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I. La spectrométrie de masse 

C’est en 1898 que Joseph John Thomson effectua les premières mesures de 

rapport masse/charge (m/z) d’électrons. Ses recherches théoriques et expérimentales 

sur la conductivité électrique dans les gaz lui ont valu un prix Nobel en 1906. 

La spectrométrie de masse est une technique analytique puissante utilisée pour 

quantifier des matériaux connus, pour identifier des composés inconnus dans un 

échantillon et pour élucider la structure et les propriétés chimiques de différentes 

molécules. Le processus implique la transformation de l'échantillon en ions gazeux, 

avec ou sans fragmentation, qui sont ensuite caractérisés par leurs rapports m/z et leurs 

abondances relatives. 

Le spectromètre de masse est constitué de 3 parties principales (figure 1) : 

 La source d’ionisation, qui permet de faire passer les molécules en phase 

gazeuse et de les ioniser,  

 L’analyseur, qui sépare les ions en fonction de leur rapport m/z, 

 Le détecteur, couplé à un système informatique, qui assure le traitement 

des données, 

 

 
Figure 1: Représentation schématique d’un spectromètre de masse 
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Il existe une grande diversité d’appareils de spectrométrie de masse qui est due 

à la grande variété de sources, d’analyseurs, de types de couplage et de fragmentation. 

Bien sûr, toutes les configurations ne sont pas réalisables. 

Ces configurations variables d’appareil permettent l’analyse des échantillons de 

natures différentes et permettent d’obtenir des informations variées. La résolution et la 

sensibilité seront différentes d’un appareil à un autre à cause de leur configuration. 

Les deux caractéristiques instrumentales essentielles pour la mesure des ions 

par spectrométrie de masse sont le pouvoir résolutif et la précision de mesure en 

masse. Une bonne résolution spectrale va permettre de déterminer l’état de charge des 

ions, d’avoir accès à la distribution isotopique et de discriminer des ions isobares. Cette 

résolution est également liée à la précision de mesure de masse, qui correspond à la 

finesse du pic observée. 

II. La résolution 

Il existe plusieurs définitions de la résolution en spectrométrie de masse, qui 

permettent de comprendre les distinctions entre les différentes définitions et pour 

comprendre les caractéristiques des différents spectromètres de masse 

La première définition est la résolution unitaire. Elle signifie qu’il est possible de 

séparer chaque masse de la prochaine masse intégrée. C'est-à-dire qu’il est possible de 

distinguer la masse 50 de la masse 51 ou la masse 700 de la masse 701. Cette 

résolution est utilisée pour les analyseurs de type quadripolaire ou piège ionique. Les 

formes des pics dans les spectromètres de masse quadripolaires sont habituellement 

caractérisées par un sommet plat. 

Par exemple pour les secteurs magnétiques, il est possible de définir une 

puissance de résolution par : 	 ∆  , c'est-à-dire, la masse d’une molécule m1 

divisée par la différence entre la masse de la molécule m1-m2 qui peuvent être 

séparées. Les spectromètres de masse de type secteur magnétique ont des formes de 

pic triangulaires ou gaussiennes. Dans ces spectromètres de masse, les pics sont 

généralement définis pour être séparés à 10 % de la vallée, c'est-à-dire, un point qui est 

1/10 de la hauteur du plus haut des deux pics. 
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Pour les spectromètres de masse à transformée de Fourier, la même définition 

de la résolution est utilisée, mais en utilisant la largeur des pics à mi-hauteur (figure 2), 

ceci en raison de l'élargissement à proximité de la ligne de base, dû à la forme des pics 

non Lorentzien. Le pouvoir de résolution est inversement proportionnel à la masse dans 

les spectromètres de masse FT-ICR. 

 

Figure 2: Pouvoir résolutif (ou résolution FWMH : « full width at half‐maximum ») correspondant à 

m/ ∆m50% pour deux masse (de Marshall et all, 2008 [1]). 

 

La résolution d’un appareil est très importante lors de la détermination de la 

masse exacte d’une molécule car, grâce à celle-ci, il sera possible de séparer deux 

masses proches l’une de l’autre et de détecter les isotopes d’une molécule (par 

exemple : massif multichargé de protéine). 

Il existe plusieurs niveaux de résolution spectrale qui peuvent être représentés 

sous forme de « marches » (figure 3). Avec une amélioration du pouvoir de résolution 

des instruments, il est possible d’observer de nouvelles familles de pics. Sur la figure 3, 

l’axe des ordonnées définit la hauteur de chaque marche, c’est-à-dire l’ordre de 

grandeur de la distance en Dalton séparant deux pics consécutifs d’un spectre. L’axe 

des abscisses 1/∆m50% (où ∆m50% correspond à la largeur d’un pic à mi-hauteur) 

équivaut au pouvoir résolutif de l’instrument (m/∆m50%) rapporté à la masse m de 

l’espèce mesurée. Une représentation du pouvoir résolutif indépendante de la masse 

est ainsi obtenue. 
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Figure 3: Résolution spectrale (distance en Da entre 2 pics à résoudre) en fonction du pouvoir 

résolutif de l’instrument rapporté à la masse moléculaire de l’espèce mesurée. En insert, spectres de 

masse de l’ubiquitine de masse moyenne 8,500 Da et structure isotopique du 3ème isotope de la 

substance P. (Adapté de Marshall et al [2].) 

 

� A m/∆m50% > 100, la séparation des charges des ions est possible (M+H)+ 

versus (M+2H)2+, 

� A m/∆m50% > 1 000, il y a séparation des pics de différents masses nominales 

(325 Da versus 326 Da), 

� A m/∆m50% > 10 000, résolution des petits peptides (< 2 500 Da) de même 

masse nominale qui diffère d’un acide aminé (excepté pour les isomères de leucine et 

isoleucine), 

� A m/∆m50% > 100 000, séparation des pics via leur espèce isobarique 

(molécules avec la même masse nominale mais une composition élémentaire variable, 

N2 versus CO), 
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� A m/∆m50% > 1 000 000, séparation des pics avec une composition différentes, 

par exemple C3 versus SH4 qui correspond à une différence de 0,0034 Da. 

 

Les différentes configurations d’instruments sur le marché possèdent différentes 

résolutions (tableau 1). Les spectromètres de masse quadripolaires ou avec une piège 

ionique possèdent le plus faible pouvoir de résolution. Ces appareils sont en mesure de 

détecter les états de charge d’une protéine ou la distribution isotopique des peptides. 

Si ces spectromètres de masse quadripolaires sont couplés avec des analyseurs 

de type temps de vol, la résolution augmente très fortement passant de quelques 

daltons de résolution à environ 80 000 pour un appareil de type Q-TOF. Alors ces 

appareils peuvent, par exemple, mettre en évidence la distribution isotopique d’espèces 

multichargées. 

Enfin, les analyseurs les plus résolutifs sont les FT-ICR qui possèdent une 

résolution pouvant atteindre 10 millions pour les dernières générations équipées de 

cellules harmonisées. Cette résolution permet de détecter l’enveloppe isotopique d’une 

protéine multichargée, ou séparer les pics via leurs isotopes. 

 

Analyseur  Quadripôle  Triple 
quadripôles 

Piège 
ionique  TOF/TOF Q‐TOF  FT‐ICR  Orbitrap  Orbitrap 

Instrument  ACQUITY 
Qda  Xevo TQ‐XS  amaZon SL ABI 4800 

+  Maxis II  Solarix XR  Q‐exactive  fusion 
Lumos 

Résolution  0,7 Da  0,5 Da  0,6 Da  25 000  80 000  10 000 000  240 000  1 000 000 
Gamme de 
masse m/z  1 500  2 000  4 000  200 000  20 000  6 000  6 000  6 000 

Fournisseur  Waters  Waters  Bruker 
Daltonics  Absciex  Bruker 

Daltonics

Bruker 
Daltonics 

Thermo 
scientific 

Thermo 
scientific 

 

Table 1 : Informations des différents instruments disponible sur le marché (données provenant 

des sites des constructeurs). 

III. La précision en masse 

La précision en masse est importante pour déterminer et identifier les molécules. 

Elle est exprimée en ppm (partie par million). Pour les appareils ayant une très grande 

précision en masse (de l’ordre de quelques ppm), il est possible de déterminer les 
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formules brutes de molécules (exemple tableau 2). La masse moléculaire exacte est 

calculée à partir de la combinaison des masses atomiques de la composition 

élémentaire d’un ion ou d’une molécule (habituellement basée sur l'isotope le plus 

abondant pour chaque atome), par exemple, 12,000000 + 4×(1,007825) = 16.0313 Da 

qui correspond à CH4. 

Erreur 
calculée 

Nombre de 
composition 

proposé 

Composition 
élémentaire 

Masse 
théorique 

0 ppm 1 C53H103O6 835,77491 
-1,6 ppm 

0 ppm 
3 

C51H101N3O5 
C53H103O6 

835,77625 
835,77491 

-4,8 
-3,2 

0 
1,6 
3,8 

5 

C47H97N9O3 
C49H99N6O4 
C53H103O6 

C54H99N4O2 
C41H97N13O4 

835,77089 
835,77223 
835,77491 
835,77625 
835,77810 

Tableau 2 : Tableau indiquant la composition élémentaire déterminée en fonction de l’erreur de 

masse pour un composé de type tryacylglycérol. La masse à m/z 835,77491 correspond au TG 

(16:0/18:0/16:0). 

L’erreur de masse peut se calculer comme suivant : 

 - mi = (mi-ma) en Da 

 - mi = (mi-ma) × 103 en mDa 

 - mi = ((mi-ma) / ma) 106en ppm (parts par million) 

Avec mi la mesure à un temps t en dalton (Da) et ma la mesure théorique. 

 

Le tableau 3 montre la précision de masse des différents types d’analyseurs. Les 

analyseurs de type FT-ICR possèdent la meilleure précision de masse car ils sont très 

stables et le nombre d’ions dans la cellule est constant. 
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Spectromètre de masse   Précision de masse en ppm 
ou dalton 

FT‐ICR‐MS  0,1 ‐ 1 ppm 
Orbitrap  0,5 ‐ 1 ppm 

Secteur magnétique  1 ‐ 2 ppm 
TOF‐MS  5 ‐ 10 ppm 
Q‐TOF  3 ‐ 5 ppm 

Triple quadripôle  0,5 Da 

Piège ionique linéaire  0,5 Da 

 

Tableau 3 : précision de masse des différents types d’analyseurs. (données récupérés des sites 

internet des constructeurs). 

 

Les appareils de type Orbitrap et FT-ICR peuvent être utilisés pour la 

détermination de masse exacte car ils possèdent le meilleur pouvoir résolutif, mais aussi 

la meilleure précision de masse. Grâce à ces deux niveaux de précision, le FT-ICR est 

souvent utiliser pour la pétroléomique qui s’intéresse à l'identification de la totalité des 

constituants du pétrole [3]. Par exemple, les spectres de masse à haute résolution des 

pétroles bruts peuvent contenir plus de 100 000 pics. Le FT ICR-MS est capable de 

différencier deux molécules distinctes proches de seulement 0,0005 Dalton de distance 

en masse atomique. 

IV. La limite de masse 

Tout spectromètre permet de déterminer le rapport m/z jusqu’à une valeur 

maximale. La première limite sera fixée par l’analyseur lui-même, à savoir pour le temps 

de vol jusque m/z 250 000, pour le Quadripôle 6 000 m/z. Mais la masse que pourra 

détecter le spectromètre prendra en compte également la charge portée par les 

molécules. Même avec un analyseur de type quadripolaire ayant une limite de masse de 

6000 m/z, si une molécule de rapport m/z 10 000 qui possède deux charges celle-ci 

sera détectée par cette analyse car sa masse sera d’environ m/z 5 000. 
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V. Les sources d’ionisation 

De nombreuses sources d’ions existent et chacune de ces sources repose sur un 

principe physique différent. La source sera sélectionnée en fonction des caractéristiques 

du composé à analyser. La volatilisation et l’ionisation des analytes se fait 

successivement ou simultanément selon le type de source. 

Les critères de choix principaux sont :  

 La volatilité et la stabilité thermique du composé à analyser,  

 La labilité chimique,  

 Les fonctions chimiques présentes et leur aptitude à induire une ionisation,  

 La taille des molécules,  

 Les quantités de produit disponibles,  

 Le solvant de solubilisation du composé,  

 La méthode d’injection de l’échantillon : directe ou couplage 

chromatographique.  

 

Il existe de nombreux types de sources d’ionisation qui permettent d’analyser de 

nombreux types d’échantillons. Chaque source possède des caractéristiques qui lui sont 

propres, comme la source d’électronébulisation qui utilise des échantillons sous forme 

liquide ou encore comme la source MALDI qui emploie des échantillons solides ou 

cristallisés. Les sources sont présentées sur une échelle de temps dans la figure 4. 
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Figure 4 : Les sources de spectrométrie de masse placées sur une échelle de temps, avec les 

dates de création et leurs concepteurs. 

 

Les sources d’ionisation sont choisies en fonction des molécules analysées. 

Comme l'illustre la figure 5, l'ESI est mieux adaptée aux composés polaires et aux 

masses moléculaires élevées, tandis que l'APCI convient mieux aux composés de 

polarité faible à moyenne. L'impact électronique est généralement utilisé en GC/MS 

pour les petites molécules volatiles. La source MALDI (qui n’est pas indiquée dans la 

figure 5) est adaptée aux molécules de petite et grande masse, non volatiles et aux 

composés thermiquement labiles (comme les protéines, peptides…) 
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Figure 5 : Graphique montrant les différentes utilisations des sources d’ionisations en fonction de 

la polarité des molécules et de leurs masses moléculaires 

 

L’étape d’ionisation est importante car elle assure la volatilisation, l’ionisation 

proprement dite et le guidage vers l’analyseur, mais elle détermine aussi l’énergie 

apportée aux ions parents. 

