3 0.5 1.7 2.2 2.8 1.3 1.5 2.0 1.6 1.1 2.3 1.3 1.1 1.5 0.9 1.2 0.9 0.8 1.0 0.9

E9PAU8 Liver carboxylesterase 1 OS=Homo satPEELQAER 1.5 1.1 2.5 0.6 0.7 0.4 1.8 2.7 5.7 0.9 1.2 3.5 1.6 0.7 3.4 1.4 1.2 1.9 0.8 1.3 1.0 0.9 1.1 1.1

E9PAU8 Liver carboxylesterase 1 OS=Homo sayLGGTDDTVk 1.5 1.0 2.3 0.8 0.9 0.7 1.7 2.0 5.2 0.9 0.9 3.3 1.6 0.8 3.4 1.2 1.2 1.7 0.8 1.0 1.0 1.0 1.1 1.1

P00326 Alcohol dehydrogenase 1C OS=Homo iNEGFDLLR 1.6 1.3 0.6 0.3 0.6 0.2 2.3 0.7 1.5 0.6 0.5 0.8 0.5 0.3 1.0 1.7 0.6 1.3 1.1 1.0 1.2 1.0 0.8 1.0

Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain OS=Homo sapiaVFVDLEPTVIDEVR 1.1 1.1 1.9 1.8 1.8 1.1 1.8 2.8 2.8 3.8 2.2 2.5 1.6 1.8 1.2 1.8 1.9 1.8 1.1 0.9 1.3 0.9 1.1 1.1

Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain OS=Homo sapieIIDLVLDR 1.0 0.8 1.6 1.8 1.6 1.1 1.1 1.8 1.6 1.8 1.2 1.3 1.4 1.1 1.1 1.3 1.2 1.1 1.1 0.9 1.3 1.3 1.1 1.1

Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain OS=Homo sapifDGALNVDLTEFQTNLVPYPR 1.4 1.6 1.1 1.4 1.2 1.1 1.3 1.9 1.9 1.6 1.8 1.6 2.0 2.1 1.1 1.5 1.5 1.5 1.1 1.0 1.5 1.2 1.3 1.2

Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain OS=Homo sapilISQIVSSITASLR 0.7 1.1 1.0 1.3 1.5 0.8 1.0 2.5 1.5 1.9 1.0 1.3 1.5 1.4 0.7 1.0 1.0 1.3 0.6 0.7 0.7 0.5 0.6 0.5

P69905 Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sfLASVSTVLTSk 0.8 0.6 0.5 0.9 0.7 0.4 0.6 1.1 0.6 0.6 0.6 1.1 2.2 2.8 0.8 0.4 0.4 0.4 0.7 1.0 0.6 0.6 0.6 0.6

P69905 Hemoglobin subunit alpha OS=Homo smFLSFPTTk 0.6 0.4 0.5 0.7 0.5 0.5 0.5 1.1 0.5 0.6 0.5 1.7 2.4 2.9 0.7 0.5 0.5 0.4 1.6 1.3 1.2 1.0 0.8 1.1

P69905 Hemoglobin subunit alpha OS=Homo svGAHAGEYGAEALER 1.0 0.8 0.8 1.2 0.9 0.9 1.1 1.1 0.9 1.5 1.1 1.3 2.5 2.9 0.8 0.7 0.6 0.7 1.0 1.2 1.0 1.2 0.9 0.9

F8VXI5 Aldehyde dehydrogenase, mitochondriaeEIFGPVMQILk 1.3 0.8 0.9 0.8 1.1 0.5 1.3 1.0 0.9 0.8 1.0 1.2 0.9 0.7 0.8 1.1 1.0 0.9 1.2 0.7 1.1 1.0 0.9 0.9

P00352;F8VXI5Retinal dehydrogenase 1 OS=Homo salADLIER 1.0 1.0 0.8 0.4 0.9 0.3 2.1 1.0 1.0 0.3 0.9 0.9 0.8 0.6 2.4 1.1 0.7 0.6 0.9 1.2 1.3 1.0 1.1 1.0

F8VXI5 Aldehyde dehydrogenase, mitochondriatFVQEDIYDEFVER 1.2 1.8 0.6 0.6 1.4 0.5 1.5 1.1 2.1 1.6 1.7 3.2 1.2 0.8 1.2 1.5 1.1 1.2 0.9 1.1 1.4 1.2 1.1 0.8

F8VXI5 Aldehyde dehydrogenase, mitochondriatFVqEDIYDEFVER 1.1 1.3 0.4 0.6 1.2 0.3 1.0 0.7 0.8 1.2 0.8 1.5 1.2 0.7 0.9 1.4 0.9 0.8 0.9 1.1 1.3 1.2 1.1 0.9

F8VXI5 Aldehyde dehydrogenase, mitochondriavIQVAAGSSNLk 1.1 1.1 1.6 1.6 1.9 1.4 1.2 0.5 0.6 0.5 0.7 1.0 1.0 0.7 0.9 0.9 0.9 0.6 1.0 1.1 1.0 1.0 1.2 1.0

P00352;P30837;Retinal dehydrogenase 1 OS=Homo savTLELGGk 1.0 1.0 0.9 0.8 1.0 0.7 2.1 0.9 1.0 0.5 1.2 0.9 0.9 0.8 1.9 1.1 1.0 1.0 1.0 0.9 1.2 0.9 1.1 1.0

A8K092 ATP synthase subunit alpha OS=HomoeIVTNFLAGFEA 1.1 1.2 1.1 1.1 1.2 0.6 1.3 1.1 1.2 1.4 1.5 1.6 1.1 0.9 1.2 1.2 0.9 1.3 1.0 0.9 1.2 0.9 1.0 1.1

A8K092 ATP synthase subunit alpha OS=HomoeIVTnFLAGFEA 1.3 1.7 1.4 1.2 1.7 1.2 1.6 1.8 1.4 1.8 1.7 1.5 1.2 1.1 1.3 1.3 0.8 1.1 1.4 1.7 2.3 1.5 1.2 1.4

A8K092 ATP synthase subunit alpha OS=HomoeVAAFAQFGSDLDAATQQLLSR 1.2 1.7 1.2 1.4 1.3 1.1 1.5 1.1 1.1 1.2 1.6 1.5 0.9 1.4 0.8 1.1 0.8 0.8 1.0 0.9 1.3 0.9 1.1 1.2

A8K092 ATP synthase subunit alpha OS=HomoeVAAFAQFGSDLDAATQqLLSR 0.7 xxx 0.9 1.0 0.8 0.5 1.2 1.2 0.8 1.1 1.1 1.1 1.1 1.4 0.8 0.9 1.0 0.9 1.2 0.9 1.2 0.8 1.3 1.0

A8K092 ATP synthase subunit alpha OS=HomoiLGADTSVDLEETGR 1.2 1.3 1.1 1.0 1.3 0.6 1.1 1.0 1.0 1.1 1.1 1.2 0.8 0.7 1.0 1.1 0.8 0.9 1.0 1.0 1.1 0.8 1.0 1.0

A8K092 ATP synthase subunit alpha OS=HomotGAIVDVPVGEELLGR 1.1 1.1 1.0 1.0 1.2 0.5 1.3 1.2 1.2 1.5 1.4 1.5 1.2 1.1 1.4 1.2 1.0 1.4 0.9 1.0 1.0 0.8 1.0 1.0

A8K092 ATP synthase subunit alpha OS=HomovVDALGNAIDGk 1.0 1.6 0.8 1.0 1.1 0.5 1.9 1.8 1.5 2.0 2.2 1.8 1.1 1.0 1.4 1.2 1.0 1.4 1.0 xxx 0.7 0.6 0.6 0.8

P00352 Retinal dehydrogenase 1 OS=Homo saiFVEESIYDEFVR 0.9 1.5 1.3 0.5 0.6 0.4 2.6 1.9 1.5 0.3 0.9 0.5 0.6 0.6 3.0 1.1 0.4 0.6 0.7 0.8 2.3 1.2 0.8 1.1

P00352 Retinal dehydrogenase 1 OS=Homo saiLDLIESGk 1.0 0.8 1.3 0.4 0.7 0.3 3.2 1.6 1.3 0.3 1.4 0.6 0.6 0.7 4.1 1.0 0.6 0.7 1.0 1.0 1.1 0.9 1.0 1.1

P00352 Retinal dehydrogenase 1 OS=Homo salYSNAYLNDLAGcIk 1.1 1.5 0.8 1.1 0.9 1.1 1.2 1.6 0.8 1.0 0.9 1.8 4.8 4.1 1.1 0.8 1.0 0.9 1.0 0.9 0.8 0.8 0.9 0.8

P00352 Retinal dehydrogenase 1 OS=Homo savAFTGSTEVGk 1.2 1.1 1.3 1.1 1.1 0.8 2.6 1.5 1.4 0.8 1.4 0.8 0.9 1.0 3.4 1.2 0.9 1.2 0.9 1.0 1.0 0.9 1.1 1.0

E7EUT4 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogegALQNIIPASTGAAk 1.0 0.9 1.1 1.0 1.2 0.5 1.8 1.6 1.8 2.8 1.7 1.6 1.6 1.1 1.5 1.3 1.0 1.6 0.6 0.7 0.7 0.6 0.7 0.6

E7EUT4 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogegALQnIIPASTGAAk 1.0 0.9 0.9 1.1 1.1 0.5 1.4 1.2 1.4 1.6 1.3 1.5 1.5 1.1 1.9 1.3 1.1 1.6 1.0 0.9 1.0 0.7 1.1 0.9

E7EUT4 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogelISWYDNEFGYSNR 1.0 0.7 0.7 1.1 0.8 0.5 1.3 1.2 1.5 1.7 1.6 1.3 1.4 0.9 1.5 1.4 1.2 1.4 1.1 1.0 1.5 1.1 1.2 1.1

E7EUT4 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogelVINGNPITIFQER 1.2 1.3 0.8 1.0 0.8 1.0 1.7 1.2 1.3 1.9 1.8 1.1 0.9 0.9 1.3 1.6 0.9 0.9 1.1 1.0 1.1 0.9 1.1 1.1

E7EUT4 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogelVInGNPITIFQER 0.7 1.3 0.5 1.2 0.7 0.7 2.2 2.0 2.2 2.6 2.0 1.9 1.6 2.2 2.5 1.3 1.6 2.9 1.0 0.9 1.1 0.7 1.2 1.0

E7EUT4 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogevPTANVSVVDLTcR 0.6 0.7 0.7 0.9 0.5 0.5 1.7 0.8 0.7 0.8 1.8 0.6 0.3 0.4 0.5 0.3 0.8 0.4 1.2 0.9 1.2 0.8 1.2 1.0

P07099 Epoxide hydrolase 1 OS=Homo sapiendVELLYPVk 1.2 1.0 1.9 1.3 1.7 0.4 1.3 1.3 2.8 1.1 3.1 1.2 1.0 1.1 3.7 1.1 2.5 1.2 0.8 1.0 1.1 0.8 1.0 1.0

P07099 Epoxide hydrolase 1 OS=Homo sapienfLSVLER 1.0 0.8 2.8 0.9 2.3 0.2 0.9 1.1 3.4 0.3 3.9 0.7 0.6 1.2 7.1 1.0 3.8 0.6 1.0 1.2 1.0 0.8 1.0 0.9

P07099 Epoxide hydrolase 1 OS=Homo sapiengGHFAAFEEPELLAQDIR 1.1 1.2 1.5 1.1 1.3 0.6 1.0 1.1 1.8 0.6 2.5 0.8 0.6 0.6 2.3 0.8 1.5 0.8 0.9 1.1 1.1 0.8 1.2 0.9

P07099 Epoxide hydrolase 1 OS=Homo sapienvETSDEEIHDLHQR 1.1 1.5 1.5 1.4 1.2 1.0 1.0 1.3 2.5 1.3 2.3 1.2 1.1 1.3 3.2 1.5 1.9 1.4 1.0 1.3 1.0 0.9 1.0 0.9

P10809 60 kDa heat shock protein, mitochondrgVMLAVDAVIAELk 1.0 1.6 1.4 1.6 1.6 0.9 1.4 1.8 1.0 1.4 2.7 1.9 2.3 1.0 1.1 1.5 1.0 1.7 1.3 0.9 2.2 1.3 1.0 1.1

P10809 60 kDa heat shock protein, mitochondriQEIIEQLDVTTSEYEk 1.3 0.9 0.9 1.1 1.4 0.6 1.0 1.3 1.0 1.3 1.6 1.6 1.2 1.6 1.1 1.4 1.3 1.2 1.3 1.1 1.3 1.2 1.5 1.0

P10809 60 kDa heat shock protein, mitochondriqEIIEQLDVTTSEYEk 1.1 1.6 1.1 1.2 1.0 0.6 1.8 1.9 1.7 2.2 3.0 2.3 2.7 1.6 0.9 2.3 1.2 2.2 0.5 0.7 1.1 0.6 0.9 0.6

P10809 60 kDa heat shock protein, mitochondriSSIQSIVPALEIANAHR 0.9 1.3 1.0 1.1 1.1 0.8 2.0 2.3 1.9 2.6 3.4 2.1 1.2 1.1 1.1 1.5 1.2 1.9 0.9 1.1 1.0 1.0 1.3 0.8

P10809 60 kDa heat shock protein, mitochondrtVIIEQSWGSPk 1.2 3.8 1.1 1.3 1.1 0.8 1.6 2.5 2.0 1.6 3.2 2.1 1.3 1.3 2.2 1.4 1.0 1.5 1.0 1.1 1.1 0.7 1.0 1.1

P30084 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial OSaFAAGADIk 1.3 1.0 1.0 0.8 1.0 0.6 1.1 1.3 1.5 1.0 1.2 1.1 0.6 0.5 0.9 1.0 0.8 0.9 1.1 1.0 1.1 0.9 1.4 1.1

P30084 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial OSaLNALcDGLIDELNQALk 0.4 0.4 0.3 0.3 0.3 0.1 0.8 0.2 0.1 0.2 1.5 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.8 0.2 1.0 1.0 1.3 1.1 1.0 1.2

P30084 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial OSaLnALcDGLIDELNQALk 0.4 0.3 0.4 0.5 0.4 0.3 1.0 0.5 0.5 0.6 1.4 0.4 0.5 0.5 0.4 0.6 0.9 0.4 1.1 1.2 1.2 0.9 0.8 1.2

P30084 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial OSaqFAQPEILIGTIPGAGGTQR 1.1 0.8 1.4 1.6 1.2 0.7 0.7 0.9 0.7 0.6 1.4 1.0 0.7 0.5 1.0 1.2 0.7 0.7 0.9 1.1 1.0 0.8 1.0 0.9

P30084 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial OSicPVETLVEEAIQcAEk 0.4 0.5 0.5 0.7 0.5 0.4 1.0 0.4 0.6 0.6 1.6 0.3 0.4 0.4 0.2 0.3 0.8 0.6 0.9 1.0 1.2 0.8 1.4 1.2

P30084 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial OSicPVETLVEEAIqcAEk 0.2 0.3 0.2 0.3 0.2 0.1 0.9 0.5 0.4 0.5 1.4 0.4 0.5 0.3 0.2 0.4 0.7 0.3 1.3 0.9 1.3 1.1 1.1 1.3

Q96KK5 Histone H2A type 1-H OS=Homo sapieaGLQFPVGR 1.1 1.3 2.6 2.9 3.4 1.4 1.9 2.1 1.7 7.1 2.1 2.3 1.5 2.4 1.8 2.2 1.8 3.0 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Q96KK5 Histone H2A type 1-H OS=Homo sapievTIAQGGVLPNIQAVLLPk 0.9 1.0 1.7 1.5 1.6 0.8 1.5 1.6 1.6 3.3 1.6 1.4 1.9 2.6 2.0 2.5 2.2 0.7 0.8 0.8 1.1 1.2 1.1 0.9

Q96KK5 Histone H2A type 1-H OS=Homo sapievTIAqGGVLPNIQAVLLPk 1.0 0.8 1.7 1.2 1.1 0.7 2.1 1.8 1.7 4.5 2.2 1.9 1.4 1.7 1.6 1.6 1.7 1.2 0.9 1.0 1.1 1.1 1.4 1.1

P08319 Alcohol dehydrogenase 4 OS=Homo saaLGATDcLNPR 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.4 0.3 0.3 0.3 0.4 0.3 0.4 0.5 0.5 0.5 0.6 0.9 0.6 1.0 1.0 1.1 1.1 1.3 0.9

P08319 Alcohol dehydrogenase 4 OS=Homo safNLDALVTHTLPFDk 0.8 0.7 0.4 0.3 0.4 0.3 0.1 0.2 0.3 0.1 0.1 0.2 1.4 0.9 0.2 0.8 0.7 0.2 1.0 0.8 0.9 0.9 1.1 0.6

