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Protéines du cheveu : 2 niveaux de complexité

PTMs naturelles induites enzymatiquement 

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

PTMs chimiques induites par traitements ou expositions  

1) Modifications post-traductionnelles (PTMs) 

Oxydations (C), Déamidations (Q, N)

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

2) Mélange de familles de protéines isoformes

Dégradation des liaisons peptidiques



Protéines isoformes issues de familles multigéniques

3 protéinesADN

transcription traduction
ARNm ??

?
3 protéines

forte homologie de séquence
= Isoformes

Gène ancestral 
plusieurs fois dupliqué,

les copies ont muté indépendamment

ADN

Niveaux d’expression ?

3 gènes paralogues

Présence ?



Les familles multigéniques sont nombreuses

Grande variété d’exemples

Hémoglobines ImmunoglobulinesInterféronsHistones

Protéines fonctionnelles

Actines Tubulines KératinesCollagènes 

Protéines de structure



Macrofibrille
Filament 

intermédiaire de 
kératine (KIF)

Structure du cheveu

Dimère de 
kératines

KIFs



Cortex

Extraction
(tampon TrisHCl, 

détergent CHAPS, Triton)

Réduction DTT
+

Cuticule

Extraction des protéines du cortex

Réduction DTT

+
Cortex solubilisé 



Le cortex : une structure composée de familles protéines isoformes

Kératines basiques Hb :
(50-60 kDa)

Kératines acides Ha :
(40-50 kDa)

Forte homologie de séquence

Keratin Associated Proteins (KAPs) : matrice inter filament

KAPs 1, 2, 3, 4, 6, 7, 9, 10, 11, 12 ,13, 19, 24 



Isoformes des KAPs 2 : 

Homologie de séquence : un ’’rempart’’ à l’identification des isoformes 

Un recouvrement moyen ne suffit pas à caractériser Un recouvrement moyen ne suffit pas à caractériser 
un mélange d’isoformes

Tendre vers 100% de recouvrement protéique

Cibler les peptides protéotypiques
(= discriminants des isoformes)



Stratégie Shotgun

Extrait 
Cortical

S’affranchir des problèmes 
de séparation des isoformes

Digestion enzymatique

de séparation des isoformes



Stratégie Shotgun

Augmenter le nombre de peptides
protéotypiques

Extrait 
Cortical

Digestion enzymatique :
trypsine, chymotrypsine ou GluC

protéotypiques



Stratégie Shotgun

Extrait 
Cortical

Digestion enzymatique :
trypsine, chymotrypsine ou GluC

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

Préfractionnement LC
Phase inverse C18 pH basique Minimiser les risques 

de coélution des peptides



pH=10 pH=2
E,D,Cter :         COO- COOH
K,R,H,Nter :      NH2 NH3

+

F Φ-O- Φ-OH

Modification de l’hydrophobicité 
des peptides :

Digestion enzymatique

Extrait 
Cortical

:
trypsine, chymotrypsine ou GluC

Stratégie Shotgun

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

Préfractionnement LC
Phase inverse C18 pH basique

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



Analyse séquentielle des données MS/MS

Spectres MS/MS 

Contrôle taux de faux positifs
Approche Target/Decoy

Une séquence 
de recherche

Banque 1
Paramètres 1 = 

Enzyme, PTMs, Tolérance …

Moteur de recherche

Spectres
validés

Spectres non 
attribués

Nouvelle séquence 
de recherche

Banque 2
Paramètres 2 = 

Enzyme, PTMs, Tolérance …

de recherche

…



Analyse séquentielle des données MS/MS

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

Identification 
kératines et KAPs

LC/LC-MS/MS

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

Identification 
autres protéines

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

Peptides kératines 
trioxydés et méthylés

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

Coupures aspécifiques

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

Peptides kératines 
déamidés, Dha



Illustration de l’intérêt de la recherche séquentielle

Hb6    EAEDhaVEADSGR

Ex = Localisation des sites de désulfuration dans les kératines

-H2S +Cys

+Lys

Hb6    AFSDhaISACamGPR

+Lys

Dha



Spectres MS/MS

Utilisation de 2 moteurs de recherche

Seuils

OmssaMascot

Analyse avec 
deux 

algorithmes 
utilisés en 
parallèle 

Spectres 
validés

Spectres non 
attribués

Seuils



Thresold Mascot

Utilisation combinée de 2 moteurs de recherche

Thresold Omssa



Thresold Mascot

Utilisation combinée de 2 moteurs de recherche



Thresold Mascot

Utilisation combinée de 2 moteurs de recherche
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Combinaison 2 moteurs de recherche
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Combinaison 2 moteurs de recherche