Le développement de méthodes d’ionisation douces telles que l’ESI (mais aussi 

la MALDI) a permis à la spectrométrie de masse, depuis les années 80, de se 

développer dans le monde de la biologie. Dans la suite de cette introduction ne sera 

développée que la source d’électronébulisation qui a été utilisée pour les analyses de 

hautes résolutions. 

VI. Source électronébulisation (ESI) 

Mise au point par le groupe de Fenn (prix Nobel de Chimie en 2002), afin 

d’étudier l’ionisation des macromolécules biologiques, l’électrospray ou 

électronébulisation est la technique d’ionisation la plus utilisée qui rapidement élargi son 

utilisation à d’autres analyses. Elle permet l’étude des échantillons liquides avec une 
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grande sensibilité ainsi que l’analyse de la majeure partie des réactions chimiques et 

biologiques qui se déroulent en phase liquide. Le couplage à des techniques 

séparatives (chromatographie liquide, électrophorèse capillaire) est possible car 

l’échantillon de départ est liquide. Le point fort de cette technique repose sur le fait que 

lors du processus d’électronébulisation, l’énergie interne ajoutée aux ions peut être 

contrôlée afin de ne pas entraîner de fragmentation moléculaire.  

L’ionisation de type ESI peut être divisée en trois étapes [4] (figure 6) : 

 La nébulisation : formation de microgouttelettes chargées par différence 

de potentiel entre deux électrodes et par l’application d’un gaz de nébulisation, 

 La désolvatation : le solvant des microgouttelettes s’évapore et leur 

diamètre diminue. La densité de charge au sein de chaque gouttelette augmente jusqu’à 

ce qu’elle devienne trop importante et qu’il se produise une explosion coulombienne, 

provoquant une libération des ions en phase gazeuse, 

 Le transport des ions depuis la source, qui est à pression atmosphérique, 

jusqu’au vide poussé de l’analyseur, 

 
Figure 6 : Principe de l’electronébulisation avec l’utilisation de « skimmers » pour focaliser les ions 

et de gaz (ici du nitrogène) chauffé pour la désolvatation (extrait de De Hoffman et al. [5]). 

1. L’étape de nébulisation 

La nébulisation correspond à la dispersion d’un liquide en gouttelettes 

électriquement chargées grâce à deux processus : 

 La formation des gouttelettes, 

 L’acquisition de charges, 
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Ces mécanismes, qui s’effectuent à pression atmosphérique, sont la 

conséquence de l’application d’un potentiel élevé sur un capillaire au travers duquel 

passe la solution de l’échantillon à analyser. Un gaz de nébulisation (le plus souvent de 

l’azote) assure la nébulisation de la solution ou l’action de projeter un liquide en fines 

gouttelettes. Le champ électrique est créé à l’aide d’une différence de potentiel de 

quelque kilo Volt (pour la source ESI) entre le capillaire et la contre électrode, séparés 

de quelques centimètres. Une accumulation de charges à la surface du solvant est 

provoquée par le champ électrique, au niveau de l’extrémité du capillaire. Le solvant se 

déforme en prenant l’aspect d’un cône, appelé «cône de Taylor» [6] qui se casse et 

forme des gouttelettes ayant une densité de charge importante [7],[4]. Lorsque les 

forces de répulsions coulombiennes deviennent plus fortes que la tension de surface du 

solvant, de petites gouttelettes électriquement chargées quittent l’extrémité du capillaire 

[4]. A partir du cône de Taylor, ces gouttelettes primaires, de rayon de 0,5 à 1,5 µm sont 

émises (figure 7). Ce processus peut être réalisé en mode positif ou négatif pour 

permettre la formation de d’ions chargés positivement ou négativement. Le changement 

de polarité des électrodes permet de passer du mode positif au mode négatif. 

 
Figure 7 : Libération des ions à partir des gouttelettes émises lors de la nébulisation. a. libération 

directe des ions à partir de la surface des gouttelettes, b. éjection d’un ion encore solvaté et dont le 

solvant résiduel sera évaporé. 

 

2. La désolvatation et l’ionisation 

Au cours de leur trajet au niveau de la source, des forces de friction et le champ 

électrique intense déforment les gouttelettes. Les charges de surface augmentent 
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localement à cause de la combinaison de ces deux phénomènes. Chaque gouttelette se 

déforme localement en un cône de Taylor. Une vingtaine de nouvelles gouttelettes sont 

émises à partir de chacune des gouttelettes mères. Ces gouttelettes filles de première 

génération ont un rayon d’environ 100 nm. Le phénomène de fission coulombienne 

semble être atteint avant limite de Rayleigh qui est le point où les répulsions 

coulombiennes entre les charges égalent les forces cohésives de la tension de surface 

du liquide [8], [5]. 

Pour ce dernier point, deux théories sont proposées : 

 Un ion encore solvaté peut aussi se séparer de la gouttelette (nano 

gouttelette). Le solvant restant s’évapore durant la fin du vol, ce modèle est appelé « 

Charge Residue Model » (CRM) [9]. 

 Le second modèle appelé IEM « mécanisme d’évaporation d’ion » 

consiste en une succession de fissions des gouttelettes et de nouvelles générations de 

gouttelettes filles sont ainsi formées [10]. Le phénomène se poursuit jusqu’à ce que la 

formation de gouttelettes ayant un rayon de l’ordre de 10 nm. La désorption d’ions est 

provoquée lorsque les répulsions de charges au niveau de ces dernières deviennent 

suffisantes [11], [12]. Il semblerait que la majorité des ions soit formée selon le modèle 

IEM. 

3.  Les ions multichargés  

Les molécules de grande taille possédant plusieurs sites ionisables vont produire 

par ESI des molécules multichargées. La figure 8 présente un exemple de spectre 

multichargé de « Odorant binding protein » (OBP) obtenus par ionisation nano ESI sur 

un analyseur de type FT-ICR. 
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Figure 8 : Spectre multichargé obtenus en nanoESI Apex Qe FT-ICR 9,4T, mode positif, de la 

protéine OBP (Odorant Binding Protein) à 10 pmol/µL. La masse moyenne calculée est de 17 kDa. 

 

Sur cette figure, la protéine OBP est multichargée et la détermination de la 

charge des pics se fait grâce à la formule [7] : 	 		 . 

Le nombre de charges z du signal de l’ion à m/z = x1, permet de déterminer la 

masse moléculaire M de la protéine OBP, grâce à la formule : 	  

L’avantage d’obtenir de molécules multichargées est l’augmentation de la 

sensibilité qui permet de détecter des molécules de hautes masses moléculaires avec 

un analyseur avec une limite de masse faible. 

Les ions chargés générés par ESI ne reflètent pas l’état de charge des molécules 

dans la solution analysée, mais ils sont le résultat de l’accumulation des charges dans la 

gouttelette et des modifications des charges par le processus d’électrochimie à la pointe 

du cône [13]. 

L’ionisation ESI est également sensible à la concentration et non pas à la 

quantité totale de l’échantillon injectée dans la source. C’est la raison pour laquelle des 

modifications ont été réalisées sur les sources ESI aboutissant à des sources 

microelectrospray et nanoelectrospray utilisables à faibles concentrations et à faibles 



Généralités sur la spectrométrie de masse 

16 

débit lors du couplage avec des chromatographies liquides. Ceci a permis de diminuer 

la limite de détection et d’atteindre des quantités détectés de l’ordre de 10-15 moles 

[14,15]. 

VII. Les analyseurs 

Les ions produits sont séparés d’après leur rapport m/z et leur masse est 

simultanément déterminée au moyen de l’analyseur. 

De nombreux analyseurs sont disponibles (figure 9) mais, comme pour les 

sources d’ionisation, l’analyseur parfait n’existe pas. Chaque analyseur présente des 

avantages et des inconvénients. 

 
Figure 9 : Analyseurs développés pour la spectrométrie de masse avec les dates de création et 

les concepteurs. 

 

Les analyseurs peuvent être divisés en deux grandes classes : 

 Les analyseurs qui transmettent les ions de différentes masses le long 

d'une échelle de temps (secteur magnétique avec TOF, quadripôle), 

 Les analyseurs qui permettent la transmission simultanée de tous les ions 

(analyseur magnétique, TOF, piège ionique, FT-ICR et orbitrap), 
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En fonction du type d’analyse à réaliser et du type de source utilisée, le choix de 

l’analyseur va dépendre principalement de : 

 Sa gamme de masse (valeur limite du rapport m/z mesurable et gamme 

dynamique), 

 Sa précision dans la mesure de la masse, 

 Sa résolution, qui correspond à sa capacité à différencier des ions de 

rapport m/z voisins, 

 Sa capacité à focaliser les ions. 

L’analyseur FT-ICR et Orbitrap qui ont été utilisés dans cette thèse seront 

détaillés dans les paragraphes suivant. 

1. Les analyseurs de type FT-ICR 

La spectrométrie de masse par résonance cyclotronique des ions (FT-ICR, 

Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance) a été développée par Comisarow et 

Marshall en 1973. Cette méthode permet de mesurer le mouvement cyclotron des ions 

dans un champ magnétique, de calculer leurs fréquences et de convertir ces 

informations en spectre de masse. Depuis sa création, cette technique a permis 

d’obtenir la meilleure résolution et de diminuer l’erreur de masse. Elle est devenue un 

outil puissant pour l’analyse de mélanges complexes. Pour optimiser la polyvalence de 

la FT-ICR pour l’analyse d’une large gamme d’échantillon, elle a été couplée avec de 

nombreuses sources : impact électronique (IE), chimique (IC), atmosphérique, fast atom 

bombardment (FAB), electrospray (ESI), desorption, Désorption-ionisation laser 

assistée par matrice (MALDI), photo ionisation à pressure atmosphérique (API), 

bombardement par atomes métastables. 

Les optiques de transfert ont été développées et optimisés pour permettre le 

pompage différentiel entre les sources à la pression atmosphérique et la cellule ICR 

pour permettre d’accumuler des ions et donc d’améliorer la sensibilité. 

Pour obtenir de plus amples informations structurelles, de nombreux modes de 

fragmentation ont également été mis en œuvre : 

 La dissociation induite par collision (CID), 

 La dissociation par infrarouge multi photon (IRMPD), 
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 La dissociation par capture d’électron (ECD), 

 La dissociation par transfert d’électron (ETD), 

 L’irradiation soutenue sans résonance (SORI), 

 La dissociation radiative infrarouge du corps noir (BIRD), 

 La photodissociation par ultra-violet (UVPD), 

 

Ce type de spectromètre peut réaliser des expériences de fragmentations, soit 

dans une cellule de collision avant la cellule FT-ICR, soit dans la cellule ICR elle-même. 

Ces techniques de fragmentation ont pour objectif d’obtenir des informations détaillées 

sur la structure moléculaire des ions. 

Les spectromètres de masse de type FT-ICR sont des analyseurs permettant 

d’obtenir des spectres MS d’une très grande résolution (jusque 10 000 000) et d’une 

très grande précision (quelques ppm d’erreurs). Un autre avantage est leur capacité à 

piéger les ions au sein de la cellule ICR. 

Les FT-ICR sont constitués d’une cellule composée d’une paire de plaques 

excitatrices et d’une paire de plaques réceptrices (figure 10). Cette cellule est placée au 

sein d’un aimant qui génère un champ magnétique uniforme B. Les ions sont piégés au 

sein de la cellule ICR grâce à la combinaison du champ magnétique B et d'un champ 

électrique quadripolaire constant. Le champ magnétique piège les ions sur une 

trajectoire circulaire : c’est le principe du cyclotron. La fréquence de ce mouvement 

cyclotronique et sa vitesse angulaire dépendent à la fois du champ magnétique et du 

rapport m/z des ions piégés. [16,17] 

 
Figure 10 : Schéma d’une cellule ICR composée de deux plaques de détection, deux plaques 

d’excitation et deux plaques de piégeages devant et derrière permettant de garder les ions dans la cellule. 

Un champ magnétique B est  généré par un aimant (extrait de Yulin Qi and Peter B. O’Connor [3]). 
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a) Théorie de la FT-ICR 

Si la vitesse d’un ion est faible et si le champ magnétique est intense, le rayon de 

courbure de la trajectoire de l’ion devient faible. Cet ion peut alors être piégé sur une 

trajectoire circulaire dans le champ magnétique. Il subit une force de Lorentz qui induit 

un mouvement circulaire de l’ion, perpendiculaire à la direction du champ magnétique : 

c’est le principe du cyclotron et ce mouvement de rotation est appelé mouvement 

cyclotron. (figure 11). 

 
Figure 11 : Illustration de la force de Lorentz ( 	 	 ). Différence de rotation en fonction de la 

charge positive ou négative de l’ion dans un champ magnétique B 

 

Si un ion est injecté dans un champ magnétique B avec une vitesse v, les 

équations permettent de calculer : 

 La force de Lorentz grâce à l’équation : 	 	  

 La force centripète grâce à l’équation : ′ 	
 

Comme F et F’ sont égaux dans cette situation : q	v	B 	 	
 ou q	B 	 	

 

Avec q la charge de l’ion (q = z e), v sa vitesse, m sa masse, r le rayon de sa 

trajectoire circulaire et B l’intensité du champ magnétique. 