P08319 Alcohol dehydrogenase 4 OS=Homo sagLTIFPEELIIGR 1.1 1.1 0.3 0.3 0.7 0.1 0.1 0.3 0.1 0.1 0.1 0.2 0.2 0.3 0.3 1.1 0.3 0.2 0.2 0.2 1.7 1.5 0.2 2.1

P08319 Alcohol dehydrogenase 4 OS=Homo saiDDDANLER 0.8 0.8 0.5 0.4 0.5 0.3 0.3 0.4 0.4 0.3 0.2 0.3 0.6 0.4 0.5 0.9 0.9 0.5 1.0 1.0 1.0 0.9 1.2 0.9

P08319 Alcohol dehydrogenase 4 OS=Homo saiIGIDINSEk 0.9 0.9 0.6 0.5 0.6 0.5 0.2 0.4 0.4 0.3 0.2 0.3 0.8 0.3 0.4 0.6 0.9 0.3 1.0 0.9 1.1 1.0 1.2 0.9

P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondaIAELGIYPAVDPLDSTSR 1.2 1.4 1.1 1.1 1.3 0.5 0.7 0.8 1.3 0.8 1.5 0.8 1.0 0.9 1.5 1.2 0.9 1.3 1.2 1.0 1.1 0.9 1.3 1.2

P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondfTQAGSEVSALLGR 1.2 1.3 1.1 1.1 1.3 0.6 1.4 1.2 1.2 1.2 1.9 1.6 1.1 0.9 1.3 1.0 0.9 1.1 0.9 0.9 1.0 0.7 1.1 1.1

P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondiMNVIGEPIDER 1.3 1.3 1.3 1.3 1.4 0.9 1.5 1.3 1.5 1.5 1.9 1.6 1.3 1.2 1.7 1.3 0.9 1.4 1.2 1.1 1.1 0.7 1.1 1.1

P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondlVLEVAQHLGESTVR 1.2 1.1 1.0 1.1 1.0 0.5 1.4 1.3 2.3 1.5 2.8 1.6 1.3 1.8 1.3 1.4 1.1 1.9 0.9 1.1 1.1 0.9 1.0 0.7

P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondvALTGLTVAEYFR 1.0 1.2 0.8 0.9 1.2 0.5 1.5 1.3 1.3 1.4 2.0 1.6 0.6 0.5 0.7 0.6 0.5 0.6 1.2 1.1 1.1 1.0 0.8 0.8

P06733 Alpha-enolase OS=Homo sapiens GN=aAVPSGASTGIYEALELR 1.2 1.3 1.8 1.8 1.0 0.8 1.4 2.7 2.5 1.6 1.2 1.6 1.2 0.9 1.3 1.1 1.1 1.6 0.8 1.0 1.3 0.9 1.0 1.4

P06733 Alpha-enolase OS=Homo sapiens GN=iEEELGSk 1.1 1.1 1.3 1.4 1.0 0.7 1.5 3.0 2.6 1.3 1.3 1.9 1.3 0.9 1.0 1.5 1.3 1.8 1.0 0.9 1.0 0.9 1.3 1.2

P06733 Alpha-enolase OS=Homo sapiens GN=lNVTEQEk 1.0 1.1 1.4 1.5 0.9 0.8 1.1 2.1 2.2 1.2 1.1 1.1 1.0 0.9 1.1 1.2 1.1 1.4 1.0 1.1 1.2 0.9 1.1 1.0

P06733 Alpha-enolase OS=Homo sapiens GN=vVIGMDVAASEFFR 1.2 1.4 1.7 1.8 1.5 0.7 1.6 3.1 2.5 1.7 1.5 1.6 1.5 1.7 1.3 1.5 1.4 1.5 1.0 1.1 1.5 1.0 1.1 1.0

P06733 Alpha-enolase OS=Homo sapiens GN=yISPDQLADLYk 1.0 0.9 1.4 1.7 1.0 0.6 1.2 2.6 2.2 1.4 1.2 1.9 2.1 1.7 1.0 1.3 1.0 1.4 1.0 0.9 1.2 1.0 1.2 1.2

Q16822 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GeVLAELEALER 1.4 1.0 0.8 0.6 1.9 0.4 0.7 0.5 0.6 0.4 0.7 1.0 0.4 0.4 0.8 0.7 0.9 0.4 1.3 0.9 1.0 0.8 1.0 0.9

Q16822 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GvLSGDLGQLPTGIR 1.2 1.5 0.9 0.7 1.4 0.5 1.0 0.8 1.0 0.8 1.0 1.3 0.7 0.7 0.9 0.9 0.8 0.8 1.2 0.9 0.9 0.8 0.9 0.9

P80404 4-aminobutyrate aminotransferase, mitoaLLTGLLDLQAR 1.0 0.9 0.6 0.6 1.1 0.6 1.0 0.6 0.6 0.5 0.9 1.0 1.3 0.7 0.8 1.3 1.0 0.7 1.1 1.0 1.3 0.8 0.9 1.2

P80404 4-aminobutyrate aminotransferase, mitoiDIPSFDWPIAPFPR 1.0 1.4 0.8 0.7 1.2 0.4 0.8 1.2 0.7 0.8 0.8 1.0 1.3 0.4 0.7 1.5 0.9 0.6 0.9 0.8 1.2 0.9 0.9 0.9

P80404 4-aminobutyrate aminotransferase, mitonLLLAEVINIIk 1.1 1.4 0.9 0.8 1.5 0.7 1.0 0.7 1.0 1.0 0.8 1.0 1.0 0.8 0.7 1.1 0.8 0.8 0.7 0.8 1.7 1.0 0.9 1.0

P11021 78 kDa glucose-regulated protein OS=HeLEEIVQPIISk 0.7 1.1 1.4 1.1 1.0 0.8 1.3 1.3 1.6 1.5 1.5 1.3 1.5 1.5 1.3 1.3 1.2 1.3 1.2 1.0 1.5 0.8 1.1 1.1

P11021 78 kDa glucose-regulated protein OS=HiTPSYVAFTPEGER 1.0 1.0 1.5 1.4 1.2 0.7 1.1 1.0 1.6 1.5 1.6 1.1 1.3 1.3 1.8 1.7 1.6 1.8 0.9 1.0 1.2 0.9 1.2 1.0

P11021 78 kDa glucose-regulated protein OS=HsDIDEIVLVGGSTR 1.1 1.1 1.7 1.9 1.4 1.0 1.4 1.3 1.8 2.4 1.7 1.6 1.6 1.6 1.7 1.6 1.4 1.9 0.9 1.1 1.2 0.9 1.2 1.0

F8VZJ4;P11021;Heat shock 70 kDa protein 1A/1B OS=vEIIANDQGNR 1.0 1.2 1.4 1.6 1.5 0.9 1.4 1.6 1.9 1.7 1.8 2.0 1.5 1.6 1.5 1.2 1.1 1.4 0.9 1.2 1.1 0.9 1.2 1.1

F8VZJ4 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B OS=fEELcSDLFR 0.7 0.8 0.6 2.2 0.7 1.4 1.8 1.1 1.0 1.0 2.4 0.8 0.6 0.9 1.1 0.6 1.7 0.8 0.9 1.1 1.0 1.0 1.1 1.0

F8VZJ4;B3KUS2Heat shock 70 kDa protein 1A/1B OS=tTPSYVAFTDTER 0.9 0.9 1.2 1.4 1.7 0.7 1.5 1.7 2.6 1.6 2.0 1.6 1.4 2.0 1.8 1.4 1.3 1.4 0.9 1.0 1.0 0.8 1.3 1.0

P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha OS=aDLINNLGTIAk 1.2 1.4 1.2 1.2 1.6 0.6 1.6 1.8 1.7 1.7 2.0 1.8 2.2 2.7 1.4 1.4 1.1 1.6 1.1 1.1 1.0 0.9 1.2 1.0

P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha OS=gVVDSEDLPLNISR 0.9 0.9 1.6 1.3 2.1 0.7 1.7 1.4 1.5 1.9 1.7 1.4 1.3 1.4 1.4 1.4 1.4 2.0 0.8 0.7 0.8 0.7 0.9 0.7
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P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha OS=lSELLR 1.0 1.0 2.0 1.7 3.2 0.7 1.9 2.7 2.8 2.2 3.6 2.1 2.1 2.3 2.0 1.5 1.9 2.7 1.0 1.1 0.9 0.9 1.2 0.9

B7Z254 Protein disulfide-isomerase A6 OS=HogSTAPVGGGAFPTIVER 0.9 0.8 1.3 1.2 1.0 0.6 1.5 1.1 1.3 1.7 1.5 1.2 1.0 1.1 1.4 1.3 1.3 1.2 1.0 1.0 1.1 0.8 1.3 1.0

B7Z254 Protein disulfide-isomerase A6 OS=HolAAVDATVNQVLASR 1.0 1.1 1.3 1.4 1.0 0.7 1.6 1.7 1.9 2.4 1.7 2.1 1.6 1.2 1.6 1.7 1.5 2.0 0.9 1.0 1.3 1.1 1.1 0.9

B7Z254 Protein disulfide-isomerase A6 OS=HolAAVDATVnQVLASR 0.9 1.3 1.5 1.2 0.9 0.7 1.0 1.3 1.2 1.6 1.1 1.4 1.4 1.3 1.2 1.2 1.1 1.3 0.9 1.1 1.1 0.9 0.9 1.0

B7Z254 Protein disulfide-isomerase A6 OS=HotGEAIVDAALSALR 1.2 1.0 1.3 1.0 1.3 0.5 1.6 2.0 1.9 2.7 2.0 1.7 1.5 1.6 1.7 1.5 1.7 1.7 1.0 1.3 1.4 1.2 1.3 1.0

P07148 Fatty acid-binding protein, liver OS=HoaIGLPEELIQk 0.9 0.7 0.3 0.2 0.2 0.2 0.4 0.7 0.4 0.3 0.6 0.3 1.2 0.3 0.2 1.8 0.4 0.5 1.0 1.0 1.0 0.9 1.1 0.9

P07148 Fatty acid-binding protein, liver OS=HoaIGLPEELIqk 0.7 0.7 0.7 0.5 0.6 0.3 0.4 0.7 0.5 0.4 0.6 0.5 1.3 0.6 0.3 1.6 0.5 0.5 1.1 0.9 0.9 0.6 1.0 1.0

P07148 Fatty acid-binding protein, liver OS=HofTITAGSk 0.8 0.8 0.6 0.6 0.4 0.5 0.5 0.7 0.5 0.3 0.8 0.5 1.1 0.5 0.4 1.4 0.6 0.8 1.0 1.6 0.8 1.0 1.0 0.9

P07148 Fatty acid-binding protein, liver OS=HosVTELNGDIITNTMTLGDIVFk 0.7 1.0 0.5 0.5 0.4 xxx 0.5 0.5 0.3 xxx 0.5 0.1 xxx 0.9 xxx 1.3 xxx 1.0 2.0 0.9 1.5 0.6 0.9 1.0

P07148 Fatty acid-binding protein, liver OS=HotVVQLEGDNk 1.0 0.9 0.7 0.6 0.5 0.5 0.7 0.9 0.8 0.6 0.8 0.5 1.1 0.2 0.1 1.8 0.4 0.5 1.2 1.0 1.0 0.7 1.1 0.9

P02792 Ferritin light chain OS=Homo sapiens GlGGPEAGLGEYLFER 4.4 2.2 1.1 0.9 0.7 3.9 1.0 1.6 2.8 1.8 1.1 1.6 1.0 1.4 1.6 1.9 1.1 1.4 0.9 0.6 2.0 1.2 1.0 0.8

P02792 Ferritin light chain OS=Homo sapiens GlNQALLDLHALGSAR 1.8 1.4 1.0 1.2 1.2 1.2 1.1 1.0 2.0 1.3 0.8 1.1 1.4 1.5 1.2 0.9 0.9 0.8 0.7 0.6 1.0 0.7 0.6 0.6

E5RK69 Annexin OS=Homo sapiens GN=ANXAaLIEILATR 1.0 1.4 1.3 0.9 1.1 0.7 1.2 1.1 1.3 0.8 0.9 0.7 1.0 1.4 1.8 1.2 1.0 0.9 1.1 1.1 1.3 1.1 1.0 1.0

E5RK69 Annexin OS=Homo sapiens GN=ANXAdAFVAIVQSVk 1.0 0.9 1.0 1.0 0.9 0.5 0.6 0.7 0.7 0.5 0.4 0.8 1.2 1.1 1.2 1.0 0.9 0.7 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0 1.0

E5RK69 Annexin OS=Homo sapiens GN=ANXAeAILDIITSR 1.1 1.0 1.4 0.9 0.7 0.5 0.9 0.7 1.1 0.5 0.5 0.5 0.7 0.8 1.6 1.1 0.9 0.7 1.0 0.8 1.1 1.0 0.9 0.9

E5RK69 Annexin OS=Homo sapiens GN=ANXAeEGGENLDQAR 1.8 2.3 2.4 1.6 1.3 2.0 1.7 1.5 2.5 1.1 1.1 1.0 1.4 1.3 2.5 1.5 1.4 1.3 1.6 1.3 1.6 1.4 1.6 1.5

E5RK69 Annexin OS=Homo sapiens GN=ANXAgLGTDEDTIIDIITHR 1.0 0.9 1.3 0.9 0.9 0.5 1.2 0.8 0.7 0.9 0.7 0.4 0.5 0.7 1.4 1.1 1.0 1.0 0.9 0.7 1.0 1.0 1.0 1.2

P05787 Keratin, type II cytoskeletal 8 OS=HomaSLEAAIADAEQR 1.0 1.0 1.1 1.3 1.0 0.6 1.5 1.4 2.0 1.1 1.1 2.0 1.1 1.1 0.8 2.0 1.1 1.2 0.9 1.0 1.1 0.8 1.1 0.8

P05787 Keratin, type II cytoskeletal 8 OS=HomaSLEAAIADAEqR 1.0 1.0 1.1 0.7 0.8 0.9 1.2 1.0 1.5 0.8 0.8 1.5 0.9 0.9 0.7 1.8 1.1 1.2 1.0 1.0 1.1 0.9 1.2 1.0

P05787 Keratin, type II cytoskeletal 8 OS=HomlEGLTDEINFLR 1.0 1.2 1.2 0.5 0.6 1.3 1.4 1.2 2.2 1.0 1.1 2.6 1.0 1.0 0.2 2.7 1.3 1.3 1.3 1.2 1.1 0.9 1.2 0.9

P05787 Keratin, type II cytoskeletal 8 OS=HomlSELEAALQR 1.1 1.3 1.3 0.5 0.7 1.1 1.3 1.0 2.2 0.7 0.8 2.3 1.2 1.0 0.3 2.6 1.2 1.2 1.0 1.2 1.1 0.8 1.2 0.9

P05787 Keratin, type II cytoskeletal 8 OS=HomlSELEAALqR 1.0 1.7 0.8 1.2 1.1 0.9 1.2 1.1 1.9 0.9 0.8 1.8 1.2 1.0 0.5 2.5 1.2 1.4 1.1 1.2 1.3 1.0 1.2 1.1

P35579 Myosin-9 OS=Homo sapiens GN=MYHlQQELDDLLVDLDHQR 0.7 xxx 1.1 1.1 1.2 1.4 1.5 2.3 1.5 3.5 1.2 2.1 0.8 1.4 0.8 1.4 0.9 1.6 1.0 1.3 1.0 1.3 1.5 1.1

P35579 Myosin-9 OS=Homo sapiens GN=MYHvSHLLGINVTDFTR 0.8 0.7 1.0 0.6 0.7 xxx 0.8 0.6 0.7 0.7 0.6 0.7 0.6 0.5 0.7 0.6 1.0 0.7 0.8 0.8 1.0 0.9 0.8 0.9

H0YBX3 Ribonuclease UK114 (Fragment) OS=HiEIEAVAIQGPLTTASL 1.0 1.5 1.1 1.0 1.0 0.9 0.9 0.8 1.0 0.8 0.7 0.8 0.8 0.8 0.8 1.1 0.8 1.0 xxx xxx 0.7 0.8 xxx 0.8

H0YBX3 Ribonuclease UK114 (Fragment) OS=HtTVLLADINDFNTVNEIYk 1.4 1.3 0.9 0.9 1.2 0.5 1.3 1.2 1.2 1.8 1.4 1.3 1.6 1.1 1.6 1.7 1.1 1.8 0.9 1.0 1.3 0.9 1.1 1.3

Q93088 Betaine--homocysteine S-methyltransfeaGPWTPEAAVEHPEAVR 1.0 1.1 1.1 1.0 1.0 0.9 1.1 1.8 1.2 1.3 1.0 1.1 1.0 1.6 0.9 1.0 1.0 1.2 1.0 0.9 1.1 0.9 1.0 1.3

Q93088 Betaine--homocysteine S-methyltransfeiSGQEVNEAAcDIAR 0.3 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2 0.7 0.6 0.3 0.2 0.3 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.5 0.3 0.9 0.8 0.9 0.9 1.0 1.0

