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La glande thyroïde lieu de synthèse de la thyroglobuline  et des hormones thyroïdiens.

La thyroglobuline est une protéine homodimèrique (PM : 304 515 Da par monomère).



Synthèse des hormones thyroïdiens : T3 et T4 et leur rôle
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Une préparation directe à partir de la glande thyroïde

1 – Excision de la glande thyroïde sur 4 souris

2 – Extraction et solubilisation  des 
protéines de la glande thyroïde

3 – Séparation de l’extrait protéique total 
sur gel  SDS PAGE 1-D 
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4 –Digestion trypsique

6 – Analyse et traitement de données avec Mascot

5 – Nano-LC ESI-MS/MS (CID et HCD)
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Un recouvrement de séquence satisfaisant

• Travail intense pour obtenir un recouvrement maximum avec 3
enzymes:

Tyrosines couvertes – Inter MASCOT - multi enzyme -  Base SwissProt – 1% 
maxi de FP  
 
Total sur la séquence: 76 Y 
Non vues : 9 Y  soit 88% couvertes 
 
MTALVLWVSTLLSSVCLVAANIFE YQVDAQPLRPCELQREKAFLKQAEYVPQCSEDGSFQ
TVQCQNDGQSCWCVDSDGREVPGSRQLGRPTVCLSFCQLHKQRILLGSYINSTDALYLPQ
CQDSGNYAPVQCDLQRVQCWCVDTEGMEVYGTRQQGRPTRCPRSCEIRNRRLLHGVGDRS
PPQCTADGEFMPVQCKFVNTTDMMIFDLIHNYNRFPDAFVTFSSFRGRFPEVSGYCYCAD
SQGRELAETGLELLLDEIYDTIFAGLDQASTFTQSTMYRILQRRFLAIQLVISGRFRCPT
KCEVEQFAATRFGHSYIPRCHRDGHYQTVQCQTEGMCWCVDAQGREVPGTRQQGQPPSCA
ADQSCALERQQALSRFYFETPDYFSPQDLLSSEDRLAPVSGVRSDTSCPPRIKELFVDSG
LLRSIAVEHYQRLSESRSLLREAIRAVFPSRELAGLALQFTTNPKRLQQNLFGGTFLANA
AQFNLSGALGTRSTFNFSQFFQQFGLPGFLNRDRVTTLAKLLPVRLDSSSTPETLRVSEK
TVAMNKRVVGNFGFKVNLQENQDALKFLVSLLELPEFLVFLQRAVSVPEDIARDLGDVME
MVFSAQACKQMPGKFFVPSCTAGGSYEDIQCYAGECWCVDSRGKELDGSRVRGGRPRCPT
KCEKQRAQMQSLASAQPAGSSFFVPTCTREGYFLPVQCFNSECYCVDTEGQVIPGTQSTV
GEAKQCPSVCQLQAEQAFLGVVGVLLSNSSMVPSISNVYIPQCSASGQWRHVQCDGPHEQ
VFEWYERWKTQNGDGQELTPAALLMKIVSYREVASRNFSLFLQSLYDAGQQRIFPVLAQY
PSLQDVPQVVLEGATTPPGENIFLDPYIFWQILNGQLSQYPGPYSDFNMPLEHFNLRSCW
CVDEAGQKLDGTQTKPGEIPACPGPCEEVKLRVLKFIKETEEIVSASNASSFPLGESFLV
AKGIQLTSEELDLPPQFPSRDAFSEKFLRGGEYAIRLAAQSTLTFYQSLRASLGKSDGAA
SLLWSGPYMPQCNMIGGWEPVQCHAGTGQCWCVDGRGEFIPGSLMSRSSQMPQCPTNCEL
SRASGLISAWKQAGPQRNPGPGDLFIPVCLQTGEYVRKQTSGTGTWCVDPASGEGMPVNT
NGSAQCPGLCDVLKSRALSRKVGLGYSPVCEALDGAFSPVQCDLAQGSCWCVLGSGEEVP

Chaque sous unité est composé d’une chaîne peptidique 
de  2766 résidus d’amino acide. Il existe outre a forme 
dominante (SP O08710) deux isoformes CRA_a 
gb|EDL29374.1|(en position 1327 TdevientA) et CRA_b 
gb|EDL29375.1|(idem plus un N-terminal allongé de 14 résidus aa).
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– Trypsine (C ter après K ou R sauf si P),
– Endoproteinase GluC (C ter après E sauf si P)
– Chymotrypsine (Cter après F,L,W,Y)

• Nombre de peptides différents « recouvrants » : 163 conduisant à un
recouvrement de séquence de 43% mais ….

sur 76 tyrosines présentes sur la chaîne 69 sont vues
parmi ces peptides (soit 91%)