Chymotrypsine
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Combinaison 2 moteurs de recherche

GluC
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Complémentarité des moteurs

Gain sur le nombre de peptide identifié
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Intérêt d’un recouvrement protéique maximum

Kératine Ha4
1   MLYAKPPPTI NGIKGLQRKE RLKPAHIHLQ QLTCFSITCS STMSYSCCLP 
51  SLGCRTSCSS RPCVPPSCHG YTLPGACNIP ANVSNCNWFC EGSFNGSEKE 
101 TMQFLNDRLA SYLEKVRQLE RDNAELEKLI QERSQQQEPL LCPSYQSYFK 
151 TIEELQQKIL CAKAENARLV VNIDNAKLAS DDFRSKYQTE QSLRLLVESD 
201 INSIRRILDE LTLCKSDLES QVESLREELI CLKKNHEEEV NTLRSQLGDR 
251 LNVEVDTAPT VDLNQVLNET RSQYEALVEI NRREVEQWFA TQTEELNKQV 
301 VSSSEQLQSC QAEIIELRRT VNALEIELQA QHNLRDSLEN TLTESEAHYS 
351 SQLSQVQSLI TNVESQLAEI RCDLERQNQE YQVLLDVRAR LECEINTYRS 
401 LLESEDCKLP CNPCATTNAS GNSCGPCGTS QKGCCN 



Intérêt d’un recouvrement protéique maximum

Kératine Ha4

Peptides
semi

chymotrypsiques 

1   MLYAKPPPTI NGIKGLQRKE RLKPAHIHLQ QLTCFSITCS STMSYSCCLP 
51  SLGCRTSCSS RPCVPPSCHG YTLPGACNIP ANVSNCNWFC EGSFNGSEKE
101 TMQFLNDRLA SYLEKVRQLE RDNAELEKLI QERSQQQEPL LCPSYQSYFK
151 TIEELQQKIL CAKAENARLV VNIDNAKLAS DDFRSKYQTE QSLRLLVESD
201 INSIRRILDE LTLCKSDLES QVESLREELI CLKKNHEEEV NTLRSQLGDR
251 LNVEVDTAPT VDLNQVLNET RSQYEALVEI NRREVEQWFA TQTEELNKQV
301 VSSSEQLQSC QAEIIELRRT VNALEIELQA QHNLRDSLEN TLTESEAHYS 
351 SQLSQVQSLI TNVESQLAEI RCDLERQNQE YQVLLDVRAR LECEINTYRS 
401 LLESEDCKLP CNPCATTNAS GNSCGPCGTS QKGCCN 

Peptides
trypsiques,

chymotrypsiques 
et gluC



Intérêt d’un recouvrement protéique maximum

Kératine Ha4

Peptides
semi

chymotrypsiques 

1   MLYAKPPPTI NGIKGLQRKE RLKPAHIHLQ QLTCFSITCS STMSYSCCLP
51 SLGCRTSCSS RPCVPPSCHG YTLPGACNIP ANVSNCNWFC EGSFNGSEKE
101 TMQFLNDRLA SYLEKVRQLE RDNAELEKLI QERSQQQEPL LCPSYQSYFK
151 TIEELQQKIL CAKAENARLV VNIDNAKLAS DDFRSKYQTE QSLRLLVESD
201 INSIRRILDE LTLCKSDLES QVESLREELI CLKKNHEEEV NTLRSQLGDR
251 LNVEVDTAPT VDLNQVLNET RSQYEALVEI NRREVEQWFA TQTEELNKQV
301 VSSSEQLQSC QAEIIELRRT VNALEIELQA QHNLRDSLEN TLTESEAHYS 
351 SQLSQVQSLI TNVESQLAEI RCDLERQNQE YQVLLDVRAR LECEINTYRS 
401 LLESEDCKLP CNPCATTNAS GNSCGPCGTS QKGCCN 