P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protlYEQLSGk 1.0 1.0 0.7 0.9 0.8 0.6 0.9 0.7 1.1 0.9 0.9 0.6 1.2 1.1 1.6 1.2 1.1 0.9 0.9 0.9 1.1 0.9 1.1 1.1

P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protlYTLVLTDPDAPSR 0.9 0.9 0.6 0.5 0.8 0.3 1.0 1.0 1.1 0.9 0.8 0.7 0.9 0.7 1.4 0.8 1.0 0.5 0.7 1.1 0.9 0.8 0.8 0.7

B1ALW1 Thioredoxin OS=Homo sapiens GN=TXlEATINELV 1.0 1.0 1.4 1.2 1.7 0.6 2.4 2.0 3.0 1.7 2.0 1.3 1.6 1.8 2.4 1.7 1.6 2.3 0.9 0.9 1.8 1.1 1.1 1.3

B1ALW1 Thioredoxin OS=Homo sapiens GN=TXtAFQEALDAAGDk 0.9 1.0 0.8 0.7 0.9 0.4 1.8 1.8 2.2 1.4 1.6 1.2 1.3 1.4 2.5 1.5 1.8 1.9 0.9 0.9 1.1 1.0 1.0 1.1

B1ALW1 Thioredoxin OS=Homo sapiens GN=TXvGEFSGANk 1.2 1.1 1.6 1.1 1.3 0.6 2.5 2.1 2.7 1.8 2.3 1.5 1.3 1.8 2.9 1.6 2.0 2.2 1.0 1.0 1.2 0.9 1.2 1.0

B0YJC4 Vimentin OS=Homo sapiens GN=VIM iLLAELEQLk 0.9 1.0 0.8 1.1 1.1 1.8 1.0 1.1 1.4 3.5 1.7 1.0 1.1 1.2 0.9 2.8 1.6 3.8 1.5 0.8 1.3 0.9 1.0 1.0

O75891 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehaGLILFGNDDk 1.4 xxx 1.2 1.0 1.3 xxx 1.1 1.1 1.0 1.1 1.0 1.0 1.1 1.1 2.2 1.1 0.8 0.9 1.0 1.1 1.0 1.0 1.0 1.0

O75891 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehdLGEAALNEYLR 1.0 1.3 0.7 0.7 0.6 0.3 1.0 0.8 0.8 0.5 0.8 0.8 0.8 0.6 2.8 1.0 0.7 0.7 0.8 1.2 1.3 1.4 0.9 1.0

O75891 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehgAASSVLELTEAELVTAEAVR 0.5 0.4 0.6 0.5 0.6 0.4 1.1 1.0 0.7 0.6 0.9 0.7 0.9 1.4 2.9 0.8 0.6 0.5 0.7 0.9 1.2 1.5 0.9 0.8

O75891 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehiNWDQPAEAIHNWIR 1.1 1.3 0.9 0.9 0.9 0.4 1.6 1.5 1.3 1.1 1.4 1.4 1.7 1.8 2.8 0.9 0.5 0.9 1.3 1.1 1.6 1.2 1.0 0.9

O75891 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehlFVEDSIHDEFVR xxx xxx 0.9 xxx 1.0 xxx 1.4 1.4 1.4 0.7 1.0 1.4 1.5 1.3 3.9 1.2 0.9 0.9 0.9 1.1 1.2 1.3 1.1 0.9

P11509 Cytochrome P450 2A6 OS=Homo sapiiQEEAGFLIDALR 1.2 2.0 2.9 0.7 1.2 0.4 1.1 0.5 0.5 0.5 0.2 0.9 0.3 0.3 1.5 1.2 1.4 0.4 0.9 1.3 1.5 1.2 0.7 0.8

P09467 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 OS=HoaPVILGSPDDVLEFLk 1.1 0.8 0.5 0.2 0.3 0.2 0.4 0.2 0.2 0.1 0.2 0.1 0.3 0.2 0.3 1.0 0.6 0.3 1.1 0.9 1.4 1.0 1.0 1.3

P09467 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 OS=HoeAVLDVIPTDIHQR 0.9 1.0 0.9 0.9 0.8 0.4 1.2 1.1 1.1 1.3 1.2 1.5 1.1 0.9 1.1 1.1 0.9 1.1 0.9 1.1 1.2 1.2 1.3 1.3

P09467 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 OS=HogTGELTQLLNSLcTAVk 0.6 0.4 0.4 0.7 0.6 0.5 0.5 0.3 0.2 0.3 0.5 0.4 0.8 0.7 0.3 0.4 0.6 0.2 1.1 0.8 1.0 0.8 1.0 1.2

P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=HomdGVADVSIEDSVISLSGDHcIIGR 0.8 1.0 0.9 0.9 1.0 0.7 1.6 0.7 0.8 0.7 0.8 0.8 0.9 0.7 2.3 1.2 1.0 0.8 0.8 1.1 1.0 0.9 1.1 0.8

P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=HomgDGPVQGIINFEQk 1.1 1.1 1.1 0.9 1.1 0.5 1.1 0.9 1.3 1.0 1.3 1.0 0.8 0.8 1.6 1.2 0.9 1.1 0.9 1.0 1.1 0.9 1.1 1.0

P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=HomhVGDLGNVTADk 1.1 1.0 0.9 1.0 1.0 0.6 1.5 1.1 1.1 0.8 0.9 1.1 0.7 0.7 1.4 1.3 1.0 0.9 0.8 1.1 1.0 1.0 1.0 0.9

H7BZJ3 Thioredoxin (Fragment) OS=Homo sapsDVLELTDDNFESR 1.0 1.2 1.6 1.3 1.1 0.7 1.4 1.2 1.6 1.5 1.2 1.1 1.0 1.1 1.6 1.4 1.2 1.4 0.9 1.1 1.0 1.0 1.0 1.0

Q3LXA3 Bifunctional ATP-dependent dihydroxyasPGADLLQVLTk 1.1 1.2 1.1 1.1 2.7 0.5 1.7 1.5 1.4 2.4 2.8 2.2 1.6 1.5 1.2 1.2 3.1 0.8 0.9 1.4 1.5 1.2 1.6 1.1

Q3LXA3 Bifunctional ATP-dependent dihydroxyavcSTLLGLEEHLNALDR 0.7 xxx 0.8 xxx 0.8 xxx xxx xxx xxx 0.9 0.6 0.6 0.8 1.1 xxx xxx 1.3 0.9 1.0 0.8 0.7 0.6 0.7 1.0

P14625 Endoplasmin OS=Homo sapiens GN=HeLISNASDALDk 1.5 1.4 1.6 0.7 0.9 0.9 1.6 1.7 1.9 1.8 2.3 1.6 1.6 1.4 1.6 1.6 1.7 1.7 0.9 1.0 1.7 1.0 0.6 1.2

P14625 Endoplasmin OS=Homo sapiens GN=HeVEEDEYk 0.9 1.1 1.7 1.4 1.2 1.1 1.8 1.1 1.8 2.0 2.0 1.4 1.6 1.2 1.7 2.0 1.9 2.3 1.0 1.0 1.0 0.9 1.1 1.0

P14625 Endoplasmin OS=Homo sapiens GN=HgVVDSDDLPLNVSR 1.1 1.1 1.7 1.4 1.2 0.9 1.4 1.3 1.5 1.8 1.8 1.4 1.3 1.9 1.5 1.7 1.7 2.0 1.0 1.0 1.0 0.9 1.1 1.0

P14625 Endoplasmin OS=Homo sapiens GN=HsILFVPTSAPR 1.3 1.2 1.3 0.8 0.9 0.5 1.5 1.3 1.5 1.1 1.6 1.2 1.1 1.1 1.2 1.5 1.3 1.2 1.2 1.2 1.1 0.9 1.4 1.3

P24752 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochofGNEVIPVTVTVk 1.2 0.9 1.1 1.1 1.0 1.0 1.3 0.7 0.7 1.3 1.1 1.1 0.9 0.8 0.8 1.2 0.9 1.0 1.2 0.8 1.0 0.7 1.2 1.1

P24752 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitocholGSIAIQGAIEk 1.3 xxx 0.9 1.0 1.4 0.7 0.9 0.5 0.5 0.6 0.8 0.7 0.6 0.6 0.7 0.7 0.6 0.8 1.3 1.0 1.0 0.9 1.0 1.0

P24752 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochotPIGSFLGSLSLLPATk 0.9 0.8 0.8 0.6 0.7 0.3 1.4 0.7 0.7 1.0 1.3 0.8 1.2 1.1 1.2 1.1 1.1 0.9 1.4 1.0 1.0 0.8 1.3 1.2

Q5T6W1 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteiILDLISESPIk 0.9 1.0 1.2 1.4 1.3 0.6 1.8 1.2 1.1 2.3 1.6 0.9 1.0 1.5 1.3 0.8 1.4 1.2 0.9 1.3 1.4 1.1 1.0 1.0

Q5T6W1 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteiLSISADIETIGEILk 0.7 1.0 1.1 1.6 2.0 0.7 2.7 2.3 1.7 4.2 1.9 1.9 2.1 1.9 1.3 1.7 1.5 2.4 1.0 0.9 1.7 1.4 0.7 1.1

B3KUS2 Heat shock-related 70 kDa protein 2 OSfEELNADLFR 1.0 1.0 1.0 1.0 1.2 0.8 1.8 1.8 1.9 2.7 2.0 1.5 1.2 1.1 0.8 1.0 0.8 1.3 1.2 1.2 1.1 1.1 1.2 1.1

F8WE65 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OSfEDENFILk 1.1 0.9 1.1 2.0 1.7 0.9 1.5 1.9 1.7 2.4 1.3 1.5 1.5 1.4 1.6 1.9 1.1 1.8 1.0 1.2 0.8 0.8 1.0 0.8

F8WE65 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OSvNPTVFFDIAVDGEPLGR 1.0 1.0 0.9 1.8 1.3 0.7 1.6 1.9 2.0 2.0 1.5 1.5 1.4 1.3 1.3 1.5 1.2 1.1 1.0 0.9 1.4 1.0 1.0 0.8

F8WE65 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OSvSFELFADk 1.0 1.2 1.0 1.0 1.0 1.0 1.6 1.7 1.9 2.3 1.6 1.5 1.6 1.6 2.0 2.0 1.2 1.5 1.2 0.8 1.1 0.8 1.0 1.0

P04040 Catalase OS=Homo sapiens GN=CAT aDVLTTGAGNPVGDk 1.3 0.9 1.3 1.0 1.0 0.8 1.3 0.7 1.3 0.9 1.3 0.9 1.5 0.8 1.5 0.9 1.1 0.8 1.3 1.0 1.0 0.9 1.0 1.1

P04040 Catalase OS=Homo sapiens GN=CAT fNTANDDNVTQVR 1.1 1.2 1.0 0.9 1.0 0.6 1.3 0.7 1.9 0.7 1.3 1.0 1.1 0.9 1.7 0.9 1.0 0.9 1.2 1.1 1.0 0.9 0.9 0.9

P04040 Catalase OS=Homo sapiens GN=CAT fSTVAGESGSADTVR 1.2 1.1 1.1 0.7 1.0 0.8 1.2 0.7 1.9 0.8 1.3 1.1 1.0 0.8 1.3 1.0 1.0 1.5 1.1 1.0 0.9 0.9 0.8 0.9

O60814 Histone H2B type 1-K OS=Homo sapieaMGIMNSFVNDIFER 0.9 xxx 1.9 1.9 2.3 1.0 2.8 1.7 1.4 5.8 1.9 2.2 1.2 1.6 1.4 1.4 1.4 1.9 1.7 0.9 2.7 0.8 0.8 1.0

O60814 Histone H2B type 1-K OS=Homo sapieeIQTAVR 1.0 1.3 2.9 3.2 3.7 1.5 2.3 2.3 2.0 6.9 2.5 2.7 1.5 2.2 1.7 2.0 1.8 2.6 0.8 1.0 1.0 0.9 1.0 0.8

O60814 Histone H2B type 1-K OS=Homo sapielLLPGELAk 0.9 0.9 2.0 1.9 2.4 1.1 2.3 1.8 1.5 7.5 2.4 2.1 1.3 1.8 1.5 1.6 1.5 3.7 1.0 1.0 1.1 1.1 1.2 1.0

O60814 Histone H2B type 1-K OS=Homo sapieqVHPDTGISSk 0.8 1.2 1.3 1.4 1.2 0.9 2.5 2.2 1.6 4.4 2.2 1.5 1.3 1.8 1.7 1.6 1.8 3.0 1.1 1.5 1.2 1.1 1.1 1.1

Q06520 Bile salt sulfotransferase OS=Homo sanFLLLSYEELk 1.4 1.3 1.1 1.9 0.8 0.4 1.6 1.5 1.4 xxx 1.3 1.2 1.6 xxx 1.6 0.9 0.7 xxx 1.0 0.8 1.2 1.1 0.9 1.0

Q06520 Bile salt sulfotransferase OS=Homo sasPWVESEIGYTALSETESPR 0.9 0.8 1.3 1.4 1.4 0.8 2.1 1.7 1.8 1.1 1.3 1.3 1.6 1.5 1.4 1.4 1.1 1.0 1.4 0.7 1.2 0.9 1.1 1.0

Q06520 Bile salt sulfotransferase OS=Homo satLEPEELNLILk 0.9 0.5 0.5 1.2 0.4 0.6 1.3 1.0 1.3 0.3 0.8 0.7 1.3 0.6 1.3 0.8 0.9 0.4 1.5 0.8 1.1 0.9 1.1 0.9

Q06520 Bile salt sulfotransferase OS=Homo sawIQSVPIWER 1.1 1.1 1.0 1.3 0.9 0.4 2.2 2.3 1.8 2.0 1.5 1.9 1.9 1.2 1.4 1.4 1.1 1.1 1.3 0.9 1.1 0.9 1.0 0.9

P00966 Argininosuccinate synthase OS=HomoaPNTPDILEIEFk 1.0 1.1 1.0 1.1 0.9 0.6 0.5 0.4 0.4 0.6 0.5 0.5 0.4 0.3 0.3 1.0 0.5 0.4 1.1 0.8 1.2 0.7 1.2 1.1

P00966 Argininosuccinate synthase OS=HomoeFVEEFIWPAIQSSALYEDR 1.0 1.2 0.8 1.1 1.3 0.5 1.5 1.2 1.7 2.3 1.6 1.8 1.3 1.2 1.1 1.2 1.0 1.1 1.0 0.9 1.8 1.2 0.7 1.1

P32119 Peroxiredoxin-2 OS=Homo sapiens GNeGGLGPLNIPLLADVTR 1.2 xxx 0.9 1.3 0.9 0.7 0.7 1.1 0.9 1.7 0.8 0.9 1.1 1.3 0.7 0.7 0.9 0.6 1.2 1.3 1.3 1.0 1.1 1.1

B7Z5D8 Triosephosphate isomerase OS=HomosNVSDAVAQSTR 1.1 1.1 1.3 1.5 1.4 1.2 1.8 1.7 1.9 2.3 1.5 2.1 1.6 1.1 2.1 2.0 1.3 1.8 0.9 1.0 1.1 0.9 1.1 1.1

B7Z5D8 Triosephosphate isomerase OS=HomovVLAYEPVWAIGTGk 1.0 1.0 1.0 1.1 1.3 0.6 1.4 1.2 1.3 1.8 2.7 1.6 1.0 0.7 2.2 1.7 1.3 1.2 1.2 1.0 1.3 1.0 1.3 1.5

P62805 Histone H4 OS=Homo sapiens GN=HISiSGLIYEETR 1.1 1.7 2.0 2.5 2.7 1.6 1.6 1.5 1.6 3.6 1.9 1.6 1.5 1.8 1.4 1.5 1.5 1.9 0.9 1.0 1.0 0.9 1.1 0.9

P62805 Histone H4 OS=Homo sapiens GN=HISvFLENVIR 1.0 1.4 2.0 2.7 2.5 1.6 1.5 1.6 1.4 4.0 1.5 1.7 1.6 2.2 1.3 1.4 1.6 2.1 1.0 1.1 1.1 0.8 1.0 0.9

P07237 Protein disulfide-isomerase OS=Homo dHENIVIAk 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 0.6 1.0 1.2 2.0 1.4 1.0 0.9 1.5 0.6 1.1 1.3 1.5 1.2 1.1 0.8 1.0 0.8 1.0 1.0

P07237 Protein disulfide-isomerase OS=Homo eADDIVNWLk 1.1 1.1 1.2 1.0 1.3 0.4 1.3 1.6 2.8 2.0 1.3 1.2 1.9 0.9 1.3 1.7 2.0 1.3 1.0 0.8 1.0 0.9 1.0 1.0

P07237 Protein disulfide-isomerase OS=Homo eNLLDFIk 1.1 0.8 2.3 1.4 1.4 0.6 1.5 2.4 3.7 2.8 1.6 1.5 2.3 0.9 1.4 1.9 2.2 1.5 1.2 0.8 1.1 0.9 1.1 1.0

