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Vers une caractérisation fine
des protéines du cheveu
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Protéines du cheveu : 2 niveaux de complexité

1) Modifications post-traductionnelles (PTMs)

==) PTMs naturelles induites enzymatiquement

b Méthylations (K, H), Transglutamination (liaison K-Q), Ubiquitination

==) PTMs chimiques induites par traitements ou expositions

[Ly Oxydations (C), Déamidations (Q, N)

Formation de liaisons covalentes inter-chaines :
* lanthionine (C-C)
* lysino alanine (C-K)
- dityrosine (Y-Y)

b Dégradation des liaisons peptidiques

2) Mélange de familles de protéines isoformes




Protéines isoformes issues de familles multigéniques

—
= =) ARNm =) P . . ?
transcription traduction . .
< K3
ADN 3 protéines
. forte homologie de séquence
3 genes paralogues = Tsoformes
b Géne ancestral )
plusieurs fois dupliqué, b Presence ?

les copies ont muté indépendamment
Ly Niveaux d'expression ?




Les familles multigéniques sont nombreuses

==) Grande variété d'exemples

Ly Protéines fonctionnelles

Hémoglobines Histones Interférons Immunoglobulines

Ly Protéines de structure

Actines Tubulines Collagenes Kératines
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Structure du cheveu

Filament
Macrofibrille intermédiaire de
kératine (KIF)

@\» Dimére de

kératines




Extraction des protéines du cortex

Cuticule

Extraction
(fampon TrisHCI,
détergent CHAPS, Triton)
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Le cortex

une structure composée de familles protéines isoformes

14 ° ° 14 ° °

L]

= KNerartine asique = RKerartines aciaes Ha .
(50-60 kDa) (40-50 kDa)

1 10 20 30 an 50 60 70 80 90 100 110 120 130 1 10 20 30 a0 50 60 0 80 L1 100 110 120 130
014533/Hb1 HTCGSGFG-GRAFSCISACGPRPG-RCCITARPYRGTSC YRGL TGGF GSHSYC~-----—-—--GGF RAGSCGRSF GYRSGGYCGPSPPCITTYSYHESLL TPLHLETDPHAOCYKQEEKEDIKS 015323/Hal HPYNFCLPSLSCRTSCSSRPCYPPSCHSCTLPGACHIPANYSHCHHFCEGSFNGSEKE THOF LHORLAS YLEKYROLERDNAELENLL
P78385/Hb3 HTCGFNSIGCGFR-PGHFSCYSACGPRPS—-RCCTTAAPYRGTSCYRGL GYRSGGYCGPSPPCITTYSYNESLLTPLNLETDPHAQC 076009/Ha31 HSVSCELPSLSCRTSCSSRPCVPPSCHGCTLPERCHIPHHVSNl:HHFCEGSFNESEKETHﬂFLNI'IRLRS\'LEKVRQLERDHHELENLI
043790/HbE HICGSYCG-GRAFSCISACGPRPG-RCCITARP YRGL GYRSGGYCGPSPPCITTYSYHESLL TPLHLELDPHAGC [ HPYNFCLPSLSCRTSCS: HCHHFCEGSFNGSEL RLASYLEKVROLERDNAELENLT
P78386/HbS nsI:RSVRISSE|:|3\nRNFSSI:SnvnFKmmzl:cIsrmPwﬁvscVRELIE-FESRSLENLESEEPRIHVEEFRHﬁsEERSFEVRsEEVI:EPSPFEIIWSVNESLLIPLMLuurnn VK 076011/Had IlL\’HkPFPTINEIKELIIRKEI!LkPHHIHLﬂuLTEFSITESSTHSVS[:I:LFSLECRTSESSRP[:VPFSEHE\’TLPEHEHIFHHVSNI:HIJF[:EESFNESEKETNHFLNI]RLHSYLEKVRHLERDHHELEKLI

T igsgeg..rnFSc.SAcgPrpg RCC: YRG! SCYRGLTGEFGShSYC. . . ... . ... .GGFRAGSCGRSFGYRSGGYCGPSPPCITTYSYNESLLTPLHLEIDPHAGCYKQEEKEQIKS C JUPOU + «N5YsccLPSLSCRTSCSSRPCYPPSCHgy TLPGACHIPANYSHCHHFCEGSFNGSEKE THOFLNDRLASYLEKYROLERDHAELERLL

