
Séquence expérimentale d’analyse MALDI

Digestion enzymatique « in gel »

Dépôt sur cible MALDI : PAC

acquisition MS Spectre de masse des peptides 

Recherche Mascot PMF

acquisition MSMS Spectre de fragmentations de peptides

Recherche Mascot PFF

Validation des résultats selon critères mascot

Signal faible : 
peptides visibles 
suffisants pour une 
identification en MS 
mais pas assez de 
matériel pour 
fragmenter

Peu de peptides 
(petite protéine)
Pas de hit en MS
Mais signal suffisant 
pour fragmenter et 
donc identification 
MSMS

Cas optimalSignal insuffisant
Quantité trop faible

xxMSMS
Validé selon critères 
mascot

xxMS
Validé selon critères 
mascot

Validation par le service 
Contrôle mascot
Contrôle du spectre : les pics les plus intenses sont ils attribués ?
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Digestion enzymatique « in gel »

Mélange de peptides
PeptidesK
PeptidesR
Modif experimentale :
Cystéines modifiées par iodocacetamide : 
carbamidomethylationProtéine

Cycles de lavage des morceaux de gels
Acetonitryle / bicarbonate d’ammonium
+ réduction/alkylation des cystéines
DTT/iodoacetamide

5heures

Robot digester

12-15 heures

+ trypsine

Dépôt sur cible MALDI : PAC

PAC : Préspotted AnchorChip
Cicle préspottée de matrice αcyano
Format 96 
Calibrants prédéposés

Extraction : 
Diffusion passive
Ou en présence ACN/H2O/ac.formique

Dépôt : 4 µl TFA 0.1%
+ 1µl échantillon

5’ : les peptides co-cristallisent avec la matrice
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Acquisition MS

Ionisation MALDI

Ions MH+

TOF analysis

Spectre MS Liste de pics :
masse de peptides MH+
700 – 4000 da
Précision < 50ppm

Gamme de masse :
700-4000 da
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serveur

mascot

NAS 4.5To

Critères de recherche mascot en mode MS

Database NCBInr
Ms tolérance : 50 ppm
Modification

fixe : cyst.Carbamidométhylée
variable : Met oxydée

Rapport : 10 premières protéines
1 missed clivage
Ions MH+

Liste de masses

Spectre MS
expérimental

Spectre MS
Théorique (NCBInr)

Match ?



Résultat de recherche mascot 
En mode MS

serveur

mascot

NAS 4.5To

Résultats sous la forme de page web

Mascot calcule une valeur seuil au delà de laquelle le hit est 
significatif à plus de 95% (dans NCBI nr)
Visualisation graphique : le hit doit sortir de la zone verte

Ici, le résultat est significatif dans NCBInr  à plus de 
95 % si le score est supérieur à 82

 La protéine FC1 est validée en mode MS seul avec un score de 94



serveur

mascot

NAS 4.5To

Résultats sous la forme de page web

Résultats PMF mascot 
de la protéine

En rouge gras : les peptides trouvés

% de recouvrement
Nombre de peptides trouvés

Représentation globale des précisions de masse pour chaque 
peptide.
L’erreur moyenne est bonne : 13 ppm

<50 ppm bon
<25 ppm excellent
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Mode MSMS
Principe de la spectrométrie de masse en tandem MS/MS

MS1 MS2Cellule
de collision DétecteurSource

Ions Ion
parent

Fragmentation
(CID : 

collision induced dissociation)
Ions
fils

Spectre
MS/MS

Spectre MS          peptides
Spectre MSMS de l’ion parent 1247.6



Fragments (ions) obtenus par MS/MS

Charge positive 
sur fragment Nter

Charge positive 
sur fragment Cter

http://www.matrixscience.com/help/fragmentation_help.html

Interprétation d’un spectre de fragmentation



Fragments (ions) obtenus par MS/MS

Charge positive 
sur fragment Nter

Charge positive 
sur fragment Cter

http://www.matrixscience.com/help/fragmentation_help.html



Fragments (ions) obtenus par MS/MS

Charge positive 
sur fragment Nter

Charge positive 
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http://www.matrixscience.com/help/fragmentation_help.html



Fragments 
internes

Fragments (ions) obtenus par MS/MS



Fragments (ions) obtenus par MS/MS

Ions immonium
(<200)



Fragmentation des peptides

Ions satellites 

Au final, tous ces types d’ions sont susceptibles d’être vus en MALDI MSMS

Y,b,x,z,a,c,ions immonium, d, v, w, et fragments internes …
Y et b sont les plus abondants



En MALDI TOF TOF, toutes les populations d’ions sont théoriquement visibles…
Liste de masse de fragments (ions)

y, b, a, c, x, z, ions immoniums, ions satellites

Acquisition MALDI MSMS

Plusieurs spectres MSMS sont réalisés à partir des ions parents intenses (peptides) détectés en mode MS
Le logiciel biotools compile les spectres MSMS et MS dans un seul fichier de résultats.