NGSAQCPGLCDVLKSRALSRKVGLGYSPVCEALDGAFSPVQCDLAQGSCWCVLGSGEEVP
GTRVVGTQPACESPQCPLPFSGSDVADGVIFCETASSSGVTTVQQCQLLCRQGLRSAFSP
GPLICSLESQHWVTLPPPRACQRPQLWQTMQTQAHFQLLLPPGKMCSVDYSGLLQAFQVF
ILDELITRGFCQIQVKTFGTLVSSTVCDNSSIQVGCLTAERLGVNVTWKLQLEDISVGSL
PDLYSIERAVTGQDLLGRFADLIQSGRFQLHLDSKTFSADTTLYFLNGDSFVTSPRTQLG
CMEGFYRVPTTRQDALGCVKCPEGSFSQDGRCTPCPAGTYQEQAGSSACIPCPRGRTTIT
TGAFSKTHCVTDCQKNEAGLQCDQNGQYQASQKNRDSGEVFCVDSEGRKLQWLQTEAGLS
ESQCLMIRKFDKAPESKVIFDANSPVIVKSSVPSADSPLVQCLTDCANDEACSFLTVSTM
ESEVSCDFYSWTRDNFACVTSDQEQDAMGSLKATSFGSLRCQVKVRNSGKDSLAVYVKKG
YESTAAGQKSFEPTGFQNVLSGLYSPVVFSASGANLTDTHIYCLLACDNDSCCDGFIITQ
VKGGPTICGLLSSPDILLCHINDWRDTSATQANATCAGVTYDQGSRQMTLSLGGQEFLQG
LALLEGTQDSFTSFQQVYLWKDSDMGSRPESMGCERGMVPRSDFPGDMATELFSPVDITQ
VIVNTSHSLPSQQYWLFTHLFSAEQANLWCLSRCAQEPIFCQLADITKSSSLYFTCFLYP
EAQVCDNVMESNAKNCSQILPHQPTALFRRKVVLNDRVKNFYTRLPFQKLTGISIRDKVP
MSGKLISNGFFECERLCDRDPCCTGFGFLNVSQLQGGEVTCLTLNSMGIQTCNEESGATW
RILDCGSEDTEVHTYPFGWYQKPAVWSDTPSFCPSAALQSLTEEKVTSDSWQTLALSSVI
VDPSIKHFDVAHISTAATSNFSMAQDFCLQQCSRHQDCLVTTLQIQPGVVRCVFYPDIQN
CIHSLRSHTCWLLLHEEATYI YRKSGIPLVQSDVTSTPSVRIDSFGQLQGGSQVIKVGTA
WKQVYRFLGVPYAAPPLADNRFRAPEVLNWTGSWDATKPRASCWQPGTRTPTPPQINEDC
LYLNVFVPENLVSNASVLVFFHNTMEMEGSGGQLTIDGSILAAVGNFIVVTANYRLGVFG
FLSSGSDEVAGNWGLLDQVAALTWVQSHIGAFGGDPQRVTLAADRSGADVASIHLLISRP
TRLQLFRKALLMGGSALSPAAIISPERAQQQAAALAKEVGCPTSSIQEVVSCLRQKPANI
LNDAQTKLLAVSGPFHYWGPVVDGQYLRELPSRRLKRPLPVKVDLLIGGSQDDGLINRAK
AVKQFEESQGRTNSKTAFYQALQNSLGGEDSDARILAAAVWYYSLEHSTDDYASFSRALE
NATRDYFIICPMVNMASLWARRTRGNVFMYHVPESYGHGSLELLADVQYAFGLPFYSAYQ
GQFSTEEQSLSLKVMQYFSNFIRSGNPNYPHEFSRKAAEFATPWPDFIPGAGGESYKELS
AQLPNRQGLKQADCSFWSKYIQTLKDADGAKDAQLTKSEEEDLEVGPGLEEDLSGSLEPV
PKSYSK 



Recherche dans la base de données:

Serveur local : MASCOT 2.2.04
Base : SwissProt
Modifications fixe: Carbamidomethyl(C)
Modifications variables : 

Analyse des protéines extraites

Tyrosine 163,176
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Tyrosine 163,176

Diiodo (Y) 251,793296 

Triiodothyronine (Y) 469,716159 

Thyroxine (Y) 595,612807 

Tyr->Dha (Y) -94,041865 

Un traitement lourd :

Première série 80 runs, 26881 MS/MS, 11519 MS/MS non 
redondantes

Deuxième série 18 runs, 6290 MS/MS concernant la seule Tg et 
conduisant à 163 séquences peptidiques uniques (score >35 soit 1% 
de FP) -

Fichiers de données : 

- 39 Go de données brutes

- 4 Go de fichier .mgf

- 6 Go de fichier .dat (Mascot)