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 131 140 150 180 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
014533/Hbl  LHSRFARFIDKVRFLE! YOHRECCO! m.EPLFEGVIETLRREHEI:\'EHDSERLRSELNHV.EVLEEVKKK\‘EEE\.'5LRnTnENEF\mLKKD\'DERVLRKSnLEnuv:anEInFLRRL 015323/Hal LLCPSYOSYFKTIEEL QOKILC TKSEMARLYYQIDHAKLARDDFRTKYOTEL SLROL YESDINGLRRILDEL TLCKSDLEADYESLKEELLCL PCOLGDRLNYEYDAAPT
P78385/Hb3  LNSRFARF LDKVRFLE YONRECCOSHLEPLFAGYLE TLRREAECYERDSGRLASEL HHYOEVLEGYKKK YEEE VALRI DCAYLRKSDLEANVEAL IOETDFLRRL 076003/Ha3T VCASYOSYFKTIEELOOKTLCSKSENARL YYOTOHAKLASDDFRTKYETEL SLROL VESDIHGLRRILDEL TLCRSOLEANVESLKEELLCL RCOLGDRLNYEYDAAPT
043790/Hb6  LNSRFARF IDKVRFLE TONRECCO: nLEPLFEEvIEILRREHEEVEHDSERLHSELMHV,EvLEEVKKKVEEEvsLknmENEF\mLKKnvucnvLRKSDLEHWEHLIuEInFLRRL 014525/Ha3 LT LCPSYQSYFKTIEEL (QKIL CSKSENARL YVOIDHAKLARDDFRTKYOTEQSLROL VESDINSLRRILDEL TLCRSDLERQHESLKEELLSL COLGDRL
P78386/HbS LHSRFARFIDKYRFLE! CESHLEPLFSGYIETLRRERECYERDSGRLASEL NHYQEYLEGYKKKYEEEVALRATAENEF YYLKKDYDCAYLRKSOLEANYEAL YEESSFLRRL 076011/Had LLCPSYOSYFKTIEEL IL CAKAENARL YYNIDNAKL ASDDFRSKYQTEQSL RLL YESDINSIRRILDEL TLCKSDLESQ \"ESLREELIELKKHHEEEVNTLRS, LGDRLNYEYDTAPT

Consensus  LNSRFARFIDKVRFLE Y0HreCC#SHLEPLF , GYTETLRREAECYEADSGRLASEL HHYOEYLEGYKKKYEEE Yal RATAENEF Yal KKDYDCAYLRKSDLEANVEAL ! $EidFLRRL [ FERSOO0EPLLCPSYOSYFKTIEELOOKTLC. KsEMARL VY #IDNAKLASDDFRLKY $TEqSLRGL DELTLCKSOLEaOvESLKEEL 1c! 'cOLGDRLHVEYDaAPL

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
014533/Hb1  YEEEIRILQSHISDTSYYVKLONSROLNHDCLIAE IKAQYDDIY TRSRAEAESHYRSKCEEHKATYIRHGE TLRRTKEETHEL HRHIQRL TAEVENAKCONSKLEARYAQSEQQGEARL SORRCKLAELE 015323/Hal  YDLHRYLHETRSQYEALYETHRREYEQMFTTOTEELHKOYYSSSEQLOSYORETIEL RRTYHALEIEL QAOHHLROSLENTL TESEARYSSOLSOY0SLITHYESOLAE IRSDLERONOEYQYLLDVRAR
P78385/Hb3 !’EEEIRILHSHIS[IISWVKLI]NSRI]LNIll]l:IVHEIkHﬂ\’I]I]IHTRSRHEHESMYRSKEEENKHTVII!HEEILRRIKEEIHELNRNIHRLTHEVENHKEHHSKLEHHVHuSEunEEHHLSDHRCKLnELE 076009/Ha31  VDLHOVLHETRSQYEAL VETHRREVEQNFATOTEEL HKOYYSSSEQL0SYORELTEL RRTVHALETEL OAQHHLRDSLENTL TESEARYSSOL SQYORL T THVESQLAE IRSDLERQNOE YOYLLDVRAR
043790/Hb6  YEEEIRVLOSHISOTSYY AEYENAKCONSKLEARYAQSEQUGEARLSOARCKLAELE 014526/Ha3L1  VDLHOVLHETRNOYEALVETHRREVEQHFATOTEEL HKOYYSSSEQLOSYORELTEL RRTVNALETIEL OAOHNLRYSLENTL TESEARYSSOL SQVQSL I THYESQOLAEIRSDLERONOE YQYLLDVRAR
P78386/HbS "EEEIR\'LI]RHISIJ'ISVIVKNDNSRDLNNDCIIREIKM\’DIWIISRSRRERESHYRSKEEENKIITVIRHEE'ILRR'IKEEIHELNRNII]RLTIIEIENRKEQRHKLERHVREREQHGERHLSDRRCKLRELE 076011/Had  ¥YDLNQYLNETRSQYEALYEINRREYEQMFATOTEELNKOYYSSSEQLQSCOAETIIEL RRTYNALEIELOAQHNLROSLENTL TESEAHYSSOLSOYOSLITHYESQLAEIRCOLERONOE YQYLLDYRAR