P07237 Protein disulfide-isomerase OS=Homo nFEDVAFDEk 1.0 1.0 1.1 1.0 1.1 0.4 2.0 1.9 2.5 2.9 1.9 1.5 1.8 0.8 1.5 1.8 2.2 1.4 1.0 0.9 1.2 0.7 1.0 1.2

P07237 Protein disulfide-isomerase OS=Homo sNFAEALAAHk 1.2 1.3 1.5 1.4 1.3 0.8 1.5 1.7 3.0 2.3 1.7 1.5 1.7 1.0 1.4 1.5 1.8 1.5 1.1 1.0 0.9 0.9 1.2 0.9

B4E3K9 Superoxide dismutase OS=Homo sapieaIWNVINWENVTER 0.9 1.0 0.7 3.0 2.0 1.7 1.4 1.2 1.6 1.6 4.1 2.0 2.4 1.0 0.7 1.6 1.3 7.7 0.6 1.2 1.0 0.9 1.2 0.8

B4E3K9 Superoxide dismutase OS=Homo sapiegDVTAQIALQPALk 1.1 1.1 1.0 1.0 1.0 0.7 1.4 1.1 1.3 1.5 2.9 1.6 1.5 1.0 1.1 1.3 1.3 4.1 0.9 1.1 0.9 0.8 1.4 0.9

F5H6Q2 Ubiquitin (Fragment) OS=Homo sapieneSTLHLVLR 1.2 1.4 1.2 1.3 1.3 0.8 1.2 1.7 1.8 2.0 4.4 1.6 1.3 1.6 1.4 1.6 1.3 2.7 1.0 1.2 1.1 1.3 1.4 1.1

P30837 Aldehyde dehydrogenase X, mitochondlLNLLADLVER 0.5 1.1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.4 0.2 0.3 0.4 0.9 0.4 1.0 0.3 0.2 0.4 0.4 0.2 0.1 0.4 1.0 0.4 0.7 0.9

P30837 Aldehyde dehydrogenase X, mitochondtFVEESIYNEFLER 0.9 1.1 0.4 0.4 0.6 0.4 0.5 0.6 0.8 0.5 1.1 0.6 1.3 0.6 0.4 0.5 0.6 0.6 1.2 0.9 1.4 0.7 0.8 1.2

Q7Z4W1 L-xylulose reductase OS=Homo sapienaVIQVSQIVAR 1.2 1.1 1.2 0.9 1.0 0.7 0.6 0.9 1.5 0.7 0.8 1.9 0.9 0.6 1.2 1.1 0.9 0.8 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 1.2

Q7Z4W1 L-xylulose reductase OS=Homo sapienecPGIEPVcVDLGDWEATER 0.9 1.2 1.0 1.1 1.1 0.7 0.4 0.2 0.2 0.2 0.6 0.2 0.7 0.5 0.7 0.7 0.9 0.7 0.9 0.8 1.0 0.9 1.0 1.2

Q14117 Dihydropyrimidinase OS=Homo sapiengGSLIEAFETWR 0.8 0.9 0.7 0.7 0.6 0.4 0.8 0.8 0.6 0.5 0.7 0.6 0.6 0.7 1.0 0.8 0.8 0.8 0.7 0.9 1.4 0.9 0.9 0.9

Q14117 Dihydropyrimidinase OS=Homo sapienvVNDDFSEVADVLVEDGVVR 1.4 1.1 0.9 0.8 0.8 0.6 1.3 1.2 0.8 0.7 0.8 0.7 1.0 0.7 1.2 1.1 0.9 0.9 0.7 0.8 1.4 1.1 1.0 1.1

Q13011 Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomeeVMLDAALALAAEISSk 0.8 xxx 1.3 1.5 1.6 0.8 0.7 1.2 0.9 1.2 0.7 0.8 1.4 1.2 1.0 1.4 0.8 1.0 0.8 1.7 0.8 1.7 0.6 0.8

Q08426 Peroxisomal bifunctional enzyme OS=HgQGLTGPTLLPGTPAR 1.1 1.0 1.1 0.8 1.0 0.7 1.2 1.1 2.0 1.0 1.6 2.8 1.6 1.2 2.1 1.3 1.0 1.2 1.0 0.9 0.9 0.8 0.9 0.9

Q08426 Peroxisomal bifunctional enzyme OS=HlTGVPAALDLITSGR 0.7 0.7 0.7 0.5 0.6 0.6 1.0 1.2 1.6 0.6 1.2 2.2 2.4 1.4 3.1 1.3 0.7 0.8 1.0 1.1 1.1 0.9 1.1 1.0

Q08426 Peroxisomal bifunctional enzyme OS=HvSDLAGLDVGWk 1.0 0.6 1.2 0.8 0.8 0.5 1.2 0.9 1.3 0.8 1.1 1.5 2.2 1.2 2.7 1.2 0.9 1.2 1.0 1.0 1.1 0.9 1.1 0.9

P54868 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, gLEAFGGLk 0.8 1.1 0.7 0.4 0.7 xxx 1.5 0.5 0.8 0.7 0.8 0.6 0.4 0.4 0.4 0.9 1.6 0.5 1.5 0.8 0.8 0.7 1.0 0.9

P54868 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, lEVGTETIIDk 1.2 1.4 1.4 1.1 1.4 1.0 1.7 0.5 0.9 0.9 1.1 0.6 0.5 0.5 0.5 1.1 1.4 1.1 1.5 1.0 0.8 0.8 1.0 0.9
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P54868 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, lVSSTSDLPk 1.2 1.1 1.0 0.7 0.8 0.5 1.5 0.6 1.1 0.7 1.1 0.6 0.2 0.2 0.3 0.8 1.5 0.3 1.2 0.9 0.9 0.8 1.0 1.0

Q96HR9 Receptor expression-enhancing proteinnLVTEVLGALEAk 0.7 1.4 0.9 0.6 1.1 0.5 0.8 0.5 0.8 1.2 0.7 0.3 0.9 0.5 0.4 1.5 1.3 0.8 0.5 0.6 1.4 0.5 0.9 0.8

H0YNC2 Dehydrogenase/reductase (SDR familylDVLVNNAYAGVQTILNTR 0.9 1.5 1.0 1.3 1.2 0.8 1.1 1.8 2.0 1.3 1.6 1.7 1.0 1.1 0.7 0.9 0.7 0.7 0.9 0.8 1.7 1.1 1.0 1.0

H7C131 3-ketoacyl-CoA thiolase, peroxisomal (aEELGLPILGVLR 1.0 1.0 0.9 0.5 0.9 0.4 0.6 1.4 2.8 0.5 0.9 2.6 1.2 0.4 0.9 1.0 1.1 0.7 1.3 1.1 1.2 1.2 1.0 1.1

H7C342 D-dopachrome decarboxylase (FragmefFPLESWQIGk 0.9 0.6 0.6 0.7 0.6 0.3 0.5 0.4 0.9 0.5 0.5 0.6 1.3 0.6 1.1 0.6 0.8 0.7 0.9 0.7 0.9 1.2 1.0 1.5

P05089 Arginase-1 OS=Homo sapiens GN=AReGLYITEEIYk 1.1 1.1 1.0 0.7 1.1 0.9 0.9 0.9 0.8 0.6 0.9 0.7 0.5 0.6 0.9 0.8 1.4 0.7 0.9 1.2 1.1 1.1 1.0 0.7

P05089 Arginase-1 OS=Homo sapiens GN=ARgGVEEGPTVLR 1.1 1.2 1.3 1.4 1.7 0.7 1.6 1.5 2.5 1.4 1.9 1.2 0.8 1.1 1.4 1.1 1.5 1.4 1.0 1.0 1.1 0.9 1.1 1.1

P62158 Calmodulin OS=Homo sapiens GN=CAeAFSLFDk 1.1 1.0 1.4 1.4 1.6 0.9 1.4 1.4 1.2 2.3 1.2 1.7 1.1 1.1 1.3 1.6 1.0 1.5 0.9 0.9 1.0 0.8 1.1 1.1

Q5VU59 Tropomyosin 3 OS=Homo sapiens GN=iQLVEEELDR 1.0 1.1 1.1 1.2 1.2 2.3 1.7 1.7 1.4 2.4 1.6 1.2 1.3 1.6 1.0 1.9 1.3 2.4 1.0 1.2 1.1 1.0 1.0 1.0

B7WPK3 Formimidoyltransferase-cyclodeaminaslAEELDVPVYLYGEAAR 1.2 1.4 0.7 0.8 0.8 xxx 0.4 0.4 0.3 0.7 0.4 0.2 0.2 0.2 0.4 0.7 0.5 0.4 1.1 1.1 1.5 1.3 1.0 1.2

E7ENL2 Sulfurtransferase OS=Homo sapiens GaLVSAQWVAEALR 1.0 1.0 0.9 1.4 1.2 0.6 0.7 1.3 1.0 0.8 0.8 1.3 2.7 3.0 0.9 0.8 0.8 0.6 0.9 1.1 0.9 1.1 0.9 0.9

E7ENL2 Sulfurtransferase OS=Homo sapiens GaRPEDVISEGR 1.0 1.4 1.2 1.2 1.3 0.9 1.1 1.6 1.2 1.6 1.5 1.2 1.0 1.3 1.0 1.1 1.0 1.1 0.9 0.9 1.1 0.8 1.0 0.8

P02671 Fibrinogen alpha chain OS=Homo sapigLIDEVNQDFTNR 1.0 1.2 1.4 1.5 1.2 0.9 1.3 1.7 1.3 2.3 2.0 2.3 1.9 2.4 0.9 2.7 1.4 1.3 0.7 1.2 1.4 1.5 0.9 0.8

Q06830 Peroxiredoxin-1 OS=Homo sapiens GNgLFIIDDk 0.7 0.5 0.9 0.7 0.9 0.6 0.9 1.0 0.8 0.4 0.7 0.8 0.6 0.5 0.8 0.6 1.0 0.6 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0

Q06830 Peroxiredoxin-1 OS=Homo sapiens GNlVQAFQFTDk xxx xxx 0.8 0.5 0.8 xxx 1.3 1.3 1.3 0.8 1.1 0.9 1.0 0.5 0.6 1.0 1.5 1.3 1.1 1.0 1.1 0.9 1.0 1.1

Q06830 Peroxiredoxin-1 OS=Homo sapiens GNtIAQDYGVLk 0.8 1.4 1.0 0.7 1.1 0.8 2.0 2.1 2.1 2.0 1.8 1.9 1.5 1.1 1.4 1.6 1.8 1.8 0.9 1.0 1.2 1.0 1.1 1.1

P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPgGNIGDGGGAADR 1.7 2.2 1.3 1.5 1.5 2.9 2.3 3.2 4.4 3.9 2.8 2.0 2.6 2.3 2.6 2.1 2.9 3.2 1.4 1.4 1.1 1.0 1.1 1.0

P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPnAPAIIFIDELDAIAPk 0.7 xxx 0.8 1.1 1.0 0.6 1.1 1.5 1.9 1.8 1.3 1.2 1.9 1.4 1.2 1.0 1.1 1.1 1.0 1.1 1.4 1.0 0.7 1.1

G3XAL0 Malate dehydrogenase OS=Homo sapiiFGVTTLDIVR 1.0 0.9 1.2 0.8 0.9 0.5 1.5 1.5 1.2 1.3 2.2 1.9 1.0 1.2 1.3 1.3 1.1 1.6 1.2 1.0 1.0 0.7 1.0 0.9

G3XAL0 Malate dehydrogenase OS=Homo sapivDFPQDQLTALTGR 1.1 1.1 1.2 1.2 1.0 0.8 1.4 1.9 1.8 1.4 1.9 2.3 1.5 1.5 1.8 1.5 1.3 1.9 1.0 1.0 1.0 0.9 1.1 0.9

Q5JP53 Tubulin beta chain OS=Homo sapiens gHYTEGAELVDSVLDVVR xxx xxx xxx 1.0 0.6 xxx 0.8 1.7 1.4 1.7 1.2 1.1 2.1 1.6 0.9 1.5 1.4 2.1 1.1 1.1 1.1 1.0 0.9 0.7

Q5JP53 Tubulin beta chain OS=Homo sapiens lAVNMVPFPR 0.9 1.2 1.2 1.2 1.1 0.6 0.9 1.2 1.2 1.2 1.0 1.2 1.3 1.6 1.1 1.3 1.1 1.0 1.1 0.9 1.1 0.8 1.2 0.9

B4DFK7 Carbonyl reductase 1, isoform CRA_c OfHQLDIDDLQSIR 1.1 0.8 1.6 1.2 1.4 0.4 1.7 1.7 1.7 1.4 1.2 1.3 1.2 1.2 3.1 1.2 0.9 1.0 1.0 1.0 1.1 0.7 1.2 0.9

B4DFK7 Carbonyl reductase 1, isoform CRA_c OfHqLDIDDLQSIR 1.3 1.6 0.9 0.8 1.0 0.6 1.3 0.8 0.8 1.8 1.1 0.8 0.7 0.6 1.3 0.6 0.4 0.6 1.0 1.1 0.9 0.8 xxx 0.9

E7ERW2 Aspartate aminotransferase OS=HomoiAAAILNTPDLR 0.9 0.9 1.0 0.9 1.0 0.5 0.8 1.2 1.0 1.1 1.0 1.2 0.9 0.9 1.0 1.1 1.1 0.8 0.7 1.1 0.9 0.8 0.9 1.1

F5H3L8 Stress-70 protein, mitochondrial OS=HaQFEGIVTDLIR 1.1 1.3 1.6 2.3 1.6 0.8 1.7 2.1 1.8 2.4 3.2 3.1 1.8 1.7 2.1 1.6 1.6 2.2 1.0 1.0 1.1 0.9 1.0 1.1

F5H3L8 Stress-70 protein, mitochondrial OS=HvQQTVQDLFGR 1.0 1.0 0.9 1.2 1.2 0.4 1.4 1.5 1.4 1.4 1.9 2.0 1.4 1.8 1.3 1.3 1.3 1.5 1.1 1.1 1.1 0.8 1.1 0.9

F5H816 Phosphorylase OS=Homo sapiens GNdFNVGDYIQAVLDR 1.0 1.3 0.7 0.3 1.0 0.3 0.5 0.3 0.4 0.6 0.6 0.3 0.2 0.3 0.4 0.7 0.5 0.5 0.9 0.9 1.6 1.3 0.9 0.9

F5H816 Phosphorylase OS=Homo sapiens GNlHSFLGDDVFLR 1.1 1.8 0.9 0.8 1.2 0.7 0.7 0.9 0.7 0.8 0.7 0.9 0.9 1.0 0.8 1.0 0.6 0.7 1.3 1.2 1.2 1.1 0.9 1.1

P49411 Elongation factor Tu, mitochondrial OSlLDAVDTYIPVPAR 1.1 1.2 1.6 1.1 1.6 0.5 1.6 1.3 1.5 1.6 1.7 2.4 0.9 0.9 1.4 1.4 0.9 1.2 0.9 1.1 1.2 1.0 1.2 1.1

P00338 L-lactate dehydrogenase A chain OS=HdLADELALVDVIEDk 0.8 1.9 1.0 1.2 1.6 0.7 1.6 1.4 0.5 1.1 0.9 0.8 1.3 0.6 0.4 1.4 1.0 1.1 0.6 0.6 1.6 1.1 1.0 1.1

Q02252 Methylmalonate-semialdehyde dehydroaFPAWADTSVLSR 1.3 1.2 1.0 0.8 0.8 0.5 1.3 0.9 0.9 0.8 0.8 1.4 1.3 1.3 1.1 1.2 1.2 0.7 0.9 1.1 1.1 0.9 1.2 0.9

Q13228 Selenium-binding protein 1 OS=Homo sePLGPALAHELR 0.9 1.2 0.8 0.8 0.9 0.6 1.9 1.7 1.5 1.2 1.4 1.8 1.6 1.9 1.6 1.3 0.9 1.1 1.0 0.8 0.9 0.8 1.2 0.8

Q13228 Selenium-binding protein 1 OS=Homo siYVVDVGSEPR 1.1 1.3 1.6 1.0 1.0 0.7 1.7 1.4 1.4 1.3 1.2 1.5 0.9 1.2 2.0 1.3 1.0 1.2 1.1 1.1 1.1 1.0 1.1 1.3

F5H7H0 Glutathione S-transferase omega-1 OSgSAPPGPVPEGSIR 1.0 1.1 1.4 1.0 1.1 0.8 0.9 1.1 1.0 0.7 0.8 0.8 0.9 0.9 1.4 1.0 1.0 0.9 0.9 1.1 1.0 1.0 1.2 1.1

F5GYQ4 Glutamate dehydrogenase OS=Homo sdDGSWEVIEGYR 1.2 1.0 0.7 0.6 0.7 0.5 0.7 1.1 0.8 1.3 1.4 0.9 0.8 0.5 1.4 0.9 1.0 0.6 0.7 1.0 1.2 1.1 1.0 0.9