L’ion boucle un trajet circulaire de 2πr à une fréquence vC : 

 	 	 	 	 		 	  

 

Sa vitesse angulaire ω s’exprime par l’équation : 	 	 	 	 	 	 	⁄  
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La fréquence et la vitesse angulaire de l’ion ne dépendent que du champ 

magnétique B et de son rapport m/z, suivant la relation ( 	 ). La vitesse de l’ion 

n’influence pas la fréquence et la vitesse angulaire de l’ion. La fréquence vC qui peut 

être mesurée permet de déterminer le rapport m/z de l’ion considéré. 

b) Piégeage des ions 

Lorsque les ions arrivent dans la cellule, ils passent à travers un orifice présent 

dans la cellule, puis ils sont piégés à l’aide de deux plaques perpendiculaires à l’axe z, 

appelées « trapping plate » (figure 11). Pour garder les ions dans la cellule sans qu’ils 

se déchargent sur les plaques, la tension des plaques varient. 

Ce principe est appelé piège de Penning ou également résonnance d’ion en 

cyclotron. Dans un cas idéal où des plaques de longueurs infinies sont utilisées et qu’un 

champ électrique homogène parallèle au champ magnétique est appliqué, le 

mouvement d'un ion serait hélicoïdal. Les ions auraient des oscillations périodiques 

suivant l'axe z dans le puits de potentiel électrique. 

Une seconde fréquence est formée qui est appelée fréquence de piégeage vr 

	 	 	 	 	 	  

Vtrap : potentiel de piégeage ; α : facteur géométrique ; a: distance entre les 

plaques. Cette fréquence ne dépend pas de l’énergie cinétique initiale des ions. 

c) Mouvement des ions dans la cellule 

Le champ électrique généré n’est pas parallèle au champ magnétique car les 

électrodes ont une dimension finie. 

Les particules piégées dans les cellules subissent trois types d'oscillations (figure 

12): 

1) une oscillation axiale vt, et deux oscillations dans le plan radial (similaires au 

mouvement d’une toupie sur le sol), 

2) une oscillation cyclotron réduite v+ ou vc correspondant à l'orbite circulaire de 

la particule au sein du piège, 

3) une oscillation magnétron v- ou vm correspondant à la rotation de la particule « 

sur elle-même », 
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La fréquence cyclotron réduite est décrite via l’équation :  

	 	 	  

Celle de la fréquence magnétron est : 

	 	 	  

 
Figure 12 : Les différentes trajectoires d’un ion dans un champ électromagnétique, vt fréquence 

d’oscillation axiale, vm fréquence d’oscillation magnétron, vc fréquence d’oscillation cyclotron (extrait de 

Marshall et al [16]). 

 

Pour des rapports de m/z faibles, la fréquence cyclotronique réduite v+ est très 

proche de la fréquence cyclotronique vc. 

Pour les ions de rapports m/z élevés (ou des fréquences basses), la situation est 

différente : il existe donc une région pour laquelle cette approximation n'est plus valable. 

Dans ce cas la fréquence de piégeage devient plus importante. 

d) Mesure du signal FT-ICR 

Les ions piégés dans la cellule ICR possèdent des rayons d’orbite et des 

positions différentes. Cette variation ne permet pas la mesure de leur fréquence 

cyclotronique. 

 

 

Donc pour réaliser cette mesure, deux étapes doivent être effectuées : 

Première étape : excitation résonante des ions 
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Cette étape consiste à appliquer un courant électrique entre les deux plaques 

d’excitation opposées. Ceci a pour effet de modifier les orbites des ions. Cette excitation 

à lieu à la fréquence cyclotronique d’un ion de rapport m/z avec une tension V0 

appliquée pendant un temps Texc, le rayon de l’orbite de l’ion est donnée par l’équation : 	
 

Le rayon de l’ion dépend de la tension et de la durée de l’excitation. Ces deux 

paramètres permettent d’amener les ions sur une orbite avec un rayon qui les fera 

passer proche des deux plaques de détection. Cette impulsion qui excite les ions balaye 

une grande gamme de fréquence. Ceci a pour effet d’amener les ions présents dans la 

cellule sur un même rayon mais avec des fréquences propres à chaque rapport m/z. Ce 

phasage des ions est réalisé avec une impulsion rapide. 

Il existe différentes méthodes d’excitation (figure 13) : 

 L’excitation par impulsion rectangulaire, qui consiste à appliquer une 

fréquence d’excitation correspondant à une population d’ions de même 

rapport m/z, 

 L’excitation “broadband”, qui permet l’excitation de toute la gamme de 

fréquences d’intérêt. Deux approches existe : la méthode dite “R.F. chirp” 

[18] (Frequency-sweep) ou la méthode “SWIFT” [19] (Stored waveform 

inverse Fourier transform waveforms). 

 
Figure 13 : Méthodes d’excitations avec, les formes d'onde d'excitation du signal transitoire à 

gauche et le domaine de fréquence à droite. (a) Excitation par impulsion rectangulaire. (b) Excitation 

“broadband”, avec la fréquence-balayage («chirp»). (c) Excitation “broadband”, en utilisant la méthode 

SWIFT (extrait de Marshall et al [16]). 

Deuxième étape : Mesure de l’ensemble des fréquences de rotation des 

ions 
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La rotation cohérente de l’ensemble des ions (mouvement cyclotron) induit un 

courant qui est détecté par les deux plaques de détection. Ce courant est ensuite 

mesuré et digitalisé (interférogramme). Le signal détecté est appelé transient et 

correspond à la superposition des différents courants induits. Le signal est en fait 

proportionnel à ce courant induit. 

L’équation du signal enregistré est décrit par : ∆  

Avec ∆  le courant induit, v la vitesse des ions et d la distance entre les plaques 

de détection. 

La transformée de Fourier va permettre la conversion de l’intensité du signal en 

fonction du temps, puis l’intensité en fonction du rapport m/z (figure 14). 

 

 
Figure 14 : Le mouvement cyclotron des ions incohérents (a) est converti en un mouvement 

cohérent (et donc détectable) (b) par l'application d'un champ électrique qui tourne dans le même sens et 

à la fréquence ICR des ions d'une valeur m/z donnée. (c) Circuits électroniques d’une cellule ICR pour les 

paires de plaques de détection, excitation et piégeage (extrait de Marshall et al [16]). 

 

Le courant induit apparaît comme étant indépendant de la fréquence des ions et 

de l’intensité du champ magnétique ou électrostatique. Cependant, le courant induit 

augmente linéairement avec la charge des ions, donc le signal est plus intense pour un 

ion multichargé. 

Pour les techniques utilisant la transformée de Fourier, la résolution dépend du 

temps d’acquisition et de la décroissance du signal observé (temps de relaxation). Cette 

décroissance résulte des collisions ions-molécules dans la cellule qui provoque une 

diminution de la vitesse des ions et donc de leur rayon. 
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Pour obtenir des spectres avec une haute résolution, le temps d’acquisition doit 

augmenter (figure 15). C’est pour cela que ce type d’appareil nécessite un vide poussé 

de l’ordre de 10-10 mbar. La limite principale de ce type d’appareil concerne leur gamme 

dynamique. En effet, le nombre d’ions présents dans la cellule ICR ne peut excéder 105 

afin d’éviter un effet de charge trop important. 

 
Figure 15 : Spectres de masse de l’ubiquitine acquis avec différents temps de transient ou 

résolution d’acquisition (64 kpoints jusque 4 mégapoints). Plus le temps du transient est long, plus la 

résolution spectrale augmente (extrait de Yulin Qi et al. [3]). 

La résolution dépend également du champ magnétique de l’aimant. En effet, plus 

le champ magnétique B augmente, plus la résolution augmente (figure 16). 
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Figure 16 : Effet du champ magnétique de l’aimant sur la résolution du spectromètre de masse 

FT-ICR (extrait de Scigelova et al. [20]). 

e) La cellule harmonisée 

La mise au point de la cellule FT-ICR harmonisée a montré que pour des masses 

de 500-1000 Da (typiquement des peptides), ainsi que pour ions de masses très 

élevées allant jusqu'à 200 kDa (protéines) [21], la résolution était plus importante [22]. 

De tels résultats ont été obtenus pour les aimants supraconducteurs d'une 

homogénéité très élevée du champ magnétique. Pour les aimants avec une plus faible 

homogénéité, le temps de durée transitoire serait plus petit. Dans les aimants 

supraconducteurs utilisés dans la spectrométrie de masse FT-ICR, l'inhomogénéité du 

champ magnétique dans sa direction axiale prévaut sur l'inhomogénéité dans d'autres 

directions et devrait être considérée comme le principal facteur influençant le 

mouvement synchrone du nuage d'ions. L'inhomogénéité conduit à une dépendance de 

la fréquence du cyclotron à partir de l'amplitude de l'oscillation axiale dans le puits 

potentiel du piège à ions. En conséquence, les ions dans un nuage d'ions deviennent 

déphasés, ce qui entraîne une atténuation du signal et une diminution du pouvoir de 

résolution. La fréquence cyclotron de l’ion est également affectée par la composante 

radiale du champ électrique. Par conséquent, en ajustant de manière appropriée le 

champ électrique, il est possible de compenser l'inhomogénéité du champ magnétique 

et aligner la fréquence cyclotron dans toute la gamme des amplitudes des oscillations z. 

La cellule harmonisée compense l'inhomogénéité du champ magnétique par l'ajout 

d'électrodes supplémentaires dans la cellule de telle sorte que le champ électrique 
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moyen créé par ces électrodes produit une contre-force aux forces provoquées par le 

champ magnétique inhomogène (figure 17)[23] 

 

 
Figure 17: Schéma de la cellule FT-ICR harmonisée. E : plaques d’excitation, D : plaques de 

détection, T : plaques de piégeages, C électrodes de compensation. a. cellule avec harmonisation 

dynamique du champ électrostatique, b. cellule avec harmonisation dynamique du champ électrostatique 

et compensation de l’inhomogénéité du champ magnétique par l’addition de segments en forme de 

courbe (extrait de Boldin et al [23]). 

2. L’analyseur Orbitrap  

a) Orbitrap, principe et utilisations 

Kindon [24] en 1923 a présenté le principe de l’Orbitrap dans lequel les ions sont 

piégés par des champs électrostatiques. Ce système n’était pas destiné à la 

spectrométrie de masse mais aux études de piégeage des ions. Alexander A. Makarov 

[25,26], à partir des années 2000, a largement contribué au développement de cette 

technique, notamment dans la façon d’injecter les ions dans la cellule Orbitrap, ainsi que 

dans la géométrie de l’Orbitrap. 

C’est dans les années 2005 que le premier spectromètre de masse Orbitrap 

commercial, présenté par la société Thermo Fischer, est apparu. De nombreuses 

versions de spectromètre de masse Orbitrap ont été mises sur le marché : elles offrent 

de meilleures performances, de meilleures résolutions, des vitesses d’analyse très 

rapides… 
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b) Principe de l’Orbitrap 

L’analyseur de type Orbitrap est composé d’une électrode creuse externe en 

forme de cylindre et d’une électrode centrale (Figure 18). 

 
Figure 18 : Coupe d’une Orbitrap avec simulation des ions en rouge. (a) électrode centrale et. (b) 

électrode annulaire (extrait de Scigelova et al [27]). 

 

Les ions piégés subissent une rotation autour de l'électrode centrale et des 

oscillations le long de sa longueur. Les valeurs m/q des ions piégés sont liées aux 

fréquences de leurs oscillations harmoniques. Ceci est similaire à un analyseur de 

masse FT-ICR où les fréquences ioniques sont obtenues à partir du courant d'image 

induit entre les moitiés axiales de l'électrode externe et sont converties en spectres de 

masse en utilisant une transformée de Fourier. 

Comme l’Orbitrap est également un piège ionique, la stabilité des ions est 

gouvernée par la solution de l’équation de Mathieu. Le champ électrostatique dans la 

cellule Orbitrap est décrit par l’équation suivante : 

 

 

 

 

 	 , 	 	 	 ln  
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Avec r et z les coordonnés cylindriques, Rm le rayon caractéristique, C une 

constante, k un paramètre déterminé par la forme de l’électrode centrale et la tension 

appliquée. 

La trajectoire des ions piégés est une spirale complexe qui est une combinaison 

de la rotation autour de l'électrode centrale et des oscillations le long de cet axe central. 

Ainsi, trois séries de fréquences peuvent être identifiées le long des trois coordonnées 

polaires r, φ et z: c'est-à-dire la fréquence des oscillations radiales ωr, la fréquence de 

rotation ωφ, et la fréquence des oscillations axiales ω. Cette fréquence axiale est décrite 

par l’équation : 

	 	 
 

La fréquence axiale des ions ne dépend que du rapport m/z. Ce piège est peu 

sensible aux effets de charges d’espace et présente une importante capacité en nombre 

d’ions [28]. 

c) La C-trap 

Les ions produits par la source d’électronébulisation sont guidés à l’aide de 

funnel et de quadripôle jusqu’à la C-trap. La C-trap est un piège à ions courbé en forme 

de C (Figure 19) qui permet de compacter les ions pour les envoyer dans l’Obritrap. 

Les ions sont piégés à l’aide d’un potentiel appliqué au niveau de la porte et de la 

Trap (figure 19). Une fois que les ions se sont accumulés suffisamment dans le piège, 

l'amplitude RF diminue rapidement et les ions sont rapidement éjectés du piège afin 

qu'ils ne heurtent pas les électrodes du piège. Ils sont ensuite accélérés et concentrés 

dans l'Orbitrap [29]. Les ions entrent dans l'Orbitrap après un temps très court. 
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Figure 19 : Schéma de la C-trap et de l’analyseur Orbitrap (de Thermo Fisher Scientific). 

d) L’injection des ions 

Les ions sont typiquement injectés en un point décalé par rapport au plan x, y 

central, plus proche de l'une des extrémités étroites du piège. Ils entrent également 

dans le piège avec des trajectoires tangentielles à l'axe central. 