Ci 1! AETKAQYDI EEHKATYIRHGE TLRRTKEETHEL HRHIORL TAE ! ENAKCAnsKLEARYA #sEQOGEARLSDARCKLAELE Consensus  YDLHqYLHETRsOQYEALYELHRREYEQHFaTQTEELHKAYYSSSEQLOSYOAEITELRRTYNALEIEL OAQHHLRASLENTL TESEArYSS0LSQY0sL ITHYESOLAEIRSDLERQNQE YQYLLDYRAR

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 Zli!]l 400 q10 420 430 440 450 45:3
014533/Hb1  GAL LIRE GLDTETATYRRLLEGEEQRL CEGIGAVNVCYSSSREGYYCGDLCYSGSRPYTGS-YCSAPCHGHYAY -STGLCAPCGALNTTCRGGSCEVESCRISSLGYRSCRS 015323/Hal LEEEIN1\'R5LLE5EDENLP5NPI:nTTIml:SKPIEPELSNPI:15I:\'PPnPl:Wl:nPRPRI:GPI:MsFVR
P78385/Hb3  GAL LIREY( GLOIEIATYRRLLEGEEQRL CEGYEAYHYCYSSSRGGYYCGDLCYSGSRPY TGS=YCSAPCHGNLYY-STGLCKPCGOLNT TCGGESCGOGRH 076009/Ha31 LECEINTYRSLLESEDCKI
043790/Hb6  GAL 1 GLOIEIATYRRLLEGEEQRLCEGYGSYHYCYSSSRGGYYCGDLCASTTAPYYSTRYSSYPSHSHYYYGTTHACAPSARYGYC --GGSCKRC 014525/Ha31T LEEEINIYRSLLESEI]EKLPSNFEHTTHHEEKPIESEVTNFE EPRSREEFEHTFEV
P78386/HbS  GAL LLKEYOEVHNSKL GLDTEIAT YRRLLEGEEHRL CEGYRSYNVCVSSSREGYSCGEL SYSTT-PERATTSGPSAIGGSITYVAPDSCAPCOPRSSSFSCGSSRSYRFA 076011/Had  LECEIHTYRSLLESEDCKLPCHPCATTHASGNSCGPCGTSQKGLCH

[ GAL LirEYOEVHNSKLGLDIEIATYRRLLEGEEQRLCEG! gsVNYCVSSSREGYVCRALC. SEL Py, oo v s pangn. Vo b CaPee s is s 8650 cuPueiiniaiaiaas Consensus LECEINTYRSLLESEDCkLPsHPCATTHAC ks, GpC.tnpc. . .C.oaeeesr. . Foregpen.f,,

52525

1-—1
014533/Hbl  SCRKC
P79385/Hb3
043730/HbE
P78386/HbS

Consensus ...