- 3000 Mo de traitement sur tableur Excel
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Une modification qui résiste au mode de fragmentation CAD ou 
HCD…
Les liaisons iode-noyau phénolique de la tyrosine ne sont pas labiles, 
au contraire des liaisons phosphate et nous n’observons pas au cours de 
la fragmentation de perte majoritaire de cette modification empêchant 
sa localisation.
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Exemples de fragmentation en mode HCD

Une mode de fragmentation 
HCD qui peut apporter des 
informations 
complémentaires…
Les ions immoniums mono-iodo 
(m/z 261.9725), di-iodo tyrosine 
(m/z 387.8692) peuvent servir de 
marqueurs spécifiques pour ces 
modifications mais aussi pour 
la tri-iodo thyronine 
(m/z 605.792359) 
ou la thyroxine (m/z 731.6890)

DSV – iBEB – SBTN
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ou la thyroxine (m/z 731.6890)

Salek et al – Proteomics 2005, 5, 351-353



Wt1-Tr3-MassList #4955 RT: 43.07 AV: 1 NL: 1.88E8
T: FTMS + p NSI Full ms [300.00-2000.00]
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Y2552  iodo   RT=43min Y2552  Diiodo  RT=59min

Wt1-Tr3-MassList #4957 RT: 43.08 AV: 1 NL: 1.56E6
T: FTMS + p NSI Full ms [300.00-2000.00]
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Wt1-Tr3-MassList #6953 RT: 59.76 AV: 1 NL: 4.97E6
T: FTMS + p NSI Full ms [300.00-2000.00]
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Wt1-Tr3-MassList #6953 RT: 59.76 AV: 1 NL: 1.80E6
T: FTMS + p NSI Full ms [300.00-2000.00]
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Wt1-Tr3-MassList #7914 RT: 67.75 AV: 1 NL: 1.88E6
T: FTMS + p NSI Full ms [300.00-2000.00]
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Y2552  triiodthyronine   RT=67min
Wt1-Tr3-MassList #8120 RT: 69.42 AV: 1 NL: 1.55E7
T: FTMS + p NSI Full ms [300.00-2000.00]
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Y2552  Thyroxine   RT=69min !! Mais non sélectionné  ?!....

Wt1-Tr3-MassList #8120 RT: 69.42 AV: 1 NL: 1.55E7
T: FTMS + p NSI Full ms [300.00-2000.00]
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Un massif isotopique modifié dans le cas de la thyroxine
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Senko et al, Determination of Monoisotopic Masses and Ion Populations for Large Biomolecules from Resolved Isotopic Distribution, 

J. Am. Soc. Mass Spectrom. 6 (1995), pp. 229–233



• Tenir compte de l’hydrophobicité,
• Tenir compte de la modification du massif isotopique,
• Tenir compte des variants décrits dans la littérature,
• Utiliser des listes d’inclusion ou  « Parent mass list »

Des paramètres de recherche optimisés

Création d’une liste d’ions parents

un millier d’ion parents masse monoisotique

avec z=2 avec z=3 avec z=2 avec z=3 avec z=2 avec z=3 avec z=2 avec z=3

Sequence Iodo diiodo Triiodothyronine thyroxine
NIFEYQVDAQPLRPCELQR 1223.0295 815.6887 1285.9778 857.6543 1394.9392 930.2952 1457.8875 972.2608
NIFEYQVDAQPLRPCELQR 1251.5402 834.6959 1314.4885 876.6614 1423.4500 949.3024 1486.3983 991.2680
NIFEYQVDAQPLRPCELQREK 1351.5983 901.4013 1414.5466 943.3668 1523.5080 1016.0078 1586.4563 1057.9733
NIFEYQVDAQPLRPCELQREK 1380.1090 920.4084 1443.0573 962.3739 1552.0187 1035.0149 1614.9670 1076.9805
MCSVDYSGLLQAFQVFILDELITR 1444.1489 963.1017 1507.0972 1005.0672 1616.0587 1077.7082 1679.0070 1119.6738
MCSVDYSGLLQAFQVFILDELITR 1452.1464 968.4334 1515.0947 1010.3989 1624.0562 1083.0399 1687.0045 1125.0054
MCSVDYSGLLQAFQVFILDELITR 1472.6597 982.1089 1535.6080 1024.0744 1644.5694 1096.7154 1707.5177 1138.6809
MCSVDYSGLLQAFQVFILDELITR 1480.6571 987.4405 1543.6054 1029.4060 1652.5669 1102.0470 1715.5152 1144.0126
MCSVDYSGLLQAFQVFILDELITRGFCQIQVK 1895.8808 1264.2563 1958.8291 1306.2218 2067.7905 1378.8628 2130.7388 1420.8283
MCSVDYSGLLQAFQVFILDELITRGFCQIQVK 1903.8782 1269.5879 1966.8265 1311.5534 2075.7880 1384.1944 2138.7363 1426.1600
MCSVDYSGLLQAFQVFILDELITRGFCQIQVK 1924.3915 1283.2634 1987.3398 1325.2290 2096.3013 1397.8699 2159.2496 1439.8355
MCSVDYSGLLQAFQVFILDELITRGFCQIQVK 1932.3890 1288.5951 1995.3373 1330.5606 2104.2987 1403.2016 2167.2470 1445.1671
MCSVDYSGLLQAFQVFILDELITRGFCQIQVK 1952.9022 1302.2706 2015.8505 1344.2361 2124.8120 1416.8771 2187.7603 1458.8426
MCSVDYSGLLQAFQVFILDELITRGFCQIQVK 1960.8997 1307.6022 2023.8480 1349.5677 2132.8094 1422.2087 2195.7577 1464.1743
ILAAAVWYYSLEHSTDDYASFSR 1396.0804 931.0560 1459.0287 973.0216 1567.9902 1045.6625 1630.9385 1087.6281