Pour des ions positifs, une tension négative relativement importante est 

appliquée sur l'électrode centrale. La partie radiale logarithmique du champ provoque le 

pliage des trajectoires d'ions vers l'axe central. 

De plus, le potentiel quadratique dans l'axe z fait que les ions commencent leur 

oscillation axiale. Si le champ électrique restait fixe, les ions frapperaient probablement 

l'électrode extérieure à l'extrémité opposée du piège. Afin d'éviter ce problème, le 

courant continu sur l'électrode centrale est modifié très rapidement à une tension plus 

négative, provoquant le changement du champ électrique avant que les ions puissent se 

déplacer vers l'autre extrémité du piège. 

Une grande tension négative empêchant les ions de se heurter à l'électrode 

extérieure en provoquant une contraction du mouvement axial des ions. Cette grande 

tension négative provoque également la contraction du mouvement radial des ions, ce 

qui provoque une diminution de l’orbite des ions. L'utilisation de ce changement de 

tension pour permettre une injection et un piégeage efficace des ions est appelée 

«compression électrodynamique» ou « electrodynamic squeezing » [24] (figure 20). 
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Figure 20 : Principe de la compression électrodynamique des ions au sein de l’Orbitrap. 

 

e) Détection des ions 

Par analogie avec le FT-ICR-MS, la détection des ions dans une Orbitrap est 

basée sur l'excitation à large bande, sur la détection de courant d'image et sur la 

conversion en spectre de masse par transformée de Fourier [24] (figure 21). 

Bien qu'il ne soit pas utilisé pour l'analyse de masse, le mouvement rotationnel (r, 

φ) des ions dans l'Orbitrap est important pour leur piégeage. Par analogie avec un 

analyseur électrostatique, dans lequel une correspondance entre l'énergie cinétique 

ionique et le champ électrique entraînera une trajectoire ionique stable 

(indépendamment des rapports m/z), un mouvement orbital stable dans l'Orbitrap ne 

sera obtenu que si l'énergie cinétique ionique avant l'injection est convenablement 

adaptée à la composante radiale du champ électrique. 

La fréquence d'oscillation axiale est indépendante de l'énergie et de la 

propagation spatiale des ions, ce qui a pour conséquence une grande précision de 

masse de l’ordre de 1 à 2 ppm et des pouvoirs de résolution jusqu'à 240 000 voire 

1 000 000 pour les dernier modèles. 
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Figure 21: Détection du signal par un analyseur Orbitrap et transformation du signal en spectre de 

masse (extrait de Longfei Lin et al [30]). 

VIII. La spectrométrie de masse en tandem ou MS/MS 

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) permet la détermination de la 

structure d’un ion sur la base de son profil de fragmentation. L’objectif est d’isoler un ion 

puis de le fragmenter. Ensuite, l’analyse des fragments permet de déterminer la 

structure de l’ion parent. Le développement des techniques de MS/MS a permis 

d’accroitre ses domaines d’applications, en particulier dans les sciences du vivant 

[31,32] 

La spectrométrie de masse en tandem porte ce nom, grâce à la conception des 

premiers instruments ayant permis son application, constitués de deux analyseurs de 

masse en tandem séparés par une zone de réaction (figure 22). 
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Figure 22 : Principe de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). 

 

Les analyses de type MS/MS peuvent être décomposées en trois étapes : 

 Au cours de la première étape, le premier analyseur sépare les ions 

formés dans la source d’ionisation selon leur rapport m/z, 

 Durant la deuxième étape, ces ions sont fragmentés dans la zone de 

réaction, 

 Dans la troisième étape, les fragments résultants sont séparés en fonction 

de leur rapport m/z dans le second analyseur de masse, 

Enfin, les ions sont détectés par différentes méthodes suivant le spectromètre de 

masse (cylindres de Faraday, multiplicateurs d’électrons ou de photons, détecteurs à 

micro canaux). 

Cette technique est très utile dans le domaine de la protéomique car elle permet 

de déterminer les séquences complètes de peptides ou de protéines à l’issue des 

étapes de fragmentations [33]. 

Il existe différents types d’appareils capables de réaliser la spectrométrie de 

masse en tandem qui sont séparés en trois catégories : 

 La MS/MS dans l'espace ou spatiale (deux analyseurs séparés par une 

cellule de collision, c’est-à-dire un triple quadripôle, secteurs magnétiques et 

spectromètres de masse hybrides dont les plus courants sont actuellement les Q-q-Q, 

Q-TOF et QIT), 

 La MS/MS dans le temps ou temporelle (un seul analyseur, par exemple, 

IT, FT-ICR), 
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 Le cas particulier du PSD (Post-Source Decay sur les instruments de type 

MALDI-TOF) qui est un mélange des deux précédents, 

 

Il y a beaucoup de manières différentes d'augmenter l'énergie interne des ions 

afin que les liaisons chimiques se brisent et que des fragments se forment (figure 23). 

Les méthodes d'activation des ions varient en fonction de la distribution de l'énergie 

dans les ions activés. Ces facteurs affectent la sélectivité, l'efficacité et la reproductibilité 

des spectres de masse, et ils peuvent avoir des effets dramatiques sur les ions produits 

qui sont formés à partir d'un ion activé.  

 
Figure 23 : Méthodes de fragmentation en spectrométrie de masse placées sur une échelle de 

temps avec les dates de création et les concepteurs. 

 

1. HCD : Higher –energy Collisional Dissociation 

Le HCD (Higher –energy Collisional Dissociation) est un mode de fragmentation 

initialement décrit par Olsen sur un appareil LTQ Orbitrap [34]. Ce mode de 

fragmentation est très proche du CID (Collision-Induced Dissociation). En effet, la 

dissociation des ions parents se fait par collision avec un gaz inerte et permet d’obtenir 

des ions fragments b et y. Cependant, contrairement au CID qui a lieu dans un piège à 
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ions linéaire, la fragmentation HCD se déroule dans une cellule de collision octopolaire 

spécialement conçue, de façon à augmenter l’énergie de fragmentation (figure 24). Cela 

entraîne deux conséquences principales. Premièrement, par rapport au CID, moins 

d’ions fragments sont observés sur le spectre. Deuxièmement, la limite du CID, appelée 

le «low-mass cutoff», se caractérise par l’absence des fragments de basse masse 

(inférieurs à un tiers de l’ion précurseur) sur les spectres CID classiques. Contrairement 

au CID, le HCD permet d’observer ces fragments. 

 
Figure 24 : Schéma de la cellule HCD, C-trap et Orbitrap. 

 

2. IRMPD : dissociation Multiphotonique par infrarouge 

La dissociation Multiphotonique par infrarouge (IRMPD) est une technique 

utilisée en spectrométrie de masse pour fragmenter des molécules en phase gazeuse 

[35]. Un laser infrarouge est dirigé à travers une fenêtre dans le vide du spectromètre de 

masse, où les ions sont présents. Le mécanisme de fragmentation comprend 

l’absorption par un ion de plusieurs photons infrarouges donné par le faisceau laser. 

L'ion parent devient excité dans des états vibratoires plus énergiques jusqu'à ce qu'une 

ou plusieurs liaisons soient fragmentées en phase gazeuse. Dans le cas de puissantes 

impulsions laser, la dissociation se déroule par inner-valence de l’ionisation des 

électrons [36,37]. La fragmentation IRMPD est le plus souvent utilisée dans de 

spectromètres de masse FT-ICR [38] et elle permet la fragmentation de peptides ou 

protéines en formant des ions fragments de type b ou y comme la fragmentation CID 

[39]. Depuis peu cette méthode a été implanté dans un spectromètre de masse type 

Orbitrap [40]. Lisa A. Vasicek et al ont modifié une Orbitrap avec une fragmentation 
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IRMPD au sein de la cellule HCD pour permettre la fragmentation de peptides ou 

protéines. 
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L’analyse bidimensionnelle par 
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I. Les premiers pas de la FT-ICR 2D 

1. L’expérience de Marshall 

En 1984, Marshall et al. [1] ont mis en place la première expérience qui a permis 

de montrer que suite à l’excitation des ions présent dans une cellule ICR, il est possible 

de les désexciter. 

Cette expérience a été réalisée en deux parties. La première expérience a 

consisté à exciter des ions avec une impulsion résonnante de durée croissante et de 

mesurer l’amplitude du signal dans la cellule ICR. 

Dans une seconde expérience, la phase de la tension d’excitation a été inversée 

après 1,0 ms. La figure 1 montre l'amplitude du signal ICR mesuré dans les deux 

expériences en fonction de la durée de l’impulsion d'excitation. Pour les ions qui sont 

excités avec une phase constante, l’amplitude du signal ICR augmente avec le rayon 

cyclotron jusqu'à ce que les ions soient délocalisés ou atteignent les électrodes de la 

cellule ICR. Au contraire, dans le cas de l'inversion de phase le rayon de l’ion décroit et 

donc l’amplitude relative du signal relatif ICR diminue. Le signe du potentiel sur les 

plaques d'excitation est changé et les ions, au lieu d'être attirés par la plaque 

d'excitation sont repoussé par celle-ci : la force n’est plus centrifuge mais devient 

centripète. 
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Figure 1 : Signal cyclotron de l’ion C9F20N+ de la fluorobutylamine à m/z 501,971 après excitation 

avec un pulse de phase constante et croissant (cercles plein). Après une excitation ou la phase est 
passée à 180° après 1 ms (triangle). D’après Marshall et all [1]. 

 

Cette observation a prouvé que l’excitation des ions est fortement linéaire et 

additive dans la cellule ICR, donc la « de-excitation » des ions est possible dans une 

cellule ICR aussi longtemps que le paquet d’ions reste cohérent. 

2. Première expérience de 2D-FT 

a) Théorie 

En 1987, le groupe de RMN de Geoffrey Bodenhausen à l’Université de 

Lausanne et le groupe FT-ICR MS de Tino Gäumann à l'Ecole Polytechnique Fédérale 

de Lausanne en Suisse ont réalisé les premières expériences de FT-ICR 2D MS [2-4]. 

Cette expérience est similaire à la spectroscopie nucléaire à effet Overhauser (NOESY) 

[5] et rappelle la désexcitation sélectives d'ions dans une cellule ICR. La séquence de 

pulse de cette expérience est présentés sur la figure 2. 
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Figure 2 : Séquence du pulse 2D-FT-ICR proposée par Pfandler et al [3]. L’évolution du pic 

produit par l’ionisation du méthane par ionisation électronique est observée après une évolution suivant 
l’intervalle t1. 

 

Après ionisation près du centre de la cellule ICR, deux impulsions radio 

fréquence égale P1, P2 sont appliqués aux plaques d'excitation, séparés par un 

intervalle de temps t1 d’encodage. Puis durant un temps m les ions évoluent par 

réaction ion-molécule  et une troisième impulsion P3 est appliquée pour détecter tous les 

ions. 

Le rayon d’un l’ion après le premier pulse P1 est régi par l’équation : 

	  
Avec B le champ magnétique, V la vitesse de l’ion, rcellule le rayon de la cellule 

ICR et texcitation le temps d’excitation de l’ion. 

Au départ, les ions sont au centre de la cellule et possèdent une énergie 

cinétique faible. La fréquence cyclotron de l’ion est exprimé par : 	  avec m la masse de l’ion, B le champ magnétique et q la charge de 

l’ion. C’est ions possèdent une phase φ = 0. 
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La première impulsion excite les ions de manière cohérente sur un grand rayon 

cyclotron avec une énergie cinétique plus importante que précédemment. Cette 

impulsion est appelée « impulsion d'excitation ». Puis, pendant la période t1, les ions 

tournent en paquet en fonction de leur fréquence cyclotron. Une deuxième impulsion 

radio fréquence identique à la première est appliquée. Celle-ci n'a pas le même effet, 

étant donné que les ions au début de la deuxième impulsion ont un grand rayon et leur 

phase relative est proportionnelle au produit de leur fréquence cyclotron et du temps t1 

(cette impulsion est appelée impulsion de codage). La phase de l’ion s’écrit 	 . 

Le rayon cyclotron de l’ion à la fin de la deuxième impulsion peut s’écrire : cos  

Avec  le rayon cyclotron après la première impulsion P1 de durée T,  la 

fréquence de l’ion et t1 le temps entre les deux impulsions P1 et P2. Cette relation est 

identique pour les impulsions monochromatiques et pour les impulsions balayées en 

fréquences (ou « shirp »). 

Le rayon cyclotron des ions à la fin de la seconde impulsion dépend de la 

fréquence cyclotron et du temps t1. A la fin de la seconde impulsion, les ions sont donc 

répartis sur différents rayons cyclotron en fonction de leur fréquences cyclotron. Lorsque 

la phase relative est égale à 2n (avec n = 0, 1, 2, …) le rayon final est deux fois le 

rayon après le pulse P1. Au contraire lorseque 	 	 , le paquet d’ions est 

dé-excité et revient à son état initial (figure 3). Le résultat est que le rayon du paquet 

d’ion primaire est alors modulé avec la fréquence  [2,6,7]. 