= Keratin Associated Proteins (KAPs) : matrice inter filament

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
KAP1-1 HACCOQTSFCGFPSCSTSGTCGSSCCOPSCCETSSCOPRCCETSCCOPSCCOTSFCGFPSF DSSCCQPSCCETSCC RPOCRYEGTCL
KAP1-3  HTCCOTSFCGYPSCSTSGTCESSCCOPSCCETSCCOPSCCETSCCOPSCCQTSFCGFPS CCOPSCCETSCCO RPOCRVEGTCL
KAP1-5 HTCCQTSFCH CCAPSCCETSCCAPRSCATSFCH CCOPSCCETSCCOPSCCETSCL L
KAP1-4 HRSCSTSGTCRSSCCAPSCCETSCENPSLL HPDCHVEGTCL
n.coqtsf c.ts.c t t.C.sSCCAPSCCETSCCAPSE PDerVEGT:
131 140 150 160 170 177
KAP1-1 PPCCYYSCTPPSCCOLHHAERSCCRPSYCGOSCCRPYCCCYCSEPTC
KAP1-3  PPCCYYSCTPPTCCOLHHAEARSCCRPSYCGO SE[RPV[[[\’SEEPTE
KAP1-5 PPCCYVSCTPPSCCOLHHAQASCCRPSYCGASCCRPYCCC-——EPT!
KAP1-4  PPCYLYSCTPPSCCALHHAERSCCRPSYCGH SEERPHEEEHEEEFTE
Consensus PPCcyYSCTPPSCCOLHHA#ASCCRPSYCGOSCCRPYCCC  ccEPTC
1 10 20 30 40 50 B0 70 80 90 100 110 120 129
KAP2-1 HTGSCCGSTFSSLSYGRGCCQPCCCROPCCCRP! CRPYTCYPRCTRPTCEPCRRPYCCOPCSLAOEGCCRPITCCPSSCTAYVCRPCCHATTCC! CRP-PCGAPTPCSTTCRTSSC
KAP2-4  HTGSCCGSTLSSLSYGRGCCQPCCCROPCCCRP! CRPYTCYPRCTRPTCEPCRRPYCCOPCSLAOEGCCRPITCCPSSCTAYVCRPCCHATTCC! CRP-PCGAPTPCSTTCRTSSC
KAP2-3 HTGSCCGSTLSSLSYAGGCCQPCCCROPCCCRP! CRPYTCYPRCTRPTCEPCRRPYCCOPCSLOEGCCRPITCCPSSCTAYVCRPCCHATTCC! CRP-PCGAPTPCSTTCRTSSC
KAP2-2 HTGSCCGSTFSSLSYGRGCCQPCCCROPCCCRP! 'CRPYTCYPRCTRPICEPCCRP! LLur‘L L,tl.-LLI(FlILLI':r:.LIH CRPCCHATTCC! CRP-PCGAPTPCSTTCRTSSC
KAP2-X HTGSCCGSTFSSLSYGRGCCQPCCCROPCCCRP! CRPYTCYPRCTRPTCEPCRRPYCCOPCSLAOEGCCRPITCCPSSCTAYVCRPCCHATTCC! GOPSPCGOPTPCSTTCRTSSC
Consensus HTGSCCGSTFSSLSYgRGLCOPCCCROPCLCRP! TRPYTC rHLIKr‘lLtFLrRPVEEDP[SL EGCCRPITCCPSSCTAYYCRPCCHATTCCK crP PCGAPTPCSTTCRTSSC

KAP9-2_09BYQ4
KAP9-2_likel RBHTYZ
KAP9-3_09BYQ3
KAP9-8_09BYQ0
KAP9-4_09BYQ2
KAP9-2_like2_RBHVA2
KAP9-2_] 11keﬂ ABHXZ3
-9_09BYP9

Consensus

KAP9-2_09BYQ4
KAP9-2_likel RBHTYZ
KAP9-3_09BYQ3
KAP9-8_09BYQ0
KAP9-4_09BYQ2
KAP9-2_like2_RBHVA2
KAP9-2_like3_RBHXZ3
KAP9-9_09BYPI
Co

1 10 20 30 a0 50 B0 0 80 90 100 110 120 130
HTHCCSPCCOPTCCRTTCCRTTCHKPTTYTTCSSTPCCOPACCYSSCCOPCCRPTCCONTCCRTTCCOPTCYTSCCOPSCCSTPCCOPTCCESSCCRATSCESSLE0--~SSSCAPYYCRRTCYYP=
HTHCCSPCCAPTCCRTTI HKPTTYTTCSSTPCCAPSCCYSSCCAPCCHPTCCA TCYTSCCAPSCCSTPCCOPICCESSCCEATSCGSSCC-~=PSSCAPTYCRRTCYHP=
HTHCCSPCCAPTCCRTTC: HOPTTYTTCSSTPCCOPSCCYSSCCOPCCHPTCCO 'ICYTSCCAPSCCSTPCCOPTCCGSS! SSSCAPVYCRRTCYHP-
HTHCCSPCCOPTCCRT HKPTTYTTCSSTPCCOPSCCYSSCCOPCCRPTCC ICYTSCCAPSCCSTPCCOPTCCGO’ —~S5SCAPVYCRRTCYHP-
HMTHCCSPCCOPTCCR HKPTTYTTCSSTPCCOPSCCYSSCCOPCCRPTCC! TCY¥TSCCOPSCCSTPCCOPTCC - ~SSSCAPYYCRRTCYYP-
HTHCCSPGCAPTCCR HOPTIVTTCSSTPCCOPSCCYSSCCOPYCHPTCCANTCCRTTCCOPTCYTSCCOPSCCSTPCYQPICCGSSCCGATSCESSC =5SSCAPVYCRRTCYHP=
HTHCCSPCCOPTCCRTTCCRTTCHKPTTYTTCSSTPCCOPSCCYPSCCOPCCHPTCCONTCCRTTCCOPTCYASCCOPSCCSTPCCOPTCCESSCCGATSCRSSCCAPICGSSCCAPCCHPTCYATICFR
HTHCCSPECOPTCCRTTCCRTTCHKPTTYTTCSSTPCCOPSCCYSSCCOPCCRPACCONTCCRTTCCOPTCLSSCCAATSCRSSCR]-—————-==——m === === S55CAPYYCRRTCYYP-
HTHCCSPeCOPTCCRTTCcrtbcHkPTEYTTCSSTPCCOPSCCYsSCLOPcCrPLCCONTCCrtbocOPE Cut SCI Cstpls SSC CrrTCY.p.
131 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 251
TTYCLPGCLHOSC: COPCCRPACCETTCCRTTCFOPTCYSSCCOPSCC