DSV – iBEB – SBTN
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Spectre MS/MS: ITMS-CAD, déclenchement automatique par Data dependent : 3 ions les 
plus intenses appartenant à la liste des parents, exclusion dynamique activée (répétition : 2).

et z = 2ou 3 (m/z)
ILAAAVWYYSLEHSTDDYASFSR 1396.0804 931.0560 1459.0287 973.0216 1567.9902 1045.6625 1630.9385 1087.6281
ILAAAVWYYSLEHSTDDYASFSRALENATR 1773.7767 1182.8536 1836.7250 1224.8191 1945.6865 1297.4601 2008.6348 1339.4256
DYFIICPMVNMASLWAR 1078.4368 719.2936 1141.3851 761.2592 1250.3466 833.9001 1313.2949 875.8657
DYFIICPMVNMASLWAR 1086.4343 724.6253 1149.3826 766.5908 1258.3440 839.2318 1321.2923 881.1973
DYFIICPMVNMASLWAR 1094.4317 729.9569 1157.3800 771.9224 1266.3415 844.5634 1329.2898 886.5290
DYFIICPMVNMASLWAR 1106.9475 738.3008 1169.8958 780.2663 1278.8573 852.9073 1341.8056 894.8728
DYFIICPMVNMASLWAR 1114.9450 743.6324 1177.8933 785.5979 1286.8547 858.2389 1349.8030 900.2045
DYFIICPMVNMASLWAR 1122.9425 748.9641 1185.8908 790.9296 1294.8522 863.5706 1357.8005 905.5361
SEEEDLEVGPGLEEDLSGSLEPVPKSYSK 1623.1915 1082.4634 1686.1398 1124.4289 1795.1012 1197.0699 1858.0495 1239.0355



Une vision panoramique de l’iodation de la thyroglobuline de souris

Modifications Position des tyrosines modifiées

Mono iodo-tyrosine
28 positions

Y25, Y150, Y237, Y259, Y316, -, Y383, Y430, Y632, Y692, Y704, Y785,  - ,  - , Y1006, Y1115, 
-, Y1384,Y1424, Y1446, Y1480, Y1676, Y1913, Y2180, Y2182, Y2477, Y2486, Y2539, Y2572, 
Y2586, Y2657, Y2669

• Résultats établis par l’analyse systématique en mode CID et HCD des protéomes des quatre souris (WT)

DSV – iBEB – SBTN
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Di iodo-tyrosine
25 positions

Y25, Y150,  - , Y259,   - ,Y377, Y383, Y430, Y632, Y692,  Y704, Y785, Y810,Y993,Y1006,      
- , Y1310, Y1384, Y1424, Y1446,  - ,  - ,  - ,  - ,  Y2180, Y2182, Y2477,  Y2486,  Y2539, 
Y2572, Y2586,  - , Y2669

Triiodothyronine
3 positions

Y993, Y1006, Y2572

Thyroxine
3 positions

Y25, Y1310*, Y2572
*Dans l’isoforme CRA_a



Sites donneurs – que deviennent-ils?

 DHA 

 
     Acide pyruvique 

Gavaret et al JBC 1979

Dans nos expériences :

DSV – iBEB – SBTN
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Dans nos expériences :

Aucun peptide DHA n’a pu être observé!

Par contre trois peptides portant un résidu acide pyruvique sont 
détectés : Y259, Y396 et Y 2539

Et dans le premier cas : 
ELAETGLELLLDEIYDTIFAGLDQASTFTQSTMYR on observe 

- PyrDTIFAGLDQASTFTQSTMYR et

- ELAETGLELLLDEI
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