Peptides
trypsiques,

chymotrypsiques 
et gluC

Peptides
semi

chymotrypsiques 
+



Intérêt d’un recouvrement protéique maximum

Kératine Ha4

Peptides
semi

chymotrypsiques 

1   MLYAKPPPTI NGIKGLQRKE RLKPAHIHLQ QLTCFSITCS STMSYSCCLP
51 SLGCRTSCSS RPCVPPSCHG YTLPGACNIP ANVSNCNWFC EGSFNGSEKE
101 TMQFLNDRLA SYLEKVRQLE RDNAELEKLI QERSQQQEPL LCPSYQSYFK
151 TIEELQQKIL CAKAENARLV VNIDNAKLAS DDFRSKYQTE QSLRLLVESD
201 INSIRRILDE LTLCKSDLES QVESLREELI CLKKNHEEEV NTLRSQLGDR
251 LNVEVDTAPT VDLNQVLNET RSQYEALVEI NRREVEQWFA TQTEELNKQV
301 VSSSEQLQSC QAEIIELRRT VNALEIELQA QHNLRDSLEN TLTESEAHYS 
351 SQLSQVQSLI TNVESQLAEI RCDLERQNQE YQVLLDVRAR LECEINTYRS 
401 LLESEDCKLP CNPCATTNAS GNSCGPCGTS QKGCCN 

Peptides semi trypsiques 
+ N-acétyl Nter pep

Identification du peptide :
Nacétyl(S)YSCCLPSLGCR



Intérêt d’un recouvrement protéique maximum

Kératine Ha4

Peptides
semi

chymotrypsiques 

1   MLYAKPPPTI NGIKGLQRKE RLKPAHIHLQ QLTCFSITCS STMSYSCCLP
51 SLGCRTSCSS RPCVPPSCHG YTLPGACNIP ANVSNCNWFC EGSFNGSEKE
101 TMQFLNDRLA SYLEKVRQLE RDNAELEKLI QERSQQQEPL LCPSYQSYFK
151 TIEELQQKIL CAKAENARLV VNIDNAKLAS DDFRSKYQTE QSLRLLVESD
201 INSIRRILDE LTLCKSDLES QVESLREELI CLKKNHEEEV NTLRSQLGDR
251 LNVEVDTAPT VDLNQVLNET RSQYEALVEI NRREVEQWFA TQTEELNKQV
301 VSSSEQLQSC QAEIIELRRT VNALEIELQA QHNLRDSLEN TLTESEAHYS 
351 SQLSQVQSLI TNVESQLAEI RCDLERQNQE YQVLLDVRAR LECEINTYRS 
401 LLESEDCKLP CNPCATTNAS GNSCGPCGTS QKGCCN 

Identification du peptide :
Nacétyl(S)YSCCLPSLGCR

Séquence de Ha4 corrigée 
et exprimée dans le cortex 

Peptides semi trypsiques 
+ N-acétyl Nter pep



Identification des Keratin Associated Protein (KAPs)

6

2

4

6

3

2

1

Trypsine GluC
Approche par gel
Digestion tryps

Stratégie adaptée à l'étude des isoformes de KAPs

Chymotrypsine

24 KAPs identifiées
9 familles multigéniques

8 KAPs identifiées
6 familles multigéniques



Localisation des PTMs

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

PTMs induites enzymatiquement

PTMs induites chimiquement

61 peptides uniques portant des trioxydations dont KAPs61 peptides uniques portant des trioxydations dont KAPs

19 peptides uniques portant des dehydroalanines



Conclusions

2) Stratégie d’identification efficace pour les isoformes

Recouvrement de séquence 90 % pour les 2 familles de kératines

1) Identification de 132 peptides modifiés uniques dont des Dha

Augmentation du nombre d’isoformes identifiées pour les KAPs

Identification des peptides protéotypiques (discriminants) 
pour les isoformes étudiées

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



Perspective : quantification des peptides protéotypiques

Etudier les intensités des peptides protéotypiques

Accéder au niveau 
d’expression 

des protéines isoformes
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