TSYYLPGCLHOSC: COPCCRPACCETTCCRTTCFOPTCYTSCCOPACC

TSYCLPGCLHOSC: COPCCRPACCETTCCRTTCFOPTCYYSCCOPSCC

TTVCLPGCLHASC- COPCCRPACCETTCCRTTCFOPTCYYSCCOPSCC

TTYCLPGCLNOSC =GSNCCOPCCRPACCETTC: F r‘ll.Vl:nI.L FCC

TTYCLPGCLHOSC: =GSSCCAPCYCPACCYSSC:

TTEEHFTEEHFTEERNTSEHFTEEESSEEE FEEHFTEEﬂTIE-RSTEEUPSEVTREESTFEEUPTEEESSEESHTENESSVELPEERPTEEHTTE\’RTTEERFSEEESFEEVSSEEUPSEE
TTYCLPGCLHASC- COPCCRPACCETTCCRTTCFOPTCYSSCCAPSI

TevC1PgCl#q: r I": IT 'CerPaClettC.r. tof C

KAPs 1, 2, 3, 4, 6, 7, 9, 10, 11, 12 ,13, 19,

24

I, Forte homologie de séquence




Homologie de séquence

Isoformes des KAPs 2 :

10 20 30 40 50 60 10 80 90 100 110 120

un “rempart” a l'identification des isoformes

129
|

KAP2-1
KAP2-4
KAP2-3
KAP2-2

H
H
HIGSCCGSTLSSLSYAGGCCOPCCCROPCCCRPYTCOTTYCRPYTCYPRCTR

HIGSCCGSTRSSLSYGLGCCOPCCCRDPCCCRPYTCATTYCRPYTCYPRCTR PYCCOPCSLOEGCCRPITCCPSSCTAYYCRPCCHATTCCORYSYOSPCCRP—PLGAPTPLSTTCR]

PCCCROPCCCRPYTCOTTYCRPYTCYPRCTRPICEPCRRPYCCDPCSLOEGCCRPITCCPSSCTAYYCRPCCHATTCCOPYSYOSPCCRP-PCGOPTPCSTTCRTSS
[GSCCGSTLSSLSYGGGCCOPCCCRIPCCCRPYTCATTYCRPYTCYPRCTRPICEPCRRPYCCDPCSLOEGCCRPITCCPSSCTAYYCRPCCHAT TCCOPYSYOSPCCRP-PCGOPTPCSTTCRTSSE
PICEPCRRPYCCDPCSLOEGCCRPITCCPSSCTAYYCRPCCHATTCCOPYSYOSPCCRP-PCGOPTPCSTTCRTSSE

C

55C

EAP2-X
Consensus

HTGSCCGSTFSSLSYGRGCCOPCCCROPCCCRPYTCOTTYCRPYTCYPRCTRPICEPCRRPYCCDPCSLOEGCCRPITCCPSSCTAYYCRPCCH
HTGSCCGSTFSSLSYeGGCCOPCCCRDPCCCRPYTCATTYCRPYTCYPRCTRPICEPCrRPYCCOPCSLOEGCCRPITCCPSSCTAYYCRPCCH

!

Un recouvrement moyen ne suffit pas a caractériser
un mélange d'isoformes

!

Tendre vers 100% de recouvrement protéique

!

Cibler les peptides protéotypiques
(= discriminants des isoformes)

ATTCCOPYSYOSPCGOPSPCGOPTPCSTTCR
ATTCCOPYSYASPCorP ,PCGOPTPCSTTCRT

I55C
1S5C



Stratégie Shotgun Y=y

Extrait
Cortical

!

@ Digestion enzymatique

S'affranchir des problémes
de séparation des isoformes




Stratégie Shotgun Y=y

Extrait
Cortical

!

@ Digestion enzymatique :
trypsine, chymotrypsine ou GluC

Augmenter le nombre de peptides
protéotypiques




Stratégie Shotgun Y=y

Extrait
Cortical

!

@ Digestion enzymatique :
trypsine, chymotrypsine ou GluC

!

Préfractionnement LC
Phase inverse C18 pH basique

!