F5GYQ4 Glutamate dehydrogenase OS=Homo shGGTIPIVPTAEFQDR 1.1 1.4 0.9 0.9 1.0 0.6 1.2 1.3 1.3 1.5 1.4 1.4 1.1 1.5 0.9 1.2 1.0 1.1 1.0 1.0 1.0 0.8 1.0 1.1

H0YK49 Electron transfer flavoprotein subunit allEVAPISDIIAIk 1.1 0.6 0.7 0.7 0.8 0.4 1.6 1.3 1.2 1.0 1.3 1.9 1.1 1.1 1.2 1.4 1.0 1.1 0.8 0.8 0.8 0.7 0.8 0.7

D6PXK4 Alpha actinin 4 short isoform OS=HomgYEEWLLNEIR 0.9 1.3 1.2 1.0 1.0 1.3 1.6 1.8 1.7 2.3 1.6 1.6 1.3 2.6 1.1 1.5 0.7 1.8 0.9 0.7 1.4 1.1 0.9 1.1

D6PXK4 Alpha actinin 4 short isoform OS=HomlASDLLEWIR 1.0 1.5 1.6 1.4 1.1 2.0 2.0 2.4 1.7 4.1 1.6 2.1 1.4 2.5 1.0 2.6 1.0 2.8 1.0 1.0 1.4 1.1 1.1 1.1

P51570 Galactokinase OS=Homo sapiens GN=eVQLEELEAAR 1.0 1.3 1.5 1.1 1.2 0.8 1.2 1.3 1.5 1.5 1.2 1.0 1.1 1.0 1.0 1.1 1.0 1.4 1.0 0.9 1.1 1.0 1.1 1.1

P68431 Histone H3.1 OS=Homo sapiens GN=HeIAQDFk 1.0 1.0 0.7 0.8 0.7 0.5 0.9 1.2 1.0 1.0 1.1 1.1 1.0 1.2 1.4 1.1 1.0 1.4 0.9 1.4 0.9 0.8 1.2 1.1

P01877 Ig alpha-2 chain C region OS=Homo sasAVQGPPER 1.4 1.8 2.1 1.9 1.0 3.1 1.2 2.5 1.8 1.8 1.2 1.9 1.2 9.8 1.5 1.1 1.4 3.0 0.9 1.0 1.2 1.4 1.1 0.9

D2D4A3 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrovANEPVLAFTQGSPER 1.0 0.9 1.0 1.3 0.9 0.9 1.0 0.9 1.0 1.5 1.4 2.5 1.4 0.6 0.8 1.3 0.9 0.8 0.9 0.8 1.0 0.8 1.2 1.2

B4DYP2 Trifunctional enzyme subunit alpha, mittVLGTPEVLLGALPGAGGTQR 0.7 0.8 0.8 0.8 0.8 0.6 0.8 1.1 0.9 1.1 1.1 1.7 1.7 1.6 1.0 1.2 0.9 0.7 0.9 1.1 1.1 0.8 1.0 0.9

Q6IQ15 EEF1A1 protein OS=Homo sapiens GNiGGIGTVPVGR 1.1 0.9 1.4 1.1 1.2 0.7 1.1 0.9 0.8 1.6 1.1 0.7 1.2 1.3 1.1 1.4 1.4 2.3 1.0 0.9 1.1 1.0 1.2 1.4

Q6IQ15 EEF1A1 protein OS=Homo sapiens GNyYVTIIDAPGHR 0.7 0.7 0.8 0.7 0.6 0.4 1.4 1.2 1.0 1.3 1.3 1.1 0.5 0.4 0.5 0.5 0.8 0.4 1.0 1.1 1.1 0.9 1.0 0.9

F2Z3K5 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--prosIVEEIEDLVAR 1.1 1.3 1.3 1.6 1.2 0.9 0.9 1.2 1.0 1.7 1.0 0.9 1.2 0.7 0.9 1.2 1.2 1.1 0.8 0.7 1.7 1.2 0.9 1.4

P16403 Histone H1.2 OS=Homo sapiens GN=HaLAAAGYDVEk 1.0 1.7 1.3 1.5 1.4 0.6 1.9 1.4 1.5 3.9 1.6 1.7 0.9 1.2 1.2 1.3 1.2 2.2 1.1 1.1 1.0 0.9 1.1 1.0

P16403 Histone H1.2 OS=Homo sapiens GN=HaSGPPVSELITk 0.9 1.1 1.0 1.1 1.1 0.7 1.9 1.4 1.4 4.0 1.7 1.8 0.9 1.1 2.2 1.2 1.0 2.2 0.9 1.0 0.9 1.0 0.9 0.8

P30041 Peroxiredoxin-6 OS=Homo sapiens GNlSILYPATTGR 1.0 1.2 1.2 1.2 0.9 0.6 1.7 1.2 1.3 1.8 1.4 1.1 0.9 1.4 2.2 1.2 1.0 1.1 1.0 1.0 1.0 0.9 1.1 1.1

P36542 ATP synthase subunit gamma, mitochoeLIEIISGAAALD 0.9 1.1 1.1 1.4 1.1 1.3 1.0 1.2 1.3 1.8 1.4 1.2 0.8 0.9 1.1 1.7 0.9 1.0 0.9 1.1 1.4 1.6 1.0 1.1

P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotelFIGGLSFETTEESLR 1.0 1.3 1.3 1.9 2.2 0.8 1.6 1.4 1.4 2.4 1.4 1.3 1.5 1.4 1.1 1.3 1.1 1.5 1.0 1.1 1.3 1.2 1.1 1.0

B8ZZL8 10 kDa heat shock protein, mitochondrvLLPEYGGTk 1.0 1.0 0.9 0.7 0.6 0.8 1.6 2.6 1.8 1.8 3.7 3.6 2.9 2.6 1.2 0.8 0.8 1.4 0.8 1.0 1.0 1.1 0.9 0.9

B4DUP0 Elongation factor 1-gamma OS=Homo iLGLLDAYLk 1.4 2.0 1.9 1.7 2.1 1.1 1.8 1.9 1.6 2.8 1.6 1.4 1.7 1.5 1.0 2.4 1.8 1.9 1.1 1.0 1.2 0.8 1.1 1.0

D6RER0 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 OSvLQPTVFPVVPR 1.2 2.0 0.9 0.7 0.9 0.5 1.2 0.5 0.5 1.0 0.7 0.4 0.6 0.4 0.5 1.0 0.8 0.6 0.8 0.9 1.0 1.0 1.1 1.2

H3BTX9 Acyl-coenzyme A synthetase ACSM2BgNVLPPGTEGDIGIR 1.1 1.0 1.2 1.0 1.0 0.9 1.0 1.1 0.9 1.0 0.9 1.6 0.7 2.1 1.1 1.1 1.0 0.8 0.9 1.2 0.9 0.9 1.1 1.0

P30043 Flavin reductase (NADPH) OS=Homo slQAVTDDHIR 0.8 1.0 1.3 1.2 1.0 0.7 1.3 1.8 1.2 1.1 1.6 1.2 1.2 2.1 1.6 1.5 1.2 1.4 1.3 1.2 1.4 0.9 1.9 0.8

Q9Y2S2 Lambda-crystallin homolog OS=Homo iFAQLDSIIDDR 0.9 1.3 1.0 0.6 0.8 0.5 0.6 0.8 0.6 0.8 0.4 0.8 1.0 1.1 1.9 1.2 0.7 0.6 0.9 1.2 1.3 1.2 1.1 1.0

P07737 Profilin-1 OS=Homo sapiens GN=PFN1tFVNITPAEVGVLVGk xxx xxx 0.9 xxx 1.8 xxx 1.6 1.1 0.9 2.2 1.4 0.6 0.8 1.4 1.2 1.2 1.1 2.2 1.0 0.9 1.0 0.8 1.1 1.0

A6NLG9 Biglycan OS=Homo sapiens GN=BGNiQAIELEDLLR 1.3 1.0 0.9 1.2 1.2 2.2 1.1 1.2 1.1 1.8 1.0 1.1 1.4 1.3 0.7 1.1 1.1 2.4 1.1 0.9 0.9 1.3 0.8 0.8

B4DF46 Amine oxidase [flavin-containing] A OSdVPAVEITHTFWER 0.7 xxx 1.0 0.7 0.7 0.4 1.5 1.5 1.5 2.4 1.3 1.9 0.9 1.1 1.1 1.3 1.3 1.1 1.0 1.0 1.3 1.1 1.1 1.1

B7ZBK6 Aminolevulinate, delta-, dehydratase (FgSAADSEESPAIEAIHLLR 1.0 1.3 1.1 0.9 1.9 0.7 1.6 1.2 1.6 1.2 1.9 1.7 1.4 1.1 1.2 1.2 1.1 1.2 1.2 1.2 1.3 1.2 1.2 1.2

E7EPB3 60S ribosomal protein L14 OS=Homo slVAIVDVIDQNR 0.8 1.1 1.4 1.5 1.3 0.9 1.7 1.8 2.1 1.9 1.5 1.2 1.4 1.4 1.2 1.5 1.1 1.4 1.0 1.1 1.3 0.9 1.0 0.8

F8WF32 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--proaTSFLLALEPELEAR 1.0 1.1 1.4 1.2 1.1 0.6 0.7 1.0 1.5 1.3 1.8 1.0 0.8 1.3 1.1 0.9 1.6 1.5 0.8 0.9 1.2 0.8 1.1 0.8

E9PBP5 Aldo-keto reductase family 1 member ClAIEAGFR 1.0 1.2 1.3 1.2 1.4 0.6 2.9 2.8 4.5 1.3 2.5 1.6 2.4 2.3 2.5 1.2 1.0 1.2 1.1 1.3 1.1 0.9 1.1 1.1

P05141 ADP/ATP translocase 2 OS=Homo sapdFLAGGVAAAISk 0.7 0.2 0.6 0.2 0.2 xxx 0.9 1.0 1.6 0.3 0.7 1.0 0.9 0.4 1.3 1.4 0.9 0.8 0.8 1.1 0.8 0.6 1.0 0.9

O95831 Apoptosis-inducing factor 1, mitochondsATEQSGTGIR 2.1 4.7 2.3 1.8 2.4 1.6 2.1 3.2 2.7 3.1 2.6 1.7 1.4 2.2 2.1 2.7 2.8 2.4 1.2 1.9 1.5 1.1 1.5 1.1

Q00796 Sorbitol dehydrogenase OS=Homo saplENYPIPEPGPNEVLLR 1.0 xxx 1.1 0.9 1.2 0.9 0.7 0.9 2.3 0.5 0.7 1.1 0.6 0.6 2.0 1.5 1.0 0.6 1.3 1.2 1.3 1.1 1.2 1.3

O75874 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoptVEAEAAHGTVTR 1.3 1.5 2.3 1.6 1.4 1.6 2.0 2.5 2.6 3.1 1.8 2.2 1.5 1.5 1.4 1.6 1.7 1.6 1.1 1.1 1.0 1.0 0.9 1.0

B4DFL2 Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=dIFQEIFDk xxx 1.4 0.6 0.9 0.8 0.8 1.5 0.8 0.6 1.6 0.9 0.8 1.3 0.9 0.5 1.4 0.7 0.9 0.7 0.7 1.3 0.8 1.1 1.1

B4DFL2 Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=lILPHVDIQLk 1.1 1.0 1.0 1.2 1.0 0.7 1.8 0.8 0.7 1.4 1.7 1.1 1.5 1.0 0.9 1.3 0.8 1.1 0.8 1.0 1.0 0.9 1.1 1.0

F5GYC1 ATP-binding cassette sub-family D memvLGELWPLFGGR 1.1 1.2 1.5 1.1 1.2 0.7 1.5 1.0 2.3 1.4 1.5 2.3 1.9 1.5 0.8 0.9 1.0 1.2 0.9 1.0 1.2 1.0 0.7 0.8

F8WEU4 Cytochrome b5 OS=Homo sapiens GNfLEEHPGGEEVLR 1.0 1.1 1.0 1.3 0.9 0.4 1.3 1.1 1.6 1.2 1.2 1.0 0.7 1.0 1.3 1.2 1.5 1.1 0.9 1.2 1.1 0.9 1.2 1.0

Q96KP4 Cytosolic non-specific dipeptidase OS=tVFGVEPDLTR 1.3 1.7 1.2 1.3 1.1 0.8 1.7 1.3 1.3 1.3 1.3 1.4 1.3 1.4 1.2 1.4 1.1 1.6 1.0 1.2 1.1 1.0 1.3 1.4

P42765 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrialdFTATDLSEFAAk 1.1 xxx 0.9 0.9 1.4 0.4 2.4 1.0 1.1 0.5 1.1 0.7 0.6 0.3 0.7 0.7 0.6 0.4 1.3 1.0 0.9 0.6 1.3 1.2

H0YNE3 Proteasome activator complex subunit iSELDAFLk 1.0 0.6 1.4 0.8 1.9 0.6 1.2 1.1 1.1 1.7 1.0 1.5 0.7 1.2 1.1 1.3 1.0 1.2 1.3 0.8 0.9 1.1 1.2 1.0

O95154 Aflatoxin B1 aldehyde reductase membfYAFNPLAGGLLTGk 0.8 0.8 0.7 0.6 0.5 0.3 0.7 0.8 1.1 0.6 0.5 0.7 0.6 1.0 1.0 1.0 0.7 0.5 1.5 1.0 0.9 0.8 1.0 0.8

Q7Z5P4 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenaselWPVLETDEVVR 1.3 0.7 1.1 0.6 1.1 0.4 0.7 0.8 0.7 0.8 0.8 0.8 1.0 1.0 2.9 1.0 1.9 1.1 0.5 1.3 1.3 1.5 0.9 0.6

P19105 Myosin regulatory light chain 12A OS=fTDEEVDELYR 1.1 1.3 1.2 1.0 1.2 1.2 1.1 1.1 1.4 1.4 1.5 1.2 1.0 1.4 1.4 1.7 1.2 1.7 1.0 0.9 1.1 0.8 1.1 0.9

P05387 60S acidic ribosomal protein P2 OS=HiLDSVGIEADDDR 0.8 1.3 1.4 1.1 1.0 0.7 1.5 1.5 1.9 2.0 1.5 1.3 2.1 1.4 1.6 1.9 1.8 1.8 1.0 1.0 1.0 0.8 1.2 0.9

P62857 40S ribosomal protein S28 OS=Homo seGDVLTLLESER 1.0 1.0 1.5 1.6 1.3 0.8 1.6 2.0 2.3 2.6 1.8 1.8 1.6 1.5 1.4 1.6 1.1 1.4 1.0 0.9 1.1 0.9 1.2 1.0

P23526 Adenosylhomocysteinase OS=Homo svADIGLAAWGR 0.9 1.5 1.0 1.1 1.1 0.8 1.1 1.6 1.0 1.8 1.6 1.8 1.2 1.1 1.3 1.5 1.5 1.6 0.9 1.0 1.1 1.1 1.0 1.2

B3KQ63 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase aFEEEQNLR 1.1 0.9 0.9 0.9 0.8 0.8 0.8 0.9 1.0 1.1 1.1 0.9 0.7 0.8 1.0 1.3 0.9 1.0 1.0 0.9 1.0 0.8 1.1 0.9

B4DTM7 Uncharacterized protein OS=Homo sapaIPDLTAPVAAVQAAVSNLVR 0.7 1.9 1.0 1.1 1.2 1.1 0.7 0.7 0.8 0.7 1.1 0.7 1.0 0.9 0.6 1.3 0.9 1.3 0.8 xxx 0.8 1.0 0.8 0.8

B4E2S7 Lysosome-associated membrane glycogILTVDELLAIR 0.9 0.9 1.1 1.1 1.2 0.9 1.4 1.6 2.3 2.0 1.9 2.0 2.0 1.9 1.3 1.4 1.7 1.8 1.0 0.9 1.2 1.1 0.9 0.8

C9JH92 Quinone oxidoreductase (Fragment) OSvFEFGGPEVLk 1.0 xxx 1.2 xxx 0.6 0.6 1.7 1.4 1.5 1.7 1.2 2.6 2.0 1.4 1.2 1.2 1.0 1.1 1.0 1.0 1.0 0.8 1.1 1.2

D6RCN3 Annexin A5 OS=Homo sapiens GN=ANgTVTDFPGFDER 1.1 0.9 1.2 1.5 1.2 1.1 0.9 1.0 1.0 1.8 1.2 1.2 1.0 1.0 0.9 1.1 1.6 1.4 0.8 0.9 0.9 0.7 0.9 1.0

E7EW08 Serine hydroxymethyltransferase OS=HaLSEALTELGYk 0.6 0.4 0.5 0.4 0.5 0.3 0.9 0.2 0.2 0.2 0.6 0.2 0.6 0.8 0.7 0.8 1.1 0.7 0.7 0.8 0.9 1.0 0.9 0.9

F8W696 Apolipoprotein A-I OS=Homo sapiens GvSFLSALEEYTk 1.3 1.9 1.0 1.1 1.2 0.7 1.1 0.9 1.3 1.2 0.9 1.4 1.2 0.9 0.8 0.8 1.0 1.1 1.0 0.9 1.3 1.2 0.9 1.2

F5H451 Cytochrome P450 2C9 OS=Homo sapieALIDLGEEFSGR 1.1 1.0 0.9 0.8 0.9 0.4 0.8 0.8 1.0 0.8 1.2 0.8 0.7 0.8 0.8 1.1 1.2 0.8 0.9 1.0 1.0 0.9 1.3 0.7

G3V2B8 Methylenetetrahydrofolate dehydrogenatDTESELDLISR 1.1 1.5 0.9 0.9 0.8 0.6 1.0 0.9 1.1 0.9 0.8 1.1 1.1 0.7 1.0 1.2 0.8 1.4 0.9 0.9 1.0 0.9 1.0 1.1

E9PKW4 Sulfotransferase 1A2 OS=Homo sapieniLEFVGR 1.5 0.9 1.2 1.4 1.1 0.8 0.2 0.5 2.2 0.5 0.4 0.3 0.3 0.4 2.2 1.4 0.8 0.4 0.9 2.2 1.2 0.3 1.7 0.3

E7EN05 Sulfurtransferase OS=Homo sapiens GtYEQVLENLESk 1.3 0.8 1.1 1.0 1.1 0.6 1.6 1.1 1.2 0.8 0.7 1.1 1.7 1.1 2.4 1.6 1.5 1.7 0.9 xxx xxx 1.0 0.9 xxx

D6W5E6 UDP-glucose pyrophosphorylase 2, isosFENSLGINVPR 1.0 1.3 1.0 0.6 0.6 0.5 1.0 1.0 1.1 0.7 0.6 0.9 0.7 0.8 0.8 0.9 0.6 0.6 0.9 1.1 1.2 1.1 1.0 1.2
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Classification hiérarchique par biopsie et par peptide. 