 

 



Généralités sur la FT-ICR 2D 

45 

 
Figure 3 : Trajectoire de l’ion doublement chargé de la substance P dans un champ de 8,78 T 

avec une fréquence de ωion=200 kHz. L’ion subi une 1er impulsion d’une durée T P1= 5 µs puis il évolue en 
fonction de t1. Il subit ensuite une seconde impulsion P2=5 µs. Les deux impulsions P1 est P2 sont égales. 
La fréquence de l’ion est  et la phase de l’ion varie de 0 < φ < 2le point bleu représente l’ion, 
en rouge la trajectoire de l’ion lors des impulsions et en noir la trajectoire de l’ion après les impulsions. A 
droite est représenté la distance des ions du centre de la cellule après l’impulsion P1, le temps t1 et 
l’impulsion P2 (d’après Akansha et al [7]). 

 

Lorsque les ions sont désexcités et reviennent au centre avec 	 , 

ces ions peuvent être fragmentés ou réagir durant un temps tm (figure 3a). Ensuite, une 

impulsion P3 est appliquée pour exciter tous les ions et permettre leur détection par les 

plaques de détection de la cellule. Le signal de l’ion parent peut être exprimé comme le 

produit de l’abondance de l’ion parent et du rayon cyclotron. 

b) FT-ICR 2D MS sur les ions méthane 

Dans la première expérience de FT-ICR 2D MS [3], des ions du méthane ont été 

produits par ionisation d'électrons et excités à différents rayons cyclotron par les deux 

premières impulsions. Ensuite, ils sont amenés à entrer en collision réactive lors d'un 

intervalle de mélange tm avec du méthane, qui a été injecté dans la cellule ICR. Par 

conséquent, l'abondance des ions ayant réagi est une fonction périodique du rayon 

gyromagnétique des ions précurseurs et par conséquent de l’intervalle t1. 
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Après la réaction ou la dissociation métastable, les ions sont re-excités en 

utilisant une troisième impulsion d'excitation (ou impulsion de détection) afin de détecter 

les ions précurseurs et fragments. L’amplitude du signal ICR des ions précurseurs est 

proportionnelle à leur abondance. CH5
+ est un ion qui est créé par les réactions 

molécule-ions entre le radical cation CH4
�+ et le méthane neutre [8]. La fréquence du 

signal ICR de CH5
+ est donc égale à la fréquence cyclotron de son précurseur CH4

�+. 

Ceci est évident sur la figure 4 où l’intensité du pic de CH5
+ est maximal lorsque le pic 

de CH4
�+ est également maximale. Le cation CH3

+ est à la fois un précurseur qui est 

présent au début de la séquence d'impulsion et un produit de collisions impliquant 

CH4
�+. Son signal ICR comporte donc deux fréquences dans l'intervalle t1. Sa propre 

fréquence cyclotron et la fréquence cyclotron de CH4
�+ figure 4. 

 
Figure 4 : Spectre FT-ICR 2D du méthane. Observation de l’ion parent CH3+ et CH4�+ avec une 

modulation selon leur propre fréquence cyclotron et observation de l’ion fragment CH3+ provenant de l’ion 
précurseur CH4�+ avec une modulation selon la fréquence cyclotron de l'ion parent [3]. 

 

En enregistrant les spectres de masse FT-ICR, avec des incrémentations de 

temps de t1 = n1 × t1, il est possible d’observer la modulation du rapport de l’amplitude 

du signal ICR de tous les ions dans un échantillon et de les mettre en corrélation avec 

l’amplitude du signal ICR de leurs fragments. 

t1 l'incrément de temps donne la fréquence d'échantillonnage qui fixe la 

fréquence de Nyquist (la fréquence maximale que doit contenir un signal pour permettre 
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sa description non ambiguë par un échantillonnage à intervalles réguliers qui vaut 	 é ), donc le plus petit rapport m/z dans la dimension verticale. 

Sachant que n1max est le nombre maximum d'incréments, n1max donnant la résolution 

dans la dimension verticale. 

Il suffit de calculer la transformée de Fourier de chaque transitoire enregistré en 

tant que fonction de l’intervalle t2 de détection et de calculer une autre transformée de 

Fourier en fonction de l'évolution de t1. La figure 5 montre le cheminement du traitement 

du signal 2D-FT. 

 
Figure 5 : Cheminement du traitement du signal 2D-FT transformée de Fourier. (a) FID 

enregistrée pour chaque temps de l’intervalle t1. (b) Application de la transformée de Fourier dans l’axe F2 
et obtention des spectres de masse pour chaque intervalle t1, les parents et les fragments sont modulés à 
la même fréquence (c) Application de la transformée de Fourier dans l’axe F1 et obtention du spectre 2D-
FT, corrélation entre le signal des précurseurs et des fragments. 

 

Dans le spectre 2D de fréquence cyclotron résultant, tous les pics fragments des 

ions apparaissent le long de l'axe ω2 (généralement tracés horizontalement) et de leurs 

précurseurs apparaissent le long de l'axe de ω1 (qui est par convention tracées 

verticalement). Le schéma du spectre FT-ICR 2D (figure 6) montre une corrélation entre 

le signal des précurseurs et des fragments. 
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Figure 6 : Schéma représentant le spectre 2D-FT-ICR. Avec les lignes horizontales correspondant 

aux spectres de fragmentation, les lignes verticales correspondant aux spectres des précurseurs et la 
diagonale d’autocorrélation. 

 

Cette séquence d'impulsions (figure 2) est une alternative à la FT-ICR MS/MS. 

En effet, dans les expériences classiques de MS/MS, les ions d'intérêt doivent d'abord 

être identifiés par l'utilisateur avant le réglage des paramètres d'isolement et de 

fragmentation. En FT-ICR 2D MS tous les ions de l'échantillon peuvent être fragmentés 

en même temps. Enfin, en raison des propriétés de la transformée de Fourier, tous les 

signaux qui sont acquis contribuent au rapport du signal sur bruit de toutes les espèces 

d'ions dans l'échantillon, les ions précurseurs et leurs fragments. Cette situation est 

différents pour la MS/MS classique ou les transitoires de temps qui ont été accumulées 

pour chaque spectres servent seulement à améliorer le rapport signal sur bruit de l’ion 

parent sélectionné et de ses fragments [9]. 

Les fragmentations CID et les réactions ion-molécule ne sont pas les seules 

méthodes de fragmentation qui peuvent être utilisé en 2D-FT-ICR MS. Bensimon et al 

[4] ont montré qu’il était possible de réaliser un expérience de FT-ICR 2D en utilisant 

une fragmentation avec un laser infra rouge sur les ions du CF3I. Comme le faisceau 

laser est très focalisé au niveau du centre de la cellule ICR, seuls les ions qui ont été 
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désexcités vers le centre de la cellule peuvent être fragmentés. En conséquence, 

l'abondance des ions fragments dépend de t1 et la fréquence cyclotron du précurseur 

tout comme dans l’expérience originale. 

La plus grande expérience 2D FTICR a été réalisé en 1989. Elle comportait 512 

points dans la première dimension et 8192 points dans la seconde dimension [4]. Cette 

expérience ne permettait pas d’arriver à une haute résolution. De plus, la capacité des 

ordinateurs au niveau de la taille de la mémoire et de la vitesse était limitée. C’est pour 

cela que les recherches en FT-ICR 2D MS ont été abandonnées. 

3. Les variantes de la 2D 

Une alternative à la FT-ICR 2D ont été développée par Ross en 1993 appelé 

méthode SWIM (Stored-Waveform ion radius modulation) [10]. Grâce à l’additivité des 

pulses une série d’excitation SWITF (Stored-Waveform Inverse Fourier Transform) peut 

être calculée, en utilisant le même encodage que les pulses P1 et P2. La série 

d’excitation SWITF est aussi une sinusoïde dans le domaine des fréquences qui va 

créer une modulation sinusoïdale du rayon cyclotron des ions pour chaque fréquence 

des ions précurseurs. Les séries d’excitation d’ions permettent de moduler le rayon 

cyclotron des ions précurseurs de différentes masses à différentes fréquences. 

En 2001, Van der Rest et Marshall [11] ont utilisés la 2D SWIM CID FT-ICR MS 

pour étudier les hétérodimères d'acides aminés avec un pont proton ou sodium. En 

2002, Ross et al. [12] ont appliqués la méthode SWIM aux produits de synthèse 

combinatoire ayant un intérêt pharmaceutique et à un échantillon de revêtement pour 

voiture. Ce fut la première véritable étude analytique sur des échantillons complexe en 

utilisant la FT-ICR 2D MS. 

D’autres méthodes permettant de corréler les ions précurseurs et leur fragment 

existent : 

 La méthode FT-ICR 2D de Hadamard ou HT/FT/ICR MS/MS [13,14], consiste à 

sélectionner la moitié des N précurseurs en utilisant des excitations SWIFT et de les 

dissocier simultanément, puis le spectre des fragments combinés est mesuré. Une 

transformée d’Hadamard est appliquée pour obtenir un spectre de masse. Le processus 

est répété N fois, en sélectionnant une moitié différente des précurseurs à chaque fois. 
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Cette méthode permet d’améliorer d’un facteur N/2 la vitesse ou  pour le signal sur 

bruit, comparé à N analyses 1D FT-ICR MS/MS.  

 PAcIFIC (Precursor Acquisition Independent From Ion Count), réalise des 

acquisitions de spectre MS/MS à chaque valeur de m/z sans se soucier de la présence 

d’ions précurseurs. L’échantillon est analysé par LC-MS/MS de façon répété. A chaque 

injection un précurseur différent est sélectionné pour réaliser l’analyse PAcIFIC. Pour 

chaque fenêtre de masse m/z, tous les ions précurseurs sont isolés dans le piège à ions 

et soumis à une fragmentation par CID jusqu'à ce que la plage m/z souhaitée soit 

atteinte. Chaque spectre est ensuite recherché dans une base de données en utilisant 

le centre de la fenêtre comme masse de précurseur avec une tolérance correspondant à 

état de charge maximum autorisé multiplié par la largeur d'isolation divisée par deux. 

Cette méthode a permis d’identifier 756 protéines dans le plasma humain en réalisant 

67 expériences de LC-MS/MS. 

 La méthode SWATH (Sequential Windowed Acquisition of All Theoretical 

Fragment Ion Mass Spectra) est une méthode d’acquisition indépendante des données, 

qui permet un enregistrement complet et permanent de tous les ions fragments des 

précurseurs peptidiques, isolés à l’aide d’une fenêtre de masse de quelques daltons 

(typiquement 25 Da), présents dans un échantillon complexe [15]. Les transitions des 

ions obtenus sont identifiées contre une bibliothèque spectrale, et des résultats 

d'identification et de quantification de peptides / protéines sont générés. 

II. Récents développements en 2D-FT-ICR 

Depuis 2000, des progrès considérables ont été réalisés en grâce à 

l’augmentation des performances des ordinateurs (mémoire, processeur, taille disque 

dur). L'électronique du système d'acquisition du FT-ICR MS a été entièrement numérisé, 

ce qui rend les impulsions d'excitation très stables et permet des changements faciles 

du protocole expérimental. 

Grâce à ces avancées, la FT-ICR 2D MS peut être utilisée comme technique à 

part entière et à haute résolution. Les techniques de fragmentation sans gaz tels que 

l’IRMPD et l’ECD sont devenus disponibles sur les instruments FT-ICR commerciaux 
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[16]. Comme il n’y a pas de gaz injecté dans la cellule ICR, les ions ne subissent pas de 

collision avec les atomes et les paquets d'ions restent cohérents. L'utilisation de l’ECD 

ou IRMPD améliore donc à la fois la sensibilité et la résolution de la MS/MS et 2D FT-

ICR MS. 

1. Ré-introduction de la 2D FT-ICR 

En 2010, l'expérience de Pfändler a été réalisée sur un FT-ICR Apex QE 9,4 T de 

Bruker (Brême, Allemagne) avec une source nano ESI positive et une fragmentation de 

type IRMPD [17]. Une expérience FT-ICR 2D a été réalisée en utilisant une gamme de 

masse de m/z 87,67 à 2000 dans le domaine ω2 (l’axe horizontal) et un incrément de 

temps de ∆t1 = 0,3 µs qui correspond à une fréquence maximale mesurée de 1667 MHz 

et une gamme de masse m/z 87,67 à 2000 dans le domaine ω1 (vertical). 

Lors de cette expérience le spectre de masse 2D enregistré a été constitué de 

2048 spectres comprenant chacun 32 768 points, conduisant à une taille de fichier de 

256 Mo (un point correspond à 4 octets de stockage). Le traitement des données utilisé 

a été réalisée avec le logiciel RMN Kernel, qui avait été développé pour la spectroscopie 

RMN [18]. 

Cette étude a montré que la séquence de pulse de Gäumann pouvait être réalisé 

sur un spectromètre de masse FT-ICR commercial et obtenir des spectres 2D informatif. 

Cette étude a également montré la présence des harmoniques pour chaque pic dans la 

dimension verticale car les rayons cyclotron des ions ne sont pas modulés 

sinusoïdalement, comme prédit par Guan et Jones [19]. 

Enfin, comme dans les expériences précédentes des bruits de scintillation ont été 

observés, ce qui a conduit à des raies verticales dans le spectre 2D aux fréquences des 

pics les plus intenses. 

2. Optimisations de la méthode 

Plusieurs problèmes doivent être résolus afin d'obtenir analytiquement des 

spectres de masse 2D utiles : 

- Les harmoniques de pics précurseur d'ions (et, dans une moindre mesure, des 

pics d'ions de fragments) qui apparaissent dans la dimension verticale.  
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- La taille des données qui peuvent être traitées et la puissance de calcul 

nécessaire pour le traitement des données. 