Analyse offline des collectes
en nanoLC-MS/MS (C18 pH acide)

Minimiser les risques
de coélution des peptides




Stratégie Shotgun Y=y

Extrait Modification de I'hydrophobicité
des peptides :

Cortical
pH=10 pH=2
l E,D,Cter : COO- —— COOH
K.R,H,Nter : NH, —— NH;*
@ Digestion enzymatique : F -0 —— @-OH
trypsine, chymotrypsine ou GluC
[ - S R T TTLEE
= ® st ¥§:Ei * !i;ﬁ
Préfractionnement LC = m: *;ii I
Phase inverse C18 pH basique gg _ e ; HHE v
GE . *3 3 *m%
l o E 20- ti!;al R §4++
T 3 N
: ¢
Analyse offline des collectes %0 15 20 25 % 38 40 a5

en nanoLC-MS/MS (C 18 pH acide) RP-HPEETG[;;‘J?LH 10.0

N. Delmotte et al., J. Proteome Res. 2006, 5, 2760-68




Analyse séquentielle des données MS/MS

Spectres MS/MS

""""""""""""""""" Moteur de recherche )

Contrdle taux de faux positifs
Bangue 1 Approche Target/Decoy )
Paramétres 1 = Une sequence
Enzyme, PTMs, Tolérance .. 1 l de recherche
Spectres Spectres non
validés attribués
___________________________________________________________ Y,

Bangue 2 p
Paramétres 2 = Nouvelle séquence

Enzyme, PTMs, Tolérance .. de recherche

Y




LC/LC-MS/MS

!

Analyse séquentielle des données MS/MS

Banque Uniprot Human (Keratin+KIF),
N-acétyl (Nter), Carbamido (C), Ox (M)

Identification
kératines et KAPs

!

Banque Uniprot Human

N-acétyl (Nter), Carbamido (C), Ox (M)

|

Banque Uniprot Human (Keratin+KIF),
Triox (C), Méthyl (H,K), Di et Trimethyl (K)

Identification
autres protéines

!

Peptides kératines
trioxydés et méthylés

Banque Uniprot Human (Keratin+KIF),
Déamidation (N,Q), C->Dha

|

Peptides kératines
déamidés, Dha

Banque Uniprot Human (Keratin+KIF),
Pas d'enzyme spécifiée

Coupures aspécifiques




Tllustration de l'intérét de la recherche séquentielle

ILy Ex = Localisation des sites de désulfuration dans les kératines
Hb6 EAEDhaVEADSGR

100% 1 130,57 AMU, +2 H (Parent Error: 77 ppm)
E —a —+ E C3d4+—V———¢ —a D } ] —c — R
R —G—4—S—+ D —A—t E } +C344+—E——F—n—F+——°F
75% ve
2 N | |
S C|0 C|0 co
E
E 50% HC CH;—SH HC CH;— CH*CH
E
®
2% ¥ 4 yS cysteine W CO +cys lanthionine
Y y7 residue residue
C—C
2 il |
0% Y.1Jb! 2 ] ‘|3 1|b:4. ||||tL - . m
0 200 400 600 800
miz dehydroalanine |
Hb6 AFSDhalSACamGPR residue CO (‘:o
+ HC CH NH — I —CH;—
100% b7+1 - | (CH);—NH, Dha HC“ (CH,);—NH—CH; (‘jH
—A —O—F —I—S—I-C-S-". : | —S—4+—A C+57 +—06 —— T‘“IH I“\]'H NH
} p——G— C+57 —A——+—5 | -C-34+4+—S Ivsi |
ysue lysinoalanine
> T75%1 v8 residue residue
2
@
E
 50%1
=
w
* y9
25% 1 v4
b2 b3Y3 +
0% |‘.. | LM, || I\| " |b.4 " uldd o ”..J.bs. — r { ?.s .
0 200 400 600 800 1000
miz




Utilisation de 2 moteurs de recherche

Spectres MS/MS
Analyse avec
deux - :

T

algorithmes |« Mascot 1 1 Omssa
1

1

utilisés en !

parallele T
1 1 I Seuils:
e e — - -
Spectres Spectres non
validés attribués




Mascot (-Log Expect Value)

Utilisation combinée de 2 moteurs de recherche
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Mascot (-Log Expect Valug)

Utilisation combinée de 2 moteurs de recherche

Thresold Mascot * : 7. =

OMSSA/Mascot Scatterplot

T
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Utilisation combinée de 2 moteurs de recherche

OMSSA/Mascot Scatterplot

T
m-‘l’

o 3 :'-+-. -|+. i ‘i ‘-‘: :",', =" : . :l L _t-‘-!
Thresold Mascot - : . =37 5 -2t

bl -

Thresold Omssa

e

1,0

15

3,'n a5 40 45 u‘,u E:Ii
OMSSA (-Log Expect Value)