Tous les peptides 

Peptides significatifs seuls 
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Test non paramétrique Rank Product 

Protéines surexprimées dans les tumeurs (FRD<0.005) 

 

 

  

Swiss Prot Gene Name Peptides Function

A8K092 ATP5A1 ATP synthase subunit alpha 1 energy

P06576 ATP5B ATP synthase subunit beta, mitochondrial 1 energy

F8W7G7 FN1 Fibronectin 1 ECM

P16403 HIST1H1C Histone H1.2 1 DNA binding

Q96KK5 HIST1H2AH Histone H2A type 1-H 4 DNA binding

O60814 HIST1H2BK Histone H2B type 1-K 3 DNA binding

P62805 HIST1H4A Histone H4 2 DNA binding

H7BY16 NCL Nucleolin (Fragment) 1 DNA binding

Q5TCJ4 LMNA Lamin A/C 2 DNA/nucleus stability

E7EPB3 RPL14 60S ribosomal protein L14 1 ribosome

P05387 RPLP2 60S acidic ribosomal protein P2 1 ribosome

P62857 RPS28 40S ribosomal protein S28 1 ribosome

B4DUP0 EEF1G Elongation factor 1-gamma 1 ribosome binding

Q5T6W1 HNRNPK Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 1 Pre-mRNA preocessing

P07900 HSP90AA1 Heat shock protein HSP 90-alpha 4 protein folding

P14625 HSP90B1 Endoplasmin 4 protein folding

F8VZJ4 HSPA1B Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 4 protein folding

P11021 HSPA5 78 kDa glucose-regulated protein 1 protein folding

F5H3L8 HSPA9 Stress-70 protein, mitochondrial 2 protein folding

P10809 HSPD1 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 3 protein folding

F8WE65 PPIA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 2 protein folding

B7Z254 PDIA6 Protein disulfide-isomerase A6 1 protein folding & transport

P51148 RAB5C Ras-related protein Rab-5C 1 protein folding & transport

P55072 VCP Transitional endoplasmic reticulum ATPase 1 protein folding

P22314 UBA1 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 1 proteasome

F5H6Q2 UBC Ubiquitin (Fragment) 2 proteasome

E9PAU8 CES1 Liver carboxylesterase 1 2 detoxification

P07099 EPHX1 Epoxide hydrolase 1 2 detoxification

P06733 ENO1 Alpha-enolase 1 glycolysis

E7EUT4 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 glycolysis

B4E1H9 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 glycolysis

B7Z5D8 TPI1 Triosephosphate isomerase 1 Glycolysis and gluconeogenesis 

G3XAL0 MDH2 Malate dehydrogenase 1 Krebs cycle

O75874 IDH1 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 1 Krebs cycle, lipid synthesis

E1B6W5 SCP2 Non-specific lipid-transfer protein 1 lipid transport, steroid metabolism 

B4E2S7 LAMP2 Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 1 Tumor induced

D6PXK4 ACTN4 Alpha actinin 4 short isoform 1 cytoskeleton

P62158 CALM1 Calmodulin 1 cytoskeleton

P19105 MYL12A Myosin regulatory light chain 12A 1 cytoskeleton

H0YI43 MYL6 Myosin light polypeptide 6 (Fragment) 1 cytoskeleton

Q5VU59 TPM3 Tropomyosin 3 1 cytoskeleton

Q9BQE3 TUBA1C Tubulin alpha-1C chain 2 cytoskeleton

Q5JP53 TUBB Tubulin beta chain 1 cytoskeleton

B0YJC4 VIM Vimentin 1 cytoskeleton

P07237 P4HB Protein disulfide-isomerase 1 protein folding

Q06830 PRDX1 Peroxiredoxin-1 1 anti-oxidant

B1ALW1 TXN Thioredoxin 1 anti-oxidant

P01877 IGHA2 Ig alpha-2 chain C region 1 Antibody

O95831 AIFM1 Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial 1 apoptosis factor
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Protéines sous exprimées dans les tumeurs (FRD<0.005) 

 

  

Swiss Prot Gene Name Peptides Function

P07327;P00326 ADH1A Alcohol dehydrogenase 1A 7 Détoxification

F5HB16;P00326 ADH1B Alcohol dehydrogenase 1B 3 Détoxification

P08319 ADH4 Alcohol dehydrogenase 4 5 Détoxification

O95154 AKR7A3 Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 3 1 Détoxification

P30837 ALDH1B1 Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial 1 Détoxification

P09210 GSTA2 Glutathione S-transferase A2 1 detoxification, oxidative stress

H7C342 DDT D-dopachrome decarboxylase (Fragment) 1 Redox regulation

Q06830 PRDX1 Peroxiredoxin-1 1 Redox regulation

P02768 ALB Serum albumin 2 Blood component

P68871 HBB Hemoglobin subunit beta 2 Blood component

O75891 ALDH1L1 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase 2 Metabolism

B7WPK3 FTCD Formimidoyltransferase-cyclodeaminase 1 Metabolism

P07148 FABP1 Fatty acid-binding protein, liver 4 Lipid transport

D6RER0 ACSL1 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 1 Lipid metabolism

P30084 ECHS1 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial 3 lipids catabolism

Q14117 DPYS Dihydropyrimidinase 1 Metabolism

P05062 ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase B 2 Glycolysis

P09467 FBP1 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 2 Glycolysis

E7EUT4 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 Glycolysis

F5H816 PYGL Phosphorylase 1 Glycogenolysis

D6W5E6 UGP2 UDP-glucose pyrophosphorylase 2, isoform CRA_b 1 Gluconeogenesis

Q16822 PCK2 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], mitochondrial 1 Gluconeogenesis

Q93088 BHMT Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1 1 AA metabolism

E7EW08 SHMT1 Serine hydroxymethyltransferase 1 AA metabolism

P27797 CALR Calreticulin 1 Protein folding

P00966 ASS1 Argininosuccinate synthase 1 Urea cycle

P31327 CPS1 Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial 4 Urea cycle

Q6IQ15 EEF1A1 EEF1A1 protein 1 Translation factor

P35579 MYH9 Myosin-9 1 Cytoskeleton
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2. Fraction purifiée par TiO2. 

Ratios pour les tumeurs (série 1 à 3) et les non-tumeurs (série 4). (rouge : ratio >2, vert : ratio <0.5) 

 

Acc. Name Peptide 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6

B7Z1L3 Membrane-associated pgDQPAAsGDSDDDEPPPLPR_1P_0au0.8 1.0 1.8 1.3 1.8 1.0 0.9 1.1 0.9 1.1 1.0 1.4 0.8 1.0 1.9 2.0 1.3 1.2 1.0 1.1 1.0 1.2 0.9 1.1

Q9H1E3 Nuclear ubiquitous caseeEDEEPEsPPEk_1P_0autresModif_ 0.7 1.1 1.7 2.1 1.8 1.1 1.1 1.3 1.1 2.2 2.3 2.1 1.6 1.7 1.5 1.6 1.2 1.2 1.0 1.1 0.8 1.1 1.1 1.2

Q9H1E3 Nuclear ubiquitous casevVDYSQFQEsDDADEDYGR_1P_0autre0.7 0.8 1.7 1.8 1.3 1.2 0.8 0.8 0.7 2.5 1.6 1.6 1.2 1.3 1.6 1.3 1.1 0.8 1.2 1.3 0.8 1.2 0.8 1.2

P35579 Myosin-9 OS=Homo sapgAGDGsDEEVDGk_1P_0autresModif_0.8 0.5 1.0 1.3 1.2 2.2 1.6 1.0 0.9 1.6 1.8 1.3 0.7 1.2 0.9 1.1 0.9 1.8 1.0 1.3 0.6 1.0 1.3 1.0

F5H4D6 Ras GTPase-activating psSsPAPADIAQTVQEDLR_1P_0autresM0.8 1.0 1.6 1.9 1.4 1.6 1.6 1.4 1.3 1.9 2.0 1.5 2.1 1.7 1.8 1.5 1.1 1.6 1.1 1.1 1.1 1.0 1.0 0.9

F5H4D6 Ras GTPase-activating psSsPAPADIAqTVQEDLR_1P_1autresM0.6 1.0 1.1 1.8 1.2 1.7 1.6 1.3 1.4 1.9 2.4 1.7 1.5 1.2 1.3 1.2 0.9 1.2 0.8 0.9 0.9 0.8 1.0 0.8

B4E2T8 Calnexin OS=Homo sapaEEDEILNRsPR_1P_0autresModif_ 0.9 1.0 2.2 2.0 1.8 0.8 0.6 1.6 2.3 1.2 2.1 2.5 2.2 1.3 1.3 1.7 1.5 1.2 1.1 1.1 0.9 0.7 1.2 0.8

B4E2T8 Calnexin OS=Homo sapaEEDEILnRsPR_1P_1autresModif_ 0.8 1.1 1.4 1.3 1.1 0.7 0.7 1.3 1.6 1.0 1.5 1.7 1.4 1.1 1.2 1.2 1.2 1.1 0.9 1.2 0.8 1.0 1.0 1.0

C9J4K3 Fructose-bisphosphate agILAADEsVGTmGNR_1P_1autresModif0.8 0.7 1.0 0.7 0.8 0.8 0.9 0.9 0.7 0.8 0.9 1.0 1.0 0.6 0.9 1.0 1.0 0.7 1.2 1.0 1.1 1.0 0.9 1.1

P62258 14-3-3 protein epsilon OaAFDDAIAELDtLSEESYk_1P_0autresM1.0 1.3 0.9 0.7 0.8 0.9 1.1 0.7 0.9 1.0 1.5 0.8 0.7 0.6 1.3 0.6 1.1 0.9 1.3 1.3 1.2 1.5 1.1 1.1

Q9UQ35 Serine/arginine repetitiverPsPQPSPR_1P_0autresModif_ 0.9 1.5 1.7 1.8 1.7 1.3 1.5 1.8 1.2 1.9 1.5 1.4 1.9 1.5 1.5 1.3 1.2 1.4 1.1 1.3 1.0 1.2 1.0 0.9

Q9UQ35 Serine/arginine repetitiverPsPQPsPR_2P_0autresModif_ 1.4 2.1 1.8 2.5 1.9 2.4 1.7 1.7 1.1 1.8 1.6 1.7 1.0 1.7 1.1 1.0 0.8 1.3 1.3 2.6 1.6 0.8 0.8 0.9

Q9UQ35 Serine/arginine repetitivesSsPVTELASR_1P_0autresModif_ 0.7 0.9 1.4 1.3 1.2 1.3 1.6 1.6 1.0 1.5 1.6 1.3 1.2 1.5 1.6 1.2 1.0 1.4 0.9 1.2 1.3 1.1 1.1 1.1

O14745 Na(+)/H(+) exchange regsASsDTSEELNSQDSPPk_1P_0autresM0.4 0.4 0.8 0.6 0.8 0.7 1.2 1.0 1.0 0.9 1.3 1.4 1.4 0.4 0.8 0.9 1.7 0.6 1.9 0.7 0.5 0.8 1.1 1.1

P08238 Heat shock protein HSPeIsDDEAEEEk_1P_0autresModif_ 0.8 1.0 1.2 1.1 1.3 0.8 1.1 1.4 1.1 0.9 1.7 1.2 1.0 1.3 1.1 0.8 0.7 1.7 0.8 0.9 0.8 1.1 1.1 0.8

B4DU91 Epsin-1 OS=Homo sapitALPtSGSSAGELELLAGEVPAR_1P_01.0 1.1 1.9 0.9 0.9 0.7 1.0 0.8 0.9 1.3 1.1 1.5 1.7 0.8 1.6 1.7 0.9 0.8 1.4 1.0 1.0 1.2 0.9 0.8

G3V1D1 Ferritin OS=Homo sapiehTLGDsDNES_1P_0autresModif_ 3.6 2.4 1.4 0.8 0.8 3.5 0.4 0.9 2.7 1.6 0.5 0.9 0.6 1.0 1.4 1.5 1.4 0.8 0.8 0.6 1.7 1.4 0.7 0.5

G3V1D1 Ferritin OS=Homo sapiehTLGDsDnES_1P_1autresModif_ 2.2 2.6 1.6 1.2 1.1 2.5 0.6 1.4 2.4 1.5 0.7 1.2 0.9 1.4 1.3 1.4 1.1 1.0 0.9 1.2 1.5 1.5 0.9 0.8

F8W1K8 60S acidic ribosomal preEsEEsDEDmGFGLFD_2P_1autresMo0.7 xxx 0.9 1.1 0.8 1.1 1.1 0.9 0.7 1.0 1.1 1.3 1.2 0.6 0.6 1.4 0.9 0.4 1.4 0.7 1.7 1.1 0.8 0.8

P16455 Methylated-DNA--proteingAGATSGsPPAGR_1P_0autresModif_0.9 1.5 1.5 1.2 3.0 1.0 0.4 0.6 0.6 1.1 3.8 0.8 0.6 0.7 0.7 1.5 2.4 0.5 1.5 1.3 0.8 1.7 4.2 1.0

B4DN25 UDP-glucose 6-dehydroiPYAPsGEIPk_1P_0autresModif_ 0.4 0.4 0.4 0.3 0.6 0.3 2.9 0.6 0.3 0.4 0.6 0.3 0.5 0.3 0.5 0.4 0.7 0.5 0.7 0.8 1.0 0.9 0.8 1.5

B4DN25 UDP-glucose 6-dehydrorIPYAPsGEIPk_1P_0autresModif_ 0.8 2.0 1.1 0.7 1.4 0.8 2.7 1.1 0.7 1.0 0.7 0.6 0.4 0.9 0.9 0.7 0.7 1.4 0.7 0.9 1.1 0.9 1.2 0.9

Q8N1C0 CTNNA1 protein OS=HotPEELDDsDFETEDFDVR_1P_0autresM0.9 1.0 0.8 0.8 0.8 1.1 1.2 0.8 0.6 1.2 1.1 0.9 0.6 0.5 0.9 1.3 0.7 0.7 1.0 0.8 1.0 0.9 1.0 1.0

E9PK09 Bcl-2-associated transcrdLFDYsPPLHk_1P_0autresModif_ 0.7 0.7 1.5 1.6 1.5 1.3 1.8 1.6 0.9 3.0 1.6 1.4 1.4 1.2 0.8 1.3 1.3 1.3 1.2 0.9 1.0 1.3 1.0 1.1

P10644 cAMP-dependent proteieDEIsPPPPNPVVk_1P_0autresModif_1.5 0.9 1.0 0.8 0.7 0.9 1.3 1.1 0.8 1.1 1.1 1.0 0.8 0.9 0.6 0.8 0.9 1.1 0.8 0.9 0.8 1.0 1.2 0.9

Q9Y2W1 Thyroid hormone receptoaSAVSELsPR_1P_0autresModif_ 0.8 0.9 1.1 1.0 1.2 1.3 1.2 1.4 0.9 1.4 1.0 1.1 1.3 1.0 1.0 1.0 1.1 1.3 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 1.0