Dans les précédente FT-ICR 2D MS, la séquence de pulse utilise trois impulsions 

de durée et d'amplitude égales. Cependant, l'intensité du signal est faible, car il a été 

réparti sur une série d'harmoniques intenses. En optimisant l'amplitude et la durée des 

impulsions de codage afin de maintenir les rayons d'ions dans la zone de fragmentation, 

il est possible d’obtenir des spectres de masse 2D avec des harmoniques les plus 

faibles, ce qui améliore à la fois le rapport signal sur bruit et la lisibilité (figure 7). 

Van Agthoven et al [20] ont montré l’importance de la forme et de la taille de la 

zone de fragmentation dans la cellule ICR pour les expériences de 2D-FT. En gardant le 

rayon des ions proche du faisceau laser de l’IRMPD, il est possible d’obtenir une 

modulation de l’efficacité de fragmentation qui ressemble à une fonction sinusoïdale de 

période t1 et qui produit peut d’harmoniques. 

 
Figure 7 : Séquence FT-ICR 2D optimisée. Le premier et le second pulse sont identique. Le pulse 

de détection des ions possède un voltage plus important [20]. 
 
L’effet de l’augmentation de l'intensité du pulse d’observation est différente pour 

les ions fragmentés et les ions précurseurs. En effet les ions fragments voient leur 

intensité du signal et leur signal sur bruit augmenter lors de l’augmentation du pulse 
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d’observation. Le comportement des ions précurseurs, cependant, dépend de l'efficacité 

de la fragmentation au niveau du centre de la cellule ICR. L’impulsion d’observation qui 

est plus élevée que les impulsions de codage écrasent la modulation du rayon d'ions. 

Par conséquent, la ligne d’autocorrélation n’est pas équivalente au spectre de masse 

des ions précurseurs. Enfin, le rapport signal sur bruit des pics des ions précurseurs ne 

s’améliorent pas avec l'impulsion d'observation. Ceci est dû à la prévalence du bruit de 

scintillation, qui est proportionnelle à l'intensité du signal des pics précurseurs. 

En théorie, la différence de phase entre l’ion et la seconde impulsion varie 

seulement avec la fréquence cyclotron ωion et l’intervalle de temps t1 de sorte que si les 

ions sont en phase avec le second pulse P2, ils seront envoyés sur un rayon plus grand. 

Si l’ion est en opposition de phase par rapport à P2, il doit revenir au centre de la 

cellule ICR. Cependant, cela ne se produit que lorsque les ions sont excités par des 

impulsions qui ont des fréquences RF qui sont exactement égalé avec la fréquence 

cyclotron de l'ion. Durant le 1er pulse P1 l’ion acquière une énergie cinétique, et se 

déplace en formant un spirale loin du centre de la cellule. Le mouvement de l’ion durant 

l’intervalle de temps t1 suit une orbite qui est hors du centre de la cellule sauf si T1ωion 

avec T1 le temps de l’impulsion P1 et la fréquence de l’ion ωion est un multiple de 2.  

Par conséquent, la seconde impulsion, même si elle est parfaitement déphasée 

avec l’ion, ne provoque pas exactement le retour au centre de la cellule. Il a été montré 

que le centre des trajectoires des ions présente un déplacement par rapport au centre 

de la cellule qui varie périodiquement avec les durées des deux premières impulsions. 

Si les impulsions sont de courte durée, le chevauchement du faisceau laser et des ions 

précurseurs ne sont pas compromis. Un autre avantage de l'utilisation des impulsions 

de courte durée est la diminution des intensités des signaux harmoniques qui 

apparaissent à plusieurs fréquences de base [7]. 

3. Traitement des données obtenue en 2D FT 

Le traitement des analyses 2D-FT a été réalisé initialement en utilisant le 

programme Kermel utilisé pour la RMN codé sur 32 bits. Ce programme ne permettait 

pas un traitement des spectres 2D de grande dimension et un débruitage des spectres 

adéquat. Chiron et al. (SPIKE: Spectrometry Processing Innovative Kernel. Available at: 

https://bitbucket.org/delsuc/spike. Accessed May 2015) ont développé un programme 
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appelé SPIKE pour la RMN et la FT-ICR codé sur 64 octets. Ce logiciel a été développé 

pour l’analyse de données de grande dimension comme celles de 2D-FT-ICR et leur 

visualisation. Il a été écrit dans le langage Python pour bénéficier de la syntaxe clair, de 

la maintenance facile et des améliorations rapides. La vitesse de traitement est assurée 

par les modules scientifiques NumPy et Scipy. Le langage peut être utilisé pour l'écriture 

de scripts ou dans un contexte de programmation interactive tel que l’interface web 

Notebook IPython. SPIKE est également livré avec un mécanisme de plug-in qui est 

pratique pour l'ajout de nouvelles fonctionnalités à la bibliothèque native, sans la 

modification du code interne. Les données sont stockées au format hfd5 sous plusieurs 

niveaux pour permettre un affichage rapide comme dans Google Map. Spike propose 

des fonctionnalités diverses : analyse des ensembles de données de FT-ICR 1D 

(apodisation, phasing, module…), analyse des ensembles de données 2D (modulation 

de phase ou d’amplitude, algèbre complexe), un traitement robuste des données 

(aucune limite de taille de données, parallélisation des processus), caractéristiques de 

haut niveau (filtrage, prédiction linéaire, Cadzow , urQRd , sane, correction de ligne de 

base, 1D et 2D sélection de pics), l'architecture des Plugin et un affichage spectral 

complet en utilisant matplotlib (zoom, impression en format png ou pdf) (figure 8) 

 
Figure 8 : Logiciel de visualisation des spectres FT-ICR 2D [21]. Au centre se trouve le spectre 

2D-FT-ICR, sur la gauche la gamme de masse du spectre, le niveau du signal, la possibilité d’enregistrer 
le spectre en pdf ou png et le changement des axes en point ou m/z. 
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4. Le débruitage des données 

Les groupes de Marshall et de Ross ont observés que le signal est composé de 

grande quantité de bruit de scintillation (comme en l'astronomie [22], ou au bruit t1 en 

spectroscopie RMN [23]). Ce bruit conduit à des stries verticales dans les spectres 2D 

aux fréquences de ω2 des pics les plus intenses. Le bruit de scintillation découle de 

fluctuations de l'amplitude ou de la fréquence d'un signal et ne peut pas être réduite en 

accumulant plusieurs scan, car il est proportionnel au signal. Une expérience FT-ICR 2D 

MS utilise un nouveau paquet d’ions pour chaque incrément de temps dans la première 

dimension. Donc, en 2D FTICR MS, la cause la plus probable du bruit de scintillation est 

la fluctuation du nombre d'ions créés dans la source d'ions, ce qui explique pourquoi la 

terminologie astronomique semble appropriée. 

Les stries verticales causée par la fluctuation du nombre d'ions dans la cellule 

ICR peuvent masquer les signaux de faible intensité et provoquer des erreurs dans les 

données interprétation (figure 8, observation de stries verticale sur le spectre 2D). Le 

bruit de scintillation s’avère être un problème important dans les spectres FT-ICR 2D 

parce que ces pics parasites peuvent conduire à des erreurs dans la détermination de la 

fragmentation. 

Pour supprimer le bruit de scintillation de la 2D, un algorithme développé et basé 

sur la valeur de décomposition singulière a été appliqué en 1987 par Cadzow et Wu 

[24]. Cet algorithme est basé sur le postulat selon lequel les signaux peuvent être 

décomposés en sommes de sinusoïdes exponentiellement amorties, ce qui est la base 

de toute l'analyse de Fourier, de sorte qu'après un certain nombre de points, le point 

suivant peut être prédit. Aucune hypothèse au sujet de la nature du bruit n’est 

nécessaire. Les données sont disposées dans une matrice de Toeplitz (une matrice 

dont les coefficients sur une diagonale descendant de gauche à droite sont les mêmes) 

qui est décomposée en vecteurs propres qui peuvent être disposés dans un ordre 

décroissant de leur valeurs propres en fonction d'une estimation du niveau de bruit, 

seuls les vecteurs propres avec les valeurs propres les plus élevés sont conservés et 

les données peuvent être reconstruites. Cet algorithme peut être transposé de la 

spectroscopie RMN, où il a souvent été appliqué avec succès [25]. Elle peut être 



Généralités sur la FT-ICR 2D 

56 

appliquée à chaque section verticale (parallèle à l'axe 1) des spectres FT-ICR 2D MS 

(figure 9) [26]. 

 
Figure 9 : Spectre de masse 2D FT de la bradykinine avec fragmentation IRMPD (a) sans 

application de l'algorithme Cadzow et (b) avec l'application de l'algorithme Cadzow en utilisant 30 lignes, 
10 itérations et un ordre de 500. Les fréquences cyclotron sont représentées horizontalement tt les 
fréquences de corrélation sont représentées verticalement. (de Van Agthoven et al. [26]). 

 

L'algorithme Cadzow nous a permis de diminuer le bruit des spectres 2D de 

masse car elle ne présuppose pas de propriété particulière à la nature du bruit. 

Cependant, comme les causes exactes du bruit de scintillation ne sont pas encore 

connues, l'application de l’algorithme de Cadzow n’est pas entièrement satisfaisant car 

nous ne pouvons pas définir le nombre de vecteurs propres qui doivent être conservés 

et combien peuvent être mis au rebut. La recherche scientifique moderne produit des 

ensembles de données de taille et de complexité croissantes qui nécessitent des 

méthodes numériques dédiées au traitement. Dans de nombreux cas, l'analyse des 

données spectroscopiques implique le débruitage des données brutes avant tout 

traitement ultérieur. Les algorithmes de débruitage actuels exigent la décomposition en 

valeurs singulières d'une matrice avec une taille qui évolue comme le carré de la 

longueur des données, ce qui empêche leur utilisation sur de très grands ensembles de 

données. Profitant des progrès récents sur la projection aléatoire et algorithmes 

probabilistes, Chiron et al [27] ont développés une méthode simple et efficace pour le 

débruitage de très grands ensembles de données. Sur la base de la décomposition QR 

d'une matrice échantillonnés au hasard à partir des données, cette approche permet un 

gain de près de trois ordres de grandeur dans le temps de traitement par rapport aux 

décompositions classiques en valeurs singulières. Cette procédure, appelée urQRd 
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(uncoiled random QR denoising), réduit fortement l'encombrement de la mémoire de 

l'ordinateur et permet à l'algorithme de débruitage à appliquer à la taille des données 

quasi-illimitée (figure 10). 

 
Figure 10 : Comparaison de l’algorithme de débruitage rQRd (rond), urQRd (losange) et SVD 

(croix). Sur le graphique de gauche, l’algorithme urQRd a un temps de processing plus rapide. L’efficacité 
de débruitage, exprimée comme le gain SNR généré par la méthode de valorisation; rQRd et urQRd sont 
presque indiscernables sur le graphique de droite (d’après Chiron et al [27]) 

 

Cette étude a montré que le débruitage urQRd est meilleur que les débruitage de 

type SVD et rQRd, qui sont limité par la mémoire de l’ordinateur, et s’arrête pour des 

données de 32 000 et 64 000 points. Cette algorithme a été appliqué sur une 2D-FT ICR 

2k x 128 ponts de TAG extrait de plasma humain et a permis de diminue le bruit de 

scintillation et d’observer les massifs isotopiques des triacylglycérols. 

Toutes ces améliorations ont permis d’analyser des échantillons de plus en plus 

complexes et de développer le potentiel de la technologie de 2D-FT-ICR. En 2015, Van 

Agthoven et al [28] a mis en œuvre la photo-ionisation à pression atmosphérique avec 

la 2D-FT pour l’étude de la fragmentation du cholestérol. Il a été montré que le motif de 

fragmentation du radical et de l’espèce protonnée du cholestérol est différent. 

L’utilisation de la ligne des fragments, des précurseurs et des pertes de neutres dans le 

spectre de 2D permet de déterminer le mécanisme de fragmentation de molécules 

connues et d’obtenir des informations sur des espèces ioniques inconnues dans le 

spectre. Van Agthoven et al [29] ont réalisé l’analyse 2D-FT-ICR d’une digestion de 

cytochrome C en utilisant la fragmentation ECD et IRMPD. Cette même technique a 

aussi été utilisé pour analyser une digestion de collagène et pour la comparer à une 

analyse simple de 1D MS/MS [30]. 
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III. L’avenir de la FT-ICR 2D 

L’un des objectifs est d’augmenter la résolution dans la première dimension, mais 

en évitant de prolonger les temps d’expériences et la consommation d’échantillon. 

Heureusement, il existe de nombreuses techniques d'échantillonnage partielles qui 

peuvent être adaptés de la 2D RMN à la FT-ICR 2D MS afin de réduire la taille des 

données, sans perte de résolution. Ces techniques peuvent conduire à des expériences 

plus courtes et moins consommatrice en échantillon [31]. D’autres séquences 

d'impulsions alternatives peuvent être utilisé en particulier en adaptant des idées telles 

que l'expérience de l'accordéon [32] de la RMN bidimensionnelle pour avoir accès à la 

durée de vie des ions. 

Le maintien de la cohérence des paquets d'ions est très important dans les 

expériences FT-ICR 2D. Si les paquets d'ions perdent leur cohérence au cours de la 

séquence d'impulsions, la différence de phase entre le mouvement des ions et 

l'impulsion radio fréquence est perdue, ainsi que la diminution de la superposition entre 

le faisceau laser ou d'électrons et les ions. Cela provoque une diminution de l'efficacité 

de fragmentation et affecte l'abondance de fragments et la qualité des données. La 

géométrie de la cellule ICR a un grand impact sur la cohérence des paquets d'ions et 

peut donc grandement affecter la qualité des spectres FT-ICR 2D MS. La cellule ICR 

compensée telles que celles développées par Brustkern et al. [33] et la cellule 

harmonisée développée par Nikolaev et al. [34] sont très prometteuse. 