20 25

|= significant ® Insignificant|

60

6.5

7.0

—_— ———

7.5

8,0

85 90

35

10



Combinaison 2 moteurs de recherche

Trypsine
90%
80% _ | |
70% ] | |
60% — N
50%
40% —
30% —
20%
10% —
0%
Hal Ha2 Ha3-I Ha3-1l Ha4 Hab Ha6 Ha7 Ha8 Hb1l Hb2 Hb3 Hb5 Hb6
[0 Omssa
[0 Mascot

B Mascot + Omssa




100%

90% 1

Combinaison 2 moteurs de recherche

80%

Chymotrypsine

60%

50%

40% A

30% 1

20% A

10%

0%

Ha2

10

Hal Ha3-1 Ha3-1l

Ha4

[ Omssa
[0 Mascot
B Mascot + Omssa
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Combinaison 2 moteurs de recherche

100% GIUC
90%
80%
70% m —
60% || —
50% | ] _
40% A - —
30% A
20%
10% -+
Hal Ha2 Ha3-I Ha3-II Ha4 Ha5 Ha6 Ha7 Ha8 Hb1l Hb2 Hb3 Hb5 Hb6
0 Omssa Iy, Complémentarité des moteurs
[0 Mascot

B Mascot + Omssa [Ly Gain sur le nombre de peptide identifié




Combinaison des 3 enzymes et des 2 moteurs

Hal Ha2 Ha3-l Ha3-ll Ha4 Ha5 Ha6 Ha7 Ha8 Hbl Hb2 Hb3 Hb5 Hb6

O Trypsine
0 Chymotrypsine B Total
[ GluC




Intéret d'un recouvrement protéique maximum

51

101
151
201
251
301
351
401

Kératine Ha4

MLYAKPPPTI NG KGLQRKE RLKPAHI HLQ QLTCFSI TCS
SLGCRTSCSS RPCVPPSCHG YTLPGACNI P ANVSNCNWEC
TMQFLNDRLA SYLEKVRQLE RDNAELEKLI QERSQQQEPL
Tl EELQQKI L CAKAENARLV VNI DNAKLAS DDFRSKYQTE
| NSI RRI LDE LTLCKSDLES QVESLREELI CLKKNHEEEV
LNVEVDTAPT VDLNQVLNET RSQYEALVEI NRREVEQAFA
VSSSEQLQSC QAEI | ELRRT VNALEI ELQA QHNLRDSLEN
SQLSQVQSLI TNVESQLAEI RCDLERONGQE YQVLLDVRAR
LLESEDCKLP CNPCATTNAS GNSCGPCGTS QKGCCN

STMBYSCCLP
EGSFNGSEKE
LCPSYQSYFK
QSLRLLVESD
NTLRSQLGDR
TQTEELNKQV
TLTESEAHYS
LECEI NTYRS



Intérét d'un recouvrement protéique maximum

51

101
151
201
251
301
351
401

Kératine Ha4

MLYAKPPPTI NG KGLQRKE RLKPAHI HLQ QLTCFSI TCS
SLGCRTSCSS RPCVPPSCHG YTLPGACNI P ANVSNCNWEC
TMOFLNDRLA SYLEKVRQLE RDNAELEKLI QERSQQQEPL
TI EELQQKI L CAKAENARLV VNI DNAKLAS DDFRSKYQTE
| NSI RRI LDE LTLCKSDLES QVESLREELI CLKKNHEEEV
LNVEVDTAPT VDLNQVLNET RSQYEALVEI NRREVEQAFA
VSSSEQLQSC QAEI | ELRRT VNALEI ELQA QHNLRDSLEN
SQLSQVQSLI TNVESQLAEI RCDLERQNGQE YQVLLDVRAR
LLESEDCKLP CNPCATTNAS GNSCGPCGTS QKGCCN

Peptides
trypsiques,
chymotrypsiques
et gluC

STMBYSCCLP
EGSFNGSEKE
LCPSYQSYFK
QSLRLLVESD
NTLRSQLGDR
TQTEELNKQV
TLTESEAHYS
LECEI NTYRS



Intéret d'un recouvrement protéique maximum

1
51
101
151
201
251
301
351
401

Kératine Ha4

YAKPPPTI NG KGLQORKE RLKPAHI HLQ QLTCFSI TCS
SLC@SCSS RPCVPPSCHG YTLPGACNI P ANVSNCNWFC
TMOFCNDRLA SYLEKVRQLE RDNAELEKLI QERSQQQEPL
TI EELQQKI L CAKAENARLV VNI DNAKLAS DDFRSKYQTE
| NSI RRI LDE LTLCKSDLES QVESLREELI CLKKNHEEEV
LNVEVDTAPT VDLNQVLNET RSQYEALVEI NRREVEQAFA
VSSSEQLQSC QAEI | ELRRT VNALEI ELQA QHNLRDSLEN
SQLSQVQSLI TNVESQLAEI RCDLERONGE YQVLLDVRAR
LLESEDCKLP CNPCATTNAS GNSCGPCGTS QKGCCN