Q9Y2W1 Thyroid hormone receptoiDIsPSTFR_1P_0autresModif_ 0.6 0.6 1.5 1.5 1.6 1.1 1.6 1.8 1.0 1.8 1.2 1.3 1.5 1.1 1.2 1.4 1.2 1.1 1.1 0.9 0.8 0.9 0.8 0.9

B1APG2 Protein kinase, cAMP-detWtLcGTPEYLAPEIILSk_1P_1autresMo0.4 xxx xxx 0.5 xxx 0.7 0.9 0.5 xxx 0.8 1.2 xxx xxx 0.6 xxx 0.6 1.0 0.5 1.1 1.2 1.4 1.2 xxx 1.0

H3BTK3 Calcium-regulated heat stgNVVPsPLPTR_1P_0autresModif_ 0.8 0.8 0.4 0.5 0.7 0.4 1.2 0.5 0.5 0.8 0.5 0.5 0.4 0.4 0.4 0.5 1.1 0.5 1.2 1.3 0.6 0.8 0.6 1.4

H0YEV2 Src substrate cortactin (FlPSsPVYEDAASFk_1P_0autresModif_0.9 0.8 0.4 0.5 0.5 0.8 0.8 0.6 0.5 0.6 0.9 0.7 0.8 0.7 0.7 0.9 0.7 0.6 0.8 1.3 1.0 0.9 1.1 1.2

F8WCJ4 Acetyl-coenzyme A synthsWsPPPEVSR_1P_0autresModif_ 0.5 0.4 0.5 0.7 0.9 0.4 0.6 0.4 0.4 0.4 0.9 0.8 0.5 0.5 0.7 0.9 0.5 0.7 0.8 0.9 1.0 1.0 0.7 1.1

H3BPZ1 3-hydroxyacyl-CoA dehywLDEsDAEmELR_1P_1autresModif_0.8 0.8 1.3 0.8 0.7 0.8 0.7 0.9 0.9 0.9 1.4 1.2 0.7 0.8 2.2 1.1 0.8 0.7 1.3 1.1 1.2 0.8 0.9 0.8

Q09666 Neuroblast differentiationlPsGSGAASPTGSAVDIR_1P_0autresM0.7 1.0 1.2 1.5 1.5 1.4 1.0 1.1 0.9 1.0 0.9 1.2 0.9 1.1 1.1 1.2 1.3 1.0 1.1 1.2 1.0 1.0 1.0 1.1

E9PK06 Elongation factor 1-deltaaTAPQTQHVspMR_1P_1autresModif_0.8 1.5 1.3 1.2 1.1 1.2 0.9 1.2 1.1 1.3 1.3 1.2 0.9 1.1 1.0 0.9 0.9 1.0 1.2 1.1 0.8 1.0 0.9 1.0

Q92882 Osteoclast-stimulating fatLSNAEDYLDDEDsD_1P_0autresModi0.9 xxx 0.8 xxx 1.0 0.9 1.1 1.0 0.9 0.8 1.0 xxx 0.9 0.4 xxx 0.7 0.7 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 0.8

Q8IYB3 Serine/arginine repetitiversPsPAPPPR_2P_0autresModif_ 0.9 1.8 1.6 1.4 1.4 1.6 1.3 1.7 0.9 2.0 1.2 1.6 1.3 1.3 1.3 1.4 1.1 1.3 1.2 1.7 1.2 1.1 1.0 0.9

A8K8G0 Hepatoma-derived growaGDLLEDsPk_1P_0autresModif_ 0.8 0.9 1.0 1.1 0.9 0.9 1.4 0.9 0.7 1.2 1.4 1.5 1.5 1.0 1.7 1.0 1.0 0.8 1.1 0.9 0.9 0.8 0.9 0.9

B3KPE7 Bcl-2-like protein 13 OSssPATSLFVELDEEEVk_1P_0autresMo0.9 1.0 0.8 0.8 0.8 1.6 1.0 0.8 0.5 0.6 0.8 0.6 1.6 0.7 xxx 0.9 0.7 0.6 2.0 1.6 1.2 1.2 1.0 1.6

Q13576 Ras GTPase-activating-yGsIVDDER_1P_0autresModif_ 0.9 0.9 0.3 0.4 0.3 0.4 0.5 0.5 0.4 0.4 0.5 1.0 0.3 0.4 0.8 0.4 0.3 0.4 0.7 0.7 1.2 1.1 1.2 1.2

Q15388 Mitochondrial import receiVsAQSLAEDDVE_1P_0autresModif_1.1 1.2 1.3 0.9 1.1 1.3 1.2 1.0 0.8 0.8 1.1 1.0 1.3 0.9 1.2 1.1 0.9 0.9 0.9 0.9 1.0 0.9 0.8 1.0

Q5JW85 Glutathione S-transferasefLQPGsPR_1P_0autresModif_ 0.7 0.9 1.0 1.4 1.2 0.3 1.0 0.7 0.5 0.2 0.3 0.2 0.2 0.6 0.4 0.5 0.9 0.4 0.6 1.0 0.8 0.6 0.9 1.2

E9PPJ4 Solute carrier organic anvLAVTDsPAR_1P_0autresModif_ 0.9 1.0 1.0 0.5 0.9 0.8 0.8 0.9 0.9 0.7 0.9 1.0 0.7 1.0 0.9 0.9 0.6 0.8 1.0 1.0 1.0 1.1 1.0 0.9

E9PGR8 Tubulin--tyrosine ligase-lssPGQTPEEGAQALAEFAALHGPALR_0.9 1.5 1.9 0.9 1.5 0.9 1.3 1.3 0.9 1.0 1.3 1.7 1.1 0.6 1.1 0.9 0.9 0.5 1.2 1.7 xxx xxx 1.5 1.3

H7BZX1 Sorbin and SH3 domainlGEVTGSPsPPPR_1P_0autresModif_0.7 0.9 0.9 1.1 0.9 1.0 1.1 1.2 0.7 1.1 1.3 1.3 1.0 0.8 1.0 1.0 0.8 1.0 1.1 1.1 1.1 1.1 1.0 1.0

B4DS13 Eukaryotic translation initGsESSQTGTSTTSSR_1P_0autresMod0.6 1.0 0.4 0.8 0.6 1.0 1.1 0.7 0.6 1.9 1.1 0.8 0.6 0.3 0.6 0.7 0.7 0.8 0.9 1.0 0.7 0.8 1.1 0.8

B3KRG5 RNA-binding motif protedVYLsPR_1P_0autresModif_ 0.9 0.9 0.9 1.0 1.4 1.0 1.4 1.2 1.2 1.2 1.2 1.5 1.3 1.0 1.0 1.0 1.6 1.2 1.1 1.1 1.1 1.0 1.2 1.0

O95336 6-phosphogluconolactonfALGLsGGSLVSmLAR_1P_1autresMod1.1 0.7 1.4 0.5 0.6 0.5 0.8 0.6 1.0 1.1 0.7 1.4 xxx 0.6 0.9 1.0 0.9 0.5 1.1 1.1 1.5 1.0 0.9 1.0

P37802 Transgelin-2 OS=Homo nFsDNQLQEGk_1P_0autresModif_ 0.7 0.8 1.0 0.8 0.6 1.0 0.9 0.7 0.9 0.8 1.1 1.0 1.1 0.8 0.8 1.3 1.0 1.3 1.6 0.8 0.9 0.9 0.8 1.0

P40222 Alpha-taxilin OS=Homo rPEGPGAQAPSsPR_1P_0autresModif_1.0 1.4 1.5 1.5 1.4 1.6 1.7 1.6 1.4 2.1 1.3 1.2 1.3 1.3 1.1 1.1 1.1 1.5 1.0 1.1 0.9 0.8 1.1 0.8

B3KMK8 Starch-binding domain-cohsSWGDVGVGGSLk_1P_0autresModif0.7 0.9 0.8 0.7 0.6 0.9 0.4 0.6 0.4 0.5 0.7 0.6 0.4 0.6 1.0 0.8 0.5 0.7 0.8 1.0 1.1 1.0 1.0 0.9

Q15149 Plectin OS=Homo sapiesSsVGSSSSYPISPAVSR_1P_0autresM0.7 1.1 0.6 0.6 0.8 1.3 1.1 0.9 0.7 0.8 1.3 1.5 0.6 0.6 0.7 0.7 0.7 0.8 1.1 0.9 0.8 0.9 1.1 1.2

Q9C0C2 182 kDa tankyrase-1-binvPssDEEVVEEPQSR_2P_0autresModi1.1 0.8 0.8 0.7 1.0 1.1 0.7 0.7 0.5 0.6 0.9 1.5 0.9 0.5 0.7 1.0 1.1 0.6 1.2 1.1 0.8 1.0 0.9 1.0

O95218 Zinc finger Ran-binding deEsDGEYDEFGR_1P_0autresModif_0.7 0.8 0.8 0.8 0.7 0.9 1.0 1.0 0.9 1.1 1.3 1.3 1.0 0.7 0.9 0.8 0.7 0.8 1.0 1.0 0.9 1.0 0.9 1.2

E5RIS7 Transcription elongationePAITSQNsPEAR_1P_0autresModif_0.8 1.0 1.4 1.3 1.7 1.4 1.2 1.5 1.1 1.8 1.7 1.4 1.3 1.4 1.4 1.1 1.1 1.4 1.2 1.1 0.9 1.0 1.0 1.1

F5GXU9 2-oxoisovalerate dehydrsVDEVNYWDk_1P_0autresModif_ 2.6 0.4 0.2 0.3 0.2 0.2 0.4 0.5 0.3 0.2 0.3 0.5 0.7 1.0 0.5 0.4 0.3 1.6 1.0 0.6 1.0 1.2 1.3 0.7

C9JFC3 Uncharacterized protein dVtPPPETEVVLIk_1P_0autresModif_0.8 0.9 1.2 1.0 0.9 1.6 1.1 2.3 2.0 1.8 1.8 1.4 2.5 0.9 2.1 1.3 1.5 0.9 1.0 1.1 1.3 1.0 1.2 0.9

H0YJS7 Protein NDRG2 (FragmetAsLTSAASVDGNR_1P_0autresModif_3.2 2.8 1.0 0.9 0.7 0.8 0.8 0.8 0.7 0.6 0.8 0.9 1.8 0.9 1.0 0.8 0.7 0.6 1.2 1.1 0.9 1.0 1.1 1.0

H7BXD4 Rhotekin OS=Homo saprPsDSGPPAER_1P_0autresModif_ 0.8 1.2 0.8 0.8 0.7 1.2 1.1 1.1 0.7 1.2 1.1 1.0 0.9 1.0 1.0 1.1 0.8 1.0 0.8 1.3 0.9 1.2 0.8 1.3

P35579 Myosin-9 OS=Homo sapdFSALESQLQDTQELLQEENR_0P_0a1.2 0.9 1.1 1.0 0.9 1.7 1.1 1.2 1.0 0.7 0.7 1.3 1.2 1.2 1.1 1.3 1.0 1.1 1.1 1.0 1.3 1.0 1.0 0.9

P35579 Myosin-9 OS=Homo sapdFSALESQLqDTQELLQEENR_0P_1au1.0 1.4 2.4 1.0 1.4 1.5 1.9 0.9 1.3 1.0 1.7 1.4 1.3 0.7 1.2 1.0 0.9 0.8 1.1 1.1 1.1 1.2 0.8 xxx

P35579 Myosin-9 OS=Homo sapiAQLEEELEEEQGNTELINDR_0P_0aut1.0 1.1 1.3 1.3 1.0 1.6 1.2 0.9 1.1 1.5 1.1 xxx 1.0 0.8 1.2 1.5 1.0 1.1 0.8 1.1 1.0 1.0 0.7 1.0

P31327 Carbamoyl-phosphate syiAPSFAVESIEDALk_0P_0autresModif_1.0 0.6 0.7 0.4 0.7 0.2 0.5 0.8 0.2 0.3 0.5 0.3 0.5 1.2 0.3 0.7 0.4 1.2 1.0 0.8 1.0 1.6 1.5 0.8

P31327 Carbamoyl-phosphate syiEFEGQPVDFVDPNk_0P_0autresModi0.9 1.0 0.8 0.7 0.9 0.5 0.6 0.7 0.5 0.5 0.8 0.6 0.5 0.6 0.4 0.7 0.6 0.7 1.1 1.3 1.0 1.2 1.3 1.0

C9J4K3 Fructose-bisphosphate aeLSEIAQSIVAnGk_0P_1autresModif_1.1 1.0 0.7 0.4 0.4 0.4 0.9 0.4 0.4 0.3 0.4 0.4 0.7 0.8 0.7 0.8 0.6 0.9 0.9 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0

C9J4K3 Fructose-bisphosphate aeTTIQGLDGLSER_0P_0autresModif_0.9 0.8 0.6 0.5 0.5 0.6 0.8 0.6 0.4 0.5 0.5 0.5 0.8 1.3 0.6 0.7 0.6 1.5 0.9 0.9 1.1 1.2 1.0 0.9

P62258 14-3-3 protein epsilon OeALQDVEDENQ_0P_0autresModif_ 1.0 0.9 1.1 0.9 0.9 1.3 1.0 0.9 0.8 1.0 1.0 1.1 1.3 1.1 1.2 1.1 0.9 1.0 1.1 1.1 0.9 1.0 1.0 0.9

P62258 14-3-3 protein epsilon OeALqDVEDENQ_0P_1autresModif_ 0.9 1.1 1.4 1.1 1.2 1.4 0.9 1.0 0.9 1.2 0.9 1.2 1.2 1.1 1.4 1.3 1.1 1.3 1.1 1.3 1.2 1.2 1.1 1.0

F8W6P5 LVV-hemorphin-7 (FragmfFESFGDLSTPDAVmGNPk_0P_1autre1.1 1.0 0.8 xxx 0.5 0.8 0.5 0.9 0.6 1.0 0.8 0.5 0.9 1.3 0.9 0.8 0.5 1.3 0.9 1.0 1.1 1.0 0.9 0.8

F8W6P5 LVV-hemorphin-7 (FragmvNVDEVGGEALGR_0P_0autresModif_0.7 0.6 0.4 0.6 0.4 0.7 0.3 0.8 0.3 0.3 0.4 0.8 1.9 2.9 0.6 0.4 0.3 2.2 0.9 1.0 1.0 1.5 0.9 0.6

F8W6P5 LVV-hemorphin-7 (FragmvnVDEVGGEALGR_0P_1autresModif_1.1 0.9 0.8 0.8 0.8 1.2 0.6 0.8 0.6 0.5 0.8 1.2 1.5 1.4 0.9 0.7 0.7 0.9 1.1 1.1 0.9 1.1 0.8 0.9

E7ENY8 Collagen alpha-1(III) chadGSpGEpGAnGLpGAAGER_0P_4autre1.3 1.7 0.5 0.9 0.6 5.5 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2 0.5 0.4 1.0 1.4 1.1 0.6 1.9 1.1 0.9

E7ENY8 Collagen alpha-1(III) chagRpGLpGAAGAR_0P_2autresModif_0.5 1.2 0.6 0.5 0.7 xxx xxx 1.3 xxx 1.0 0.9 1.3 0.8 3.7 0.7 0.7 0.7 4.5 0.9 1.8 0.8 1.7 1.1 0.7

P08238 Heat shock protein HSPeDQTEYLEER_0P_0autresModif_ 0.8 1.2 1.6 1.1 1.5 1.1 1.2 1.7 1.4 0.9 1.4 1.3 1.3 1.2 1.4 1.0 1.1 1.2 1.0 1.0 0.8 0.8 0.9 0.8

Q5T8M8 Actin, alpha 1, skeletal mdSYVGDEAQSk_0P_0autresModif_ 0.7 0.8 0.8 0.9 0.8 1.8 0.9 0.9 0.6 0.8 0.9 0.8 1.0 1.9 0.8 0.9 0.8 2.4 1.1 1.1 0.9 1.0 1.1 0.9

Q5T8M8 Actin, alpha 1, skeletal msYELPDGQVITIGNER_0P_0autresModi0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 1.3 0.7 0.9 0.6 0.7 0.9 0.6 0.8 1.2 0.6 0.9 0.6 1.6 1.2 1.0 1.0 1.2 0.9 0.8

H7BZJ3 Thioredoxin (Fragment) sDVLELTDDNFESR_0P_0autresModif_0.7 0.8 1.5 1.0 0.8 1.1 1.2 0.9 1.0 0.7 0.7 0.8 0.9 0.9 1.1 1.1 1.0 0.9 1.0 1.1 1.0 0.9 1.0 0.9

P05387 60S acidic ribosomal priLDSVGIEADDDR_0P_0autresModif_0.7 0.9 1.1 0.9 0.8 0.9 1.1 1.0 0.6 0.7 0.9 1.0 1.0 0.7 0.9 1.0 0.8 0.8 1.2 1.1 0.9 0.9 1.0 0.9