Biotools3.2

Recherche MASCOT

Spectre MSMS
du peptide MH+ 1247.6da

Spectre MSMS
Du peptide MH+ 2194.2

Spectre MSMS du peptide 1615.9da

Spectre MS de la bande1
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serveur

mascot

NAS 4.5To

Critères de recherche mascot en mode MSMS

Database NCBInr
Ms tolérance : 50 ppm
MSMS tolérance : 0.5 da
Modification

fixe : cyst.Carbamidométhylée
variable : Met oxydée

Rapport : 10 premières protéines
1 missed clivage

Spectre MSMS
Experimental
Masses de fragments
expérimentaux

Spectre MSMS
Théorique
Masses de fragments 
théoriques

Match ?

Fichier de résultat MS + nMSMS



Résultat de recherche mascot 
MSMS : mode ion score 

serveur

mascot

NAS 4.5To

10 premières protéines

Détail des recherches par protéine

Page webPour chaque spectre MSMS, Mascot calcule une valeur seuil au 
delà de laquelle le hit est significatif à plus de 95%
Visualisation : le hit doit sortir de la zone verte



Critères de validation d’un spectre MSMS

-Pour chaque spectre MSMS, Mascot calcule une valeur seuil au delà de laquelle le hit est significatif à plus de 95%
-Si plusieurs spectres de fragmentation matchent pour une même protéine, Mascot compile le résultat
-Code couleur pour visualiser les peptides fragmentées :

-Rouge : score validé selon critère mascot/ Noir score 
-gras : peptide présent dans une seule protéines / non gras (peptide peut être trouvé dans plusieurs protéines différentes)

Pop-up de visualisation des
recherches pour le peptide 1247da
Le seuil pour celui-ci est de 53

 La protéine FC1 est validée en mode MSMS seul (ion score) avec 
3 peptides fragmentés et un score total de 249



serveur

mascot

NAS 4.5To

Résultat de recherche mascot 
combinant MS et MSMS : mode protein summary

Mode protein summary : 
Le score MS et MSMS augmente : 344
+ d’information

Page web

 La protéine FC1 est validée en mode MSMS et MS combiné avec 
3 peptides fragmentés et un score total de 344



Résultat PFF mascot pour la protéine identifiée
Combinant MS et MSMS

3 peptides fragmentés
Et leurs ions score respectif

Lien vers la page ion score du peptide

serveur

mascotPage web



Résultat MSMS MASCOT d’un peptide fragmenté :
Page mascot  ion score du peptide 2193.2 da Table de fragmentation :

Liste de tous les fragments théoriques
En rouge : fragments observés sur le spectre MSMS

Peptide parent de masse 2193.22 da 

Spectre MSMS simplifié

serveur

mascot

NAS 4.5To

Page web

http://www.matrixscience.com/help/fragmentation_help.html



Visualisation du spectre fragmenté
dans Biotools 3.2 serveur

mascot

Biotools 3.2

NAS 4. To

Spectre MSMS de l’ion parent 1293.2 da



 Validé
En MS
En MSMS
3 peptides

Petits carrés rouges :
Peptide fragmenté
Gris peptide MS

Compilation des résultats d’analyse MS et MSMS dans biotools 3.2

En noir peptides MH+
En bleu peptides Met oxydée

Biotools 3.2



Tableau synthétique de résultats d’analyse

Mail 
G.Bonnard



Analyse de protéines recombinantes

Digestion théorique de votre séquence + tag 
paramètres de coupure :

Ions MH+
Cysteines modifiées
1 missed clivage
Méthionines oxydées

Appliquée au spectre expérimental :
Recherche de peptides (petits) non labellés en mode 
automatique
Augmentation de la couverture de séquence

But : obtenir le % de recouvrement maximal sur le spectre MS

Biotools 3.2
Sequence editor



Biotools 3.2
Sequence editor

Protéine recombinante :
Recherche des peptides manquants sur le spectre

Séquence appliquée 
au spectre 
expérimental :
Recherche de peptides 
(petits) non labellés
(missing) en mode 
automatique.

Augmentation de la 
couverture de 
séquence



Contrôle qualité de protéines recombinantes : tableau de digestion théorique / expérimentale

Digestion théorique de votre séquence + tag 
Paramètres :
Ions MH+
Cysteines modifiées
1 missed clivage
Methionines oxydées

Colonne peptides
Experimentaux /
Colonne peptides 
prédits

Tableau des résultats collé dans l’onglet 
theorical digest du formulaire d’analyse 2010



Plus loin : analyse bas débit

Site de clivage et modifications 

Stratégie d’analyse : 
- % de recouvrement maximal (idem protéine recombinante)

But : dégrossir au maximum pour cerner les zones « noires », susceptibles de porter la (les) 
modifications. 
Moyens : Quantité abondante de matériel (bande visible au bleu) pour MS et MSMS de qualité

Enzymes : trypsine, Asp N, gluC, ArgC, LysC

- Bio-informatique :
Prédiction de motifs de PTM
Prédiction d’adduits de masse par sequence editor (biotools 3.2) et recherche sur spectre 
expérimental.

- Stratégie d’enrichissement
Exemple : phosphopeptides sur colonne imac.

- Stratégie différentielle : traitement enzymatique ciblant la PTM
Exemple : Avec ou sans phosphatase                       

différentiel visualisé sur spectres MS.