D’autres développements peuvent être envisagés comme la modification des 

séquences d’impulsion pour créer des analyses 3D comme en RMN [35]. Cette 

expérience pourrait permettre l’utilisation de deux types de fragmentations (IRMPD, 

ECD) et d’obtenir des informations structurelles approfondies comme la localisation des 

instaurations sur les triacylglycérols. 

La 2D-FT-ICR montre un grand potentiel en tant qu’outil d'analyse. Étant donné 

que l’isolation des ions n’est pas nécessaire. La perte de ceci au cours du transfert de la 

source d'ions à la cellule ICR est minimisée. L'accumulation des signaux transitoires 

pour toutes les espèces d'ions constitue un avantage important par rapport MS/MS ou il 

y a sélection des ions dans la cellule ICR ou le quadripôle.  
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En conséquence, FT-ICR 2D MS pourrait bien devenir une partie essentielle de 

la recherche en protéomique, lipidomique ou métabolomique. 
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I. Les triacylglycérols 

1. Définition 

Les triglycérides ou triacylglycérosl (abbréviation TAGs) sont des composés 

lipidiques de notre organisme. Les triglycérides sont composés d’acides gras et sont 

stockés dans les tissus adipeux (la graisse). Ils sont fabriqués par notre organisme au 

niveau de l’intestin grêle et lors de la dégradation des sucres rapides par le foie. 

Les triglycérides sont formés de l’estérification d’un glycérol par trois acides gras. 

Les triglycérides sont donc des esters d'acides gras et du glycérol. 

 

où R’1, R’’2 et R’’’3 sont des chaînes carbonées d'acides gras. Les trois acides 

gras ne sont pas nécessairement identiques. 

Dans les triglycérides, les acides gras peuvent comporter de 4 à 22 atomes de 

carbone, mais ceux comportant de 16 à 18 atomes sont les plus courantes. Les 

triglycérides peuvent être saturés, monoinsaturés ou polyinsaturés. Ces termes 

désignent la saturation en hydrogène des acides gras. 

2. Métabolisme 

Le métabolisme des acides gras comprend deux voies métaboliques principales : 

 La lipogenèse, ou synthèse de novo, consiste à synthétiser un acide gras par 

condensation de molécules d'acide acétique. Les unités acétyle sont activées 

sous la forme d'acétyl-coenzyme A. 

 La β-oxydation, consiste à dégrader des acides gras en unités acétyle afin de 

libérer de l'énergie métabolique et du pouvoir réducteur. 



Analyse des triacylglycérols par FT-ICR 2D 

65 

3. Maladies métabolique 

Un taux anormalement élevé de triglycérides, appelé hypertriglycéridémie (au-

delà de 2 g/L), augmente le risque d'athérome et d'accident cardiovasculaire. Ce risque 

cardiovasculaire est augmenté en cas d'excès de cholestérol, mais également d'une 

inflammation du pancréas. 

Enfin, l'hypertriglycéridémie est l’un des 5 facteurs de risque du syndrome 

métabolique, aux côtés : du diabète, de l'obésité abdominale, du cholestérol, de 

l'hypertension [1-4]. Ce syndrome double le risque de décéder d'une complication 

cardiovasculaire. 

II. Les méthodes d’analyses classiques 

Les triglycérides sont dosés par des méthodes indirectes du glycérol contenu 

dans le plasma. Il s’agit d’un dosage colorimétrique ou l’intensité de la couleur formée 

est proportionnelle à la concentration de triglycérides présents dans l’échantillon testé 

[5]. La limite de détection de 10 mg/dL jusqu’à la limite de linéarité de 2200 mg/dL. 

L’application de la spectrométrie de masse pour la détection, l’identification et la 

quantification des TAGs est en plein essor. Les techniques chromatographiques sont 

utilisées pour séparer les différentes espèces moléculaires de triacylglycérols soit selon 

leur taille et / ou selon le degré d'insaturation. Le principal avantage de la spectrométrie 

de masse est de générer des ions utiles permettant l'élucidation de la structure, c'est-à-

dire des ions fournissant des informations sur le poids moléculaire, les résidus d'acyle 

gras et leurs associations moléculaires, et la distribution de résidus d'acyle gras entre 

les positions primaires (sn-1/3) et le secondaire (sn-2) du glycérol. 

Avant la détection et l’identification des TAGs, la première étape à réaliser est 

l’extraction des lipides. 

III. Préparation des lipides 

1. Méthodes d’extraction des lipides 

Indépendamment de l'analyse ultérieure, la première étape de l'analyse des 

lipides est l'extraction des lipides. Cela semble plutôt évident, mais c’est une étape 
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majeure car de nombreux lipides ne peuvent pas être extraits si aisément puisqu'ils sont 

associés dans le matériau biologique d'origine avec d'autres composés. Par exemple, 

les fragments aliphatiques hydrophobes des lipides interagissent avec les régions non 

polaires des protéines, en particulier avec les acides aminés valine, leucine ou 

isoleucine. En outre, les groupes phosphate acide des lipides interagissent fortement 

avec des ions métalliques qui sont normalement liés aux protéines. Ces deux exemples 

fournissent déjà la preuve que l'extraction des lipides est une tâche sophistiquée mais 

largement négligée [6]. 

Les lipides neutres ou généralement les lipides de stockage sont extraits avec 

des solvants relativement non polaires tels que l'éther diéthylique ou le chloroforme, 

mais les lipides associés à la membrane sont plus polaires et nécessitent des solvants 

polaires tels que l'éthanol ou le méthanol pour perturber les liaisons hydrogène ou les 

forces électrostatiques. 

Il existe de nombreuse méthodes d’extraction des lipides qui sont adaptées au 

types d’échantillons, et aux lipides désirés [7]. Une liste de méthodes les plus utilisés 

pour extraire les lipides est présentée dans le tableau 1. 

 

 

Solvants Utilisation Remarques et 
références 

CHCl3/CH3OH (2:1, v/v), 
méthode de Folch  

Lipides provenant de 
plantes, animaux et 
bactéries 

L'eau des tissus est la 
composante ternaire et sa 
quantité est très important 
pour éviter la perte de 
lipides [8] 

CHCl3/CH3OH (1:1, v/v),  
méthode de Bligh and Dyer  

Utile pour les systèmes 
riches en eau, en 
particulier fluides corporels 

La perte partielle de 
lipides apolaires tels que 
les TAGs peut se produire 
[9] 

Butanol saturé avec de l’eau Les lipides végétaux, c'est-
à-dire les lipides piégés 
dans l'amidon et les lipides 
plutôt polaires 

très bonne extraction des 
phospholipides [10] 

Hexane/2-propanol (3:2, v/v) Faible teneur en lipides 
dans l'extrait parce que le 
mélange de solvants utilisé 
est hautement apolaire 

Par rapport au CHCl3, 
l'hexane et l'isopropanol 
sont des solvants de 
faible toxicité [11] 
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Tableau 1 : Méthodes d’extraction des lipides les plus fréquemment utilisées. 
 

2. Méthodes de séparation et fractionnement 

Il existe de nombreuses méthodes permettant de séparer les grandes classes de 

lipides. Les procédés les plus largement utilisés pour isoler les triglycérides à partir de 

mélanges lipidiques sont la chromatographie sur colonne Florisil [16-18] ou la 

chromatographie sur couche mince (TLC) sur l'acide silicique [19]. Ces procédures sont 

relativement rapides, nécessitent des équipements simples, produisent une bonne 

résolution des triglycérides provenant d'autres classes de lipides et (lorsqu'elles sont 

correctement utilisées) ne produisent aucune altération chimique de l'échantillon. La 

chromatographie en colonne gère des échantillons de plus grande taille, mais la TLC 

donne une meilleure résolution des classes de lipides. Dans le tableau 2 ci-dessous, 

sont référencées les différentes méthodes de séparation des triacylglycerols. Les 

méthodes de séparation permettent de séparer les TAGs en fonction du nombre total de 

carbone, mais aussi en fonction de leurs oxydations. 

 

 

 

 

Chloroforme/isopropanol 
(7:11, v/v). 

Particulièrement adapté 
aux érythrocytes avec une 
teneur élevée en lipides 

Indiqué pour fournir des 
rendements lipidiques 
élevés [12] 

Chloroforme/méthanol/12N 
HCl (2:4:0.1, v/v/v) 

Les phospholipides acides 
tels que la 
phosphatidylsérine PS et 
en particulier les 
phosphoinositides 

L'addition de HCl conduit 
à la détection 
neutralisation de la charge 
et à l'amélioration des 
rendements d'extraction 
des lipides acides [13] 
Cette méthode, 
cependant, conduit à une 
hydrolyse complète des 
plasmalogènes [14]. 

MTBE/méthanol/water 
(10:3:2.5, v/v/v) 

Récupération des espèces 
lipidiques de presque 
toutes les classes 
principales 

Procédure d'extraction 
rapide et permet d’extraire 
la majorité des classes de 
lipides [15]. 
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Méthodes Echantillons phase Références 

SPE 
Plasma humain, farine 
de blé, bactéries 

Aminopropyl  [20-22] 

SPE 
Échantillons 
archéologique, 

Diol [23] 

GC 
Beurre de cacao, gras, 
huile coco 

Silice [24,25] 

LC Huiles, gras, plasma Phase normale [26-28] 

LC 
Lipides de lait, 
graines, cire 

Phase inverse C18 [29-31] 

LC Huile végétale,  Argent [32,33] 

TLC Huile végétale Phase normale [34,35] 

TLC Huile végétale Phase inverse C18 [36] 

TLC Huile végétale Argent [33,37,38] 

TLC Huile végétale Cuivre [39] 

SFC Lait, huile, gras   [40,41] 

TLC Lait, huile, gras 2D [42] 

SFC 
Huile végétale et 
poissons 

Argent [43,44] 

 

Tableau 2 : Méthodes utilisées pour séparer et fractionner les lipides. LC : chromatographie 
liquide, SPE : Extraction en phase solide, TLC : Chromatographie sur couche mince, SFC : 
Chromatographie en phase supercritique. 

IV. Analyse par spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse est très utilisée dans l'analyse des lipides grâce au 

développement des technologies d'ionisation, de fragmentation, de détection. L’analyse 

des lipides utilise de nombreuses techniques d’ionisation pour permettre de détecter 

une large gamme de lipides dont les TAGs [45]. L’analyse des lipides à l’aide de la 

spectrométrie de masse est de plus en plus présente et se développe rapidement [46-

49]. 
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1. Chromatographie en phase gazeuse (GC) 

La GC/MS avec les sources d’ionisation électronique ou chimique a été utilisée 

pour évaluer la complexité des espèces moléculaires des TAGs naturel dès les années 

1970 [50-52]. Les TAG étaient estérifiés et dérivés pour obtenir des composés volatiles 

et analyser les acides gras [53]. Ou les TAGs sans les modifier, en fonction de leur 

nombre de carbones sur colonne à haute température [54]. 

2. Analyse par bombardement atomique rapide 

Le bombardement atomique rapide (FAB, Fast Atom Bombardement) a été 

largement utilisé pour identifier la structure des lipides non volatiles, y compris les 

acides gras [55], les monoacylglycérols [56], les glycérophospholipides [57] et les 

sphingolipides [58,59]. Cependant, compte tenu de la complexité des extraits de lipides 

et des difficultés du couplage de la chromatographie et de la FAB MS, des efforts 

importants devaient être effectués pour analyser efficacement les lipides par FAB MS. 

3. La MALDI 

La MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization) est utilisé pour l’analyse 

des TAGs car c’est une méthode simples, sensible et avec des possibilités 

d’automatisation [60,61]. De nombreuses matrices peuvent être utilisée pour leur 

analyse comme la DHB (acide 2,5-Dihydroxybenzoique), HCCA (acide α-Cyano-4-

hydroxycinnamique), [60], THAP (2′,4′,6′-Trihydroxyacetophenone) [62], 9-aminoacridine 

[63] et dithranol [60]. Lors des analyses MALDI, les TAG sont principalement détectés 

avec un adduit sodium [64] mais il existe d’autres cations qui peuvent être utilisé comme 

le lithium [65], ou le césium [66]. La présence quasi exclusive d'adduits comme le 

sodium simplifie considérablement l'analyse des mélanges et c’est probablement la 

raison pour laquelle, par exemple, les échantillons d'huiles végétales sont souvent 

caractérisés par MALDI-TOF MS [60]. 

Il a été montré que l’analyse MS/MS par MALDI des TAGs peut permettre 

d’obtenir des informations structurales [67]. De nouveaux développements MALDI ont 

permis d’analyser les TAGs à partir de séparation sur plaque TLC [68] mais aussi 

directement sur des tissues avec les avancés en imagerie MALDI [69].  
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D'autre part, les mesures de MALDI sont généralement affectées par des 

problèmes intrinsèques, c'est-à-dire des complications liées à l'interférence les ions de 

la matrice dans la région de faible masse et à l'absence de reproductibilité lors des 

analyses en raison du manque d’homogénéité dans les cristaux matriciels. Un autre 

point négatif est la fragmentation dans la source des TAGs lors de leurs analyses 

conduisant entre autre à la présence de diacylglycérols artéfactuels. 

4. Les techniques : ESI, APCI, APPI, DESI, DART 

L’électronébulisation (ESI, ElectroSpray Ionization) est une technique d'ionisation 

douce qui est mieux adaptée aux molécules polaires, sans avoir besoin de dérivatisation 

chimique ou d'extraction à partir de solutions polaires. La lipidomique "shotgun" a 

d'abord été proposée par Han et Gross en 2003 [70], dans laquelle la technique ESI-MS 

était utilisée pour l'analyse directe des lipides sans séparation par chromatographie 

liquide [71,72]. En ajustant la valeur du pH, à un pH neutre pour l’analyse en mode 

négatif [73], par ajout de certains agents d'ionisation spécifiques en solution pour 

l’analyse en mode positif comme le chlorure de lithium [74] ou en utilisant les ions 

sodium [75], ammoniaque [76], ou chlorure [77]. Cependant, le phénomène de la 

conversion mutuelle et de la suppression des ions parmi les différents lipides peuvent 

entraîner une erreur systématique lors de la détection directe d'extraits lipidiques 

complexes. Par exemple, lors de l’ionisation de solutions contenant des 

lysophosphatidylcholine, ceux-ci peuvent perdre le groupe de la choline et devenir un 

acide lysophosphatidique artificiel [78]. 

Par rapport à l’ionisation ESI qui utilise uniquement des champs électriques pour 

générer des gouttelettes chargées et des ions subséquents par évaporation ionique, 

L'ionisation chimique à pression atmosphérique ou APCI (Atmospheric Pressure 

Chemical Ionization) et La photo-ionisation à pression atmosphérique ou APPI peuvent 

fournir des mécanismes supplémentaires pour ioniser les analytes. En outre, ces 

méthodes d’ionisations sont moins sensibles à l'effet de la suppression de l'ionisation et 

des effets de tampon de sel que ESI [79-81]. 

D’autres techniques d’ionisation peuvent être utilisées mais sont moins courante. 

C’est le cas de la désorption-ionisation par électronébulisation (Desorption electrospray 
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ionization, DESI) [82,83] ou l’ionisation à pression atmosphérique (Direct Analysis in 

Real Time, DART) [84] 

5. Le Couplage 

Les triacylglycérols peuvent être analysés avec différents types d’ionisation, par 

chromatographie gazeuse couplé à la spectrométrie de masse ou en analyse directe. Il 

existe de nombreux développements d’analyse des TAGs par couplage liquide (tableau 

4). 

Type 
Classe 
lipides 

phase 
colonne 

Eluant Références

HILIC 
Lipides 
polaires 

Si, NH2, 
Diol 

Acétonitrile, méthanol, 2-propanol, hexane et 
≥ 2.5% eau [85] 

NP-LC 
Lipides non 

polaires 
Si, NH2 Hexane, 2-propanol, chloroforme, heptane 

[86] 

SFC 
Tous les 
lipides 

C18, Si CO2 super critique et méthanol 
[87] 

RP-LC 
Tous les 
lipides 

C18, C8 
Acétonitrile, méthanol, 2-propanol, tampon 

volatile [88,89] 
NARP-

LC 
Lipides non 

polaires 
C18 

2-propanol, acétonitrile, acétone, 
dichlorméthane [90] 

Ag-LC 
Lipides non 

polaires 
IEX avec 
Argent 

Hexane – acétonitrile (+2-propanol) ou 
dichlorméthane – acétonitrile [91] 

Chiral 
Lipides non 

polaires 
Normal Hexane et 2-propanol 

[92] 

Tableau 4 : Méthodes de séparation des lipides avec un couplage avec un spectromètre de 
masse. 

 
La nature de la séparation est assez connue, c'est-à-dire que le temps de 

rétention dépend du nombre total d'atomes de carbone dans les trois chaines d’acides 

gras, chaque double liaison réduisant la longueur de chaîne efficace de l'espèce par 

l'équivalent d'environ deux carbones des atomes. 

V. L’analyse des TAGs par fragmentation 

La spectrométrie de masse permet l’élucidation de la structure des TAGs grâce à 

la fragmentation de ces molécules. 

Marzilli et al démontré que l’analyse par spectrométrie de masse en piège 

ionique, combinée à l'ionisation par électronébulisation fournit une caractérisation simple 

et détaillée de la structure des TAGs. Ils ont montré que les spectres de masse obtenus 

par électronébulisation sont caractérisés par des pics molécules moléculaires intenses 
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générés par adduits et que la disposition du groupe acyle sur le squelette des TAGs 

peut être déterminée sur la base de différences quantitatives relativement bien définies 

d'ions fragments produits à partir de données de MS/MS [93]. Hsu et al ont caractérisés 

la structure des TAGs en utilisant la fragmentation CAD avec l’utilisation d’adduit lithium 

[74]. Pitternauer et al ont analysés les TAGs avec différents cations en utilisant un 

spectromètre de masse de type MALDI-TOF/R-TOF (R pour mode réflectron) et une 

fragmentation de type CID. Ils ont réussis à déterminer les positions des acides gras sur 

les TAGs et monter que l’adduit sodium été le mieux adapté pour la fragmentation en 

MALDI [64]. Les TAGs peuvent se fragmenter aussi en utilisant la fragmentation IRMPD 

implémentée sur un spectromètre FT-ICR [23]. Garnier et al ont montré que la 

fragmentation IRMPD permet d’obtenir des spectres de fragmentation plus simples et 

que des échantillons de type archéologiques peuvent être analysés. Plus récemment, la 

photo dissociation par ultra-violet (UVPD) implémentée sur un spectromètre de masse 

de type Orbitrap permet d’analyser les TAGs [94] 

VI. Logiciels informatiques 

Il existe quelques programmes et / ou progiciels qui exécutent plusieurs étapes 

de traitement de données telles que le filtrage spectral, la détection de pointe, 

l'alignement, la normalisation, l'analyse et la visualisation des données exploratoires 

pour les méthodes LC-MS. Ces programmes ont été développés et utilisent la plupart du 

temps les temps d'élution et les masses des d'ions observés. Les logiciels disponibles 

sur le marché et leur utilisation sont répertoriés (tableau 5). 
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Nom Type Utilisation Référence

XCMS open-source 
Traitement de données métabolique basé en utilisant un 
"cloud", Plate-forme qui fournit une analyse métabolique de 
haute qualité 

[95] 

MZmine 2 open-source 
Outils utilisant les données de LC-MS.  Présence de 
module de visualisation, identification pics. 

[96] 

LipidFinder open-source 
LipidFinder est un logiciel open source, développé 
initialement pour être utilisé avec SIEVE pour traiter les 
données MS à partir d'expériences lipidomiques  

[97] 

LipidView Absciex 
Le logiciel est un outil de traitement de données pour la 
caractérisation et la quantification des lipides espèces 
issues de l'analyse ESI-MS et LC 

[98]  

LipidSearch 
Thermo Fisher 

Scientific 

Un nouvel outil puissant pour l'identification automatique et 
la quantification relative des espèces de lipides cellulaires 
à partir d'une grande quantité de données de spectrométrie 
de masse obtenues à la fois par la LC-MS et les approches 
lipidomiques « shot gun » 

 [99] 

SimLipid 
PREMIER 

Biosoft 

Logiciel qui permet l'identification et la quantification des 
lipides à haut débit. Il analyse les données lipidiques MS, 
MS/MS et MSn. 

 [100] 

MultiQuant 
Applied 

Biosystems 

La quantification des espèces lipidiques à l'aide de tests 
MRM et permet la construction de scénarios courants 
standard hautement personnalisables 

[101]  

LIMSA open-source 
Cherche les pics dans les spectres de masse et recherche 
les masses dans une base de données. 

[102] 

LipidProfiler open-source 
Logiciel permettant l’identification et la quantification des 
lipides en utilisant la sélection des ions fragments. 

[103] 

AMDMS-SL open-source 
Identification et quantification des espèces lipidiques 
individuelles à partir des données obtenu à partir d’analyse 
« shotgun lipidomics » 

[104] 

LipidXplorer open-source 
Logiciel open source qui permet la caractérisation 
quantitative des lipides complexes en interprétant de 
grands ensembles de données de spectres de masse 

[105] 

ALEX open-source 
Traite les données MS et MSMS obtenus à partir de 
spectromètres de masse haute résolution 

[106] 

LIQUID open-source 
Analyse haut débit des données de lipidomique et contient 
une base de donnée personnalisable 

[107] 

LipidMiner open-source 
Interface graphique pour la détection et quantification des 
lipides obtenues par analyse LC-MS/MS  

[108] 

MS-LAMP open-source 
Logiciel d’aide d’interprétation des données de ESI et 
MALDI pour la lipidomique 

[109] 

LipidQA open-source 
Plate-forme logicielle pour identifier et quantifier les 
espèces moléculaires lipidiques complexes dans les 
mélanges biologiques 

[110] 

LipidInspector open-source 
 Identification des lipides à partir de spectres MS/MS et en 
utilisant une base de donnée. 

[111] 

 
Tableau 5 : Liste des logiciels libre d’accès ou de commerciaux pour l’analyse, la quantification et 

l’identification des lipides. 
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Il existe quelques base de donnée utilisée comme la plus connus qui est 

LipidsMaps [112] ou très récemment [113] LipidHome qui fournis des molécules 

lipidiques théoriquement générées à partir des métadonnées utiles [114]. Tous ces 

outils permettent d’identifier et mettre en lien les lipides identifiés avec les aspects de la 

biologie. 

VII. Objectifs 

L’analyse des TAGs par spectrométrie de masse est très développée et de 

nombreuses méthodes d’analyses existent, avec ou sans séparation comme montré 

précédemment. Les TAGs sont des composants majeurs du corps humain et 

interviennent dans de nombreux processus biologiques et dans le développement de 

maladies métaboliques. Dans cette partie, une méthode d’analyse « shot gun » est 

développé pour identifier les lipides présents dans le plasma humain. La 2D-FT-ICR est 

appliquée sur ce type d’échantillons, comme vu dans le chapitre précédent cette 

méthode permet d’avoir les informations des MS et MS/MS en une fois sans réaliser de 

séparation par couplage. A partir de un millilitre de plasma humain, les TAGs présents 

dans le plasma sont profilés et identifiés. La 2D-FT-ICR MS permettra d’obtenir la 

masse de chacun des lipides et leur fragmentation IRMPD pour déterminer leur 

composition en acide gras.  
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VIII. Matériels et méthodes 

1. Extraction des lipides du plasma 

Cent microlitres de DMSO et 3 mL d’heptane ont été additionnés à 1 mL de 

plasma humain (concentration protéique estimée à 60 mg/mL). La solution a été agitée 

pendant 30 min à température ambiante pour séparer les lipides des protéines. La 

phase supérieur a été récupérée puis stockée. 

Trois millilitres d’une solution chloroforme / méthanol (2/1) a été ajoutée au sous 

nageant précédent. La solution a été agitée une heure à température ambiante puis la 

phase inférieure a été récupérée. 

Les phases ont été réunies et le solvant a été évaporé à 37°C. L’extrait évaporé à 

sec, a été repris dans 2 mL de chloroforme pour la purification avec deux colonnes 

aminopropyl (figure 1). 

 
Figure 1 : Schéma des différentes étapes de l'extraction des lipides. 
 

2. Purification de familles lipidiques 

Deux millilitres d'hexane ont été déposés sur une première colonne aminopropyl 

(Supelco) avec 50 mg de phase afin de l’équilibrer. Un millilitre d’extrait total de lipides 

ainsi que 2 mL de chloroforme ont été déposés sur la colonne et sont récupérés en tant 

que fraction non retenue. Ensuite commence les élutions sur la première colonne (figure 

2). 

Deux millilitres d’acétone ont été déposés sur la colonne afin d’éluer les acide 

gras libres puis 2 mL de méthanol pour éluer les phospholipides. 
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Le solvant de la fraction non retenue (chloroforme) a ensuite évaporé. L’extrait 

évaporé à sec a été repris dans 2 mL d’hexane afin de commencer les élutions sur la 

deuxième colonne aminopropyl. 

Le mélange a été déposé sur la colonne afin d’éluer les stérols ester. Puis 2 mL 

de hexane / éthyl acétate / CH2CL2 (85/13/2) ont été déposés pour éluer les 

triglycérides. Ensuite 2 mL d’ hexane / éthyl acétate (5/95) été déposés pour éluer les 

Stérols, 2 mL hexane / éthyl acétate (15/85) été déposés pour éluer les diglycérides et 

enfin 2 mL chloroforme / isopropanol (2/1) été déposés pour éluer les monoglycérides. 

La fraction contenant les TAG a été évaporée à sec. 

 
Figure 2 : Schéma des différentes étapes de la purification de grandes familles de lipides avec 2 

colonnes aminopropyl. 
 

3. Analyse par spectrométrie de masse 

La fraction contenant les TAG a été re-suspendue dans 100 µL de chloroforme 

puis 10 µL de cette solution a été diluée dans 489 µL de méthanol / chloroforme, 5 :1, 
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v/v et 1 µL de chlorure de lithium isotopiquement pur (6Li), à 10 mg/ml dans le méthanol 

a été ajouté. Toutes les expériences ont été effectuées sur un spectromètre de masse 

9,4 T nanoESI-hQh-ApexQE FT-ICR (Bruker Daltonics, Bremen, Allemagne) en mode 

ionisation positive. L'échantillon a été injecté à un débit de 10 μL/heure à l’aide d’un 

pousse seringue (Cole Parmer®, US) et une seringue de 250 µL (Gastight, Hamilton). 

L’acquisition a été réalisée avec 