YSCCLP
EGSFNGSEKE
LCPSYQSYFK
QSLRLLVESD
NTLRSQLGDR
TQTEELNKQV
TLTESEAHYS
LECEI NTYRS

Peptides Peptides
trypsiques, + )
chymotrypsiques h TS em!
et gluC chymotrypsiques




Intérét d'un recouvrement protéique maximum

51

101
151
201
251
301
351
401

Kératine Ha4
MLYAKPPPTI NG KGLQRKE RLKPAHI HLQ QLTCFSI TCS

TMOFLNDRLA SYLEKVRQLE RDNAELEKLI QERSQQQEPL
TI EELQQKI L CAKAENARLV VNI DNAKLAS DDFRSKYQTE
| NSI RRI LDE LTLCKSDLES QVESLREELI CLKKNHEEEV
LNVEVDTAPT VDLNQVLNET RSQYEALVEI NRREVEQAFA
VSSSEQLQSC QAEI | ELRRT VNALEI ELQA QHNLRDSLEN
SQLSQVQSLI TNVESQLAEI RCDLERQNGQE YQVLLDVRAR
LLESEDCKLP CNPCATTNAS GNSCGPCGTS QKGCCN

STMBYSCCLP
SLGCRTSCSS RPCVPPSCHG YTLPGACNI P ANVSNCNWFC EGSFNGSEKE
LCPSYQSYFK
QSLRLLVESD
NTLRSQLGDR
TQTEELNKQV
TLTESEAHYS
LECEI NTYRS

PepTides semi trypsiques Y Identification du peptide :

+ N-acétyl Nter pep

Nacétyl( S) YSCCLPSLGCR

100%
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Intéret d'un recouvrement protéique maximum

51

101
151
201
251
301
351
401

Kératine Ha4

MANAKPRPH—NG-KGEEQRKE—REKRAHHEEQ-Q-TCRSHES—STFMSYSCCL P
SLGCRTSCSS RPCVPPSCHG YTLPGACNI P ANVSNCNWC EGSFNGSEKE

TMOFLNDRLA SYLEKVRQLE RDNAELEKLI QERSQQQEPL LCPSYQSYFK
TI EELQQKI L CAKAENARLV VNI DNAKLAS DDFRSKYQTE QSLRLLVESD
| NSI RRI LDE LTLCKSDLES QVESLREELI CLKKNHEEEV NTLRSQLGDR
LNVEVDTAPT VDLNQVLNET RSQYEALVEl NRREVEQAFA TQTEELNKQV
VSSSEQLQSC QAEI | ELRRT VNALEI ELQA QHNLRDSLEN TLTESEAHYS
SQLSQVQSLI TNVESQLAEI RCDLERQNQE YQVLLDVRAR LECEI NTYRS
LLESEDCKLP CNPCATTNAS GNSCGPCGTS QKGCCN

Peptides semi trypsiques Y Identification du peptide :

b Séquence de Ha4 corrigée

100%
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Relative Intensity

et exprimée dans le cortex
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Identification des Keratin Associated Protein (KAPs)

Approche par gel

Digestion tryps Trypsine GluC

Chymotrypsine
8 KAPs identifiées 24 KAPs identifiées
6 familles multigéniques 9 familles multigéniques

Ly Stratégie adaptée a |'étude des isoformes de KAPs



Localisation des PTMs

m=) PTMs induites enzymatiquement

IL, 52 peptides uniques portant H(met), K(met, dimet ou trimet)

m=) PTMs induites chimiquement

Ly 61 peptides uniques portant des trioxydations dont KAPs

Ly 19 peptides uniques portant des dehydroalanines




Conclusions
1) Identification de 132 peptides modifiés uniques dont des Dha

2) Stratégie d'identification efficace pour les isoformes

Iy Recouvrement de séquence 90 % pour les 2 familles de kératines

+ Mise en évidence d'une erreur d'annotation d'une kératine
dans Uniprot

[y Augmentation du nombre d'isoformes identifiées pour les KAPs

Identification des peptides protéotypiques (discriminants)
pour les isoformes étudiées



Perspective : quantification des peptides protéotypiques

==) Etudier les intensités des peptides protéotypiques
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