B4DE78 14-3-3 protein gamma, NdNLTLWTSDQQDDDGGEGNN_0P_0a0.5 0.4 0.6 0.7 0.3 0.6 0.6 0.6 0.7 1.4 1.0 1.4 0.6 0.5 1.5 1.1 0.7 1.1 0.9 0.8 1.0 0.8 0.9 0.9

B4DE78 14-3-3 protein gamma, NdNLTLWTSDQQDDDGGEGNn_0P_1au0.4 xxx 0.8 0.9 0.5 0.8 0.8 0.7 0.6 1.1 1.0 1.1 0.9 0.7 0.9 1.1 1.0 1.0 1.1 0.9 1.1 0.8 1.3 1.1

Q8IUK7 ALB protein OS=Homo tcVADESAENcDk_0P_2autresModif_0.6 1.1 1.1 1.1 1.2 1.7 1.0 0.7 0.4 0.7 1.3 0.6 1.3 1.0 1.0 1.2 1.0 2.6 1.2 1.3 1.0 1.2 1.4 1.0

H0YL80 Tropomyosin alpha-1 chiQLVEEELDR_0P_0autresModif_ 0.9 0.7 0.9 0.8 0.7 3.3 1.0 1.0 0.6 0.7 0.7 0.7 0.8 0.9 0.9 1.4 0.7 1.2 1.1 1.1 0.9 1.1 0.9 0.9

P02452 Collagen alpha-1(I) chaindGEAGAQGpPGPAGPAGER_0P_1aut1.1 1.3 0.6 1.0 0.5 5.8 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 1.7 1.1 1.1 0.9 0.7 1.3 1.1 1.2 0.8 1.4 0.7 0.8

P69905 Hemoglobin subunit alphvGAHAGEYGAEALER_0P_0autresMod1.0 1.7 1.0 0.8 0.8 0.9 0.9 1.1 0.6 0.6 0.7 0.8 0.9 1.5 0.8 0.7 0.7 1.3 1.0 1.4 1.1 1.4 1.4 1.0

B3KQT9 Protein disulfide-isomeravVVAENFDEIVNNENk_0P_0autresMod0.9 0.9 1.2 0.8 0.7 0.8 1.3 1.0 0.9 0.6 0.7 0.8 1.3 1.2 1.2 1.2 0.9 0.9 1.0 0.8 1.2 1.3 1.0 0.8

F8VXI5 Aldehyde dehydrogenasetFVQEDIYDEFVER_0P_0autresModif_1.0 1.0 0.4 0.4 0.7 0.4 0.6 0.4 0.3 0.3 0.4 0.6 1.2 0.6 0.6 0.7 0.5 0.6 0.9 1.0 1.2 1.0 0.9 0.5

P14550 Alcohol dehydrogenase dPDEPVLLEEPVVLALAEk_0P_0autre0.9 xxx 1.4 0.5 1.1 0.5 1.1 0.5 0.5 0.5 0.6 xxx 0.9 0.7 xxx 1.1 1.0 0.8 1.3 1.1 1.2 1.0 1.0 0.7

F5GWR2 60 kDa heat shock proteiQEIIEQLDVTTSEYEk_0P_0autresModi1.1 1.3 0.8 0.7 1.1 0.9 1.3 2.0 0.9 0.8 2.1 2.1 2.4 0.9 1.3 1.4 0.9 1.0 1.2 1.1 1.0 1.3 0.8 0.9

A8MW49 Fatty acid-binding proteiaIGLPEELIQk_0P_0autresModif_ 0.6 0.4 0.2 0.3 0.2 0.3 0.2 0.7 0.2 0.1 0.3 0.3 0.5 1.8 0.2 0.6 0.2 2.3 0.8 0.8 1.0 1.6 1.5 0.5

E7ET24 Tubulin alpha-1B chain OdYEEVGVDSVEGEGEEEGEEY_0P_0a0.9 xxx 1.7 2.0 1.3 1.2 0.6 1.0 0.8 0.6 0.6 0.8 1.5 0.9 1.3 1.2 1.1 1.2 1.1 0.8 1.6 1.2 1.1 0.9

G3V226 Calmodulin OS=Homo sadTDSEEEIR_0P_0autresModif_ 1.2 1.5 1.8 1.2 1.2 1.9 1.1 1.2 1.0 0.8 0.7 1.2 1.4 1.3 1.6 1.5 1.0 1.2 1.6 1.5 1.2 1.3 1.2 1.3

O75874 Isocitrate dehydrogenasedIFQEIYDk_0P_0autresModif_ 1.3 1.1 0.4 0.6 0.8 0.6 1.5 0.6 0.7 0.6 xxx 1.2 1.1 0.8 0.9 0.7 0.9 0.9 1.3 1.0 1.1 1.4 0.9 1.3

B4DDF9 Annexin OS=Homo sapivLLVLcGGDD_0P_1autresModif_ 1.2 1.0 0.7 0.8 0.6 1.1 1.5 0.9 0.4 0.7 0.9 1.2 1.1 0.6 0.7 0.6 0.8 0.9 1.0 1.2 1.2 1.1 1.0 1.5

F5GZQ4 L-lactate dehydrogenasedLADELALVDVIEDk_0P_0autresModif_1.1 0.9 0.7 0.8 0.6 xxx 1.3 1.0 0.4 0.5 0.4 0.6 1.5 0.4 0.4 0.9 1.1 0.6 1.1 0.8 1.5 1.3 0.9 1.0

E7EMC6 Annexin OS=Homo sapieEGGENLDQAR_0P_0autresModif_ 1.2 2.7 2.3 2.0 1.8 1.6 1.2 1.2 0.8 1.4 1.1 1.2 1.5 1.6 1.8 1.4 1.0 1.4 1.1 1.4 1.1 1.1 1.0 0.8
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Classification hiérarchique. 

Tous les peptides 

Peptides significatifs 

Phosphopeptides significatifs 
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Test non paramétrique Rank Product 

Peptides surexprimés dans les tumeurs (F<0.03) 

 

Peptides sous-exprimés dans les tumeurs (FDR<0.03) 

 

  

Swiss-Prot Phos. sites Gene Name Peptides

B4E2T8 0P ANXA6 Annexin eEGGENLDQAR

C9J9W2 0P HSP90AB1 Heat shock protein HSP 90-beta eDQTEYLEER

B4E2T8 0P IGKC Ig kappa chain C region vDNALQSGnSQESVTEQDSk

Q9Y2W1 0P LMNA Lamin A/C eDLQELNDR

P08238 1P AHNAK Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK sNsFSDER

P01834 1P CANX Calnexin sDAEEDGGTVsQEEEDR

Q5TCJ4 1P CANX Calnexin aEEDEILNRsPR

H3BQZ7 1P G3BP1 Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 sSsPAPADIAQTVQEDLR

E5RIS7 1P hCG_2044799HCG2044799 sGDETPGSEVPGDk

Q9UQ35 1P LASP1 LIM and SH3 domain protein 1 (Fragment) rDsQDGSSYR

Q9H1E3 1P LMNA Lamin A/C sGAQASSTPLsPTR

Q9H1E3 1P NUCKS1 Nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinase substrate 1 tSTsPPPEk

Q5TCJ4 1P NUCKS1 Nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinase substrate 1 aTVTPsPVk

F5H4D6 1P PAK4 Serine/threonine-protein kinase PAK 4 rDsPPPPAR

Q9UQ35 1P SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 sSsPVTELASR

O96013 1P SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 rPsPQPSPR

C9J5V9 1P TCEA1 Transcription elongation factor A protein 1 ePAITSQNsPEAR

Q09666 1P THRAP3 Thyroid hormone receptor-associated protein 3 iDIsPSTFR

Q5VUA4 1P YBX1 Nuclease-sensitive element-binding protein 1 (Fragment) nEGsESAPEGQAQQR

E7EMC6 1P ZNF318 Zinc finger protein 318 rSsPPPPPSGSSSR

Q9UQ35 2P SRRM1 Serine/arginine repetitive matrix protein 1 rsPsPAPPPR

Q8IYB3 2P SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 sStPPRQsPSR

Q9UQ35 2P SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 rPsPQPsPR

Swiss-Prot Phos. sites Gene Name Peptides

Q5T8M8 0P ACTA1 Actin, alpha 1, skeletal muscle sYELPDGQVITIGNER

Q5T8M8 0P ACTA1 Actin, alpha 1, skeletal muscle dSYVGDEAQSk

F8VXI5 0P ALDH2 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial tFVQEDIYDEFVER

C9J4K3 0P ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase eLSEIAQSIVAnGk

C9J4K3 0P ALDOB Fructose-bisphosphate aldolase eTTIQGLDGLSER

B4DDF9 0P ANXA4 Annexin vLLVLcGGDD

E7ENY8 0P COL3A1 Collagen alpha-1(III) chain dGSpGEpGAnGLpGAAGER

P31327 0P CPS1 Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial iAPSFAVESIEDALk

P31327 0P CPS1 Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial iEFEGQPVDFVDPNk

A8MW49 0P FABP1 Fatty acid-binding protein, liver aIGLPEELIQk

A8MQC5 0P H2AFV Histone H2A aGLQFPVGR

P69905 0P HBA1 Hemoglobin subunit alpha vGAHAGEYGAEALER

F8W6P5 0P HBB LVV-hemorphin-7 (Fragment) vNVDEVGGEALGR

F5GZQ4 0P LDHA L-lactate dehydrogenase A chain (Fragment) dLADELALVDVIEDk

P05387 0P RPLP2 60S acidic ribosomal protein P2 iLDSVGIEADDDR

H0YL80 0P TPM1 Tropomyosin alpha-1 chain (Fragment) iQLVEEELDR

F8WCJ4 1P ACSS2 Acetyl-coenzyme A synthetase, cytoplasmic sWsPPPEVSR

F5GXU9 1P BCKDHA 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha, mitochondrial (Fragment) sVDEVNYWDk

H3BTK3 1P CARHSP1 Calcium-regulated heat stable protein 1 (Fragment) gNVVPsPLPTR

H0YEV2 1P CTTN Src substrate cortactin (Fragment) lPSsPVYEDAASFk

B4DS13 1P EIF4B Eukaryotic translation initiation factor 4B tGsESSQTGTSTTSSR

Q5JW85 1P GSTA3 Glutathione S-transferase fLQPGsPR

Q13576 1P IQGAP2 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP2 yGsIVDDER

C9JSU1 1P LRRFIP2 Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 2 (Fragment) rGsGDTSSLIDPDTSLSELR

H0YJS7 1P NDRG2 Protein NDRG2 (Fragment) tAsLTSAASVDGNR

B1APG2 1P PRKACB Protein kinase, cAMP-dependent, catalytic, beta (Fragment) tWtLcGTPEYLAPEIILSk

E9PPJ4 1P SLCO2B1 Solute carrier organic anion transporter family member 2B1 vLAVTDsPAR

B3KMK8 1P STBD1 Starch-binding domain-containing protein 1 hsSWGDVGVGGSLk

B4DN25 1P UGDH UDP-glucose 6-dehydrogenase iPYAPsGEIPk

O95218 1P ZRANB2 Zinc finger Ran-binding domain-containing protein 2 eEsDGEYDEFGR

Q9C0C2 2P TNKS1BP1 182 kDa tankyrase-1-binding protein vPssDEEVVEEPQSR
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Analyse phosphoprotéomique pour la recherche de biomarqueurs: développements et applications 

L͛aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue est uŶe ŵĠthode de Đhoiǆ pouƌ la ƌeĐheƌĐhe de ďioŵaƌƋueuƌs. SaŶs à pƌioƌi, 
elle peƌŵet d͛Ġtaďliƌ uŶ Đatalogue de pƌotĠiŶes Ƌui soŶt eǆpƌiŵĠes daŶs uŶe Đellule, uŶ tissu ou uŶ 
organisme eŶtieƌ. Cette appƌoĐhe a ĠtĠ ŵise eŶ œuǀƌe pouƌ uŶe aŶalǇse pƌotĠoŵiƋue de Đellules ĐoliƋues 
cancéreuses et une analyse phosphoprotéomique de biopsies hépatiques. 

L͛Ġtude de Đellules ĐoliƋues ĐaŶĐĠƌeuses tƌaŶsfoƌŵĠes paƌ le gğŶe ĐǇtosiŶe dĠsaŵiŶase et traitées 
par la prodrogue 5-fluorocytosine a été réalisée par électrophorèse bidimensionnelle des extraits protéiques. 
L͛aŶalǇse d͛iŵage a peƌŵis la ƋuaŶtifiĐatioŶ de ϯϱϯ pƌotĠiŶes et isofoƌŵes doŶt ϭϰ soŶt suƌeǆpƌiŵĠes et ϰ 
sous eǆpƌiŵĠes loƌs d͛uŶ tƌaiteŵeŶt paƌ la pƌodƌogue. Paƌŵi les pƌotĠiŶes doŶt l͛eǆpƌessioŶ est affeĐtĠe paƌ 
le tƌaiteŵeŶt, l͛HSPϵϬ pƌĠseŶte uŶ Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ ĐoŶstaŶt ŵais est ideŶtifiĠe sous deuǆ foƌŵes Ƌui 
diffğƌeŶt paƌ leuƌ pI. L͛aŶalǇse paƌ speĐtƌoŵĠtƌie de ŵasse à ideŶtifieƌ une phosphorylation de ser 254 qui 
pourrait contribuer à la régression tumorale. 

Après avoir développé une méthode HPLC-TiO2 pour la purification de phosphopeptides, une analyse 
protéomique de 24 biopsies humaines provenant de carcinomes hépatocellulaires sur foie non fibreux (nf-
CHC) et de tissus sains a été réalisée avec la technologie iTRAQ. Les peptides surexprimés dans les tumeurs 
ĐoƌƌespoŶdeŶt à des pƌotĠiŶes de ĐhoĐ theƌŵiƋues, des pƌotĠiŶes liĠes à l͛ADN/A‘N ;histoŶes, pƌotĠiŶes du 
splicéosome), des protéines de la phase 1 de la détoxification (carboxyestérase, époxide hydrolase), les 
protéines du cytosquelette (actinine, tubuline), des protéines ou enzymes anti-oxydantes (superoxide 
dismutase, thiorédoxine). Les peptides sous-exprimés correspondent à des pƌotĠiŶes du ĐǇĐle de l͛uƌĠe, de la 
détoxification (alcool déhydrogénase) du métabolisme des sucres, des lipides et des acides aminés. Dans la 
fraction TiO2, 19 phosphopeptides sont significativement surexprimés et 15 phosphopeptides sont 
significativement sous exprimés, mettant en en évidence une surreprésentation du motif –(S/T)P- parmi les 
phosphopeptides surexprimés dans les tumeurs. Une activation des proline directed kinases ou une inhibition 
des phosphatases correspondantes est donc probablement un événement caractéristique des nf-CHC. Ces 
peptides/protéines dérégulées sont autant de biomarqueurs potentiels pour le carcinome hépatocellulaire. 
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Phosphoproteomics in cancer biomarkers discovery : chromatographic development and applications 

Proteomic is a method of choice for biomarker research, without a priori, it establishes a directory of 
proteins that are expressed in a cell, tissue or an entire organism. This approach has been implemented for 
proteomic analysis of colon cancer cells and phosphoproteomic analysis of liver biopsies. 

The study of colon cancer cells transformed by the cytosine deaminase and treated with the prodrug 
5-fluorocytosine was performed by two-dimensional electrophoresis. Image analysis allowed the 
quantification of 353 proteins, 14 isoforms are overexpressed and 4 under expressed during treatment with 
the prodrug. Among the proteins whose expression is affected by the treatment, HSP90 has a constant level 
of expression, but is identified in two isoforms that differ in their pI. Mass spectrometry identified 
phosphorylation of ser 254 which could contribute to tumour regression. 

After developed an HPLC- TiO2 method for the purification of phosphopeptides, a proteomic analysis 
of 24 biopsies from human hepatocellular carcinoma on non-fibrous liver (nfCHC) and normal tissue was 
performed with the iTRAQ technology. Peptides overexpressed in tumours correspond to HSPs, DNA / RNA 
binding proteins (histones, spliceosome), proteins form Phase 1 detoxification (carboxyesterase, epoxide 
hydrolase), the cytoskeletal proteins (actinin, tubulin), antioxidant proteins or enzymes (superoxide 
dismutase, thioredoxin). The under-expressed peptides belong to proteins of the urea cycle, the 
detoxification (alcohol dehydrogenase) metabolism of sugars, lipids and amino acids. In the TiO2 fraction, 19 
phosphopeptides are significantly overexpressed and 15 phosphopeptides were significantly under-
expressed. This phosphoproteome has demonstrated an overrepresentation of the (S/T)P pattern among 
overexpressed phosphopeptides, indicating activation of proline-directed kinases in nfCHC or inhibition of 
the corresponding phosphatases. These deregulated peptides/proteins are as potential biomarkers for 
hepatocellular carcinoma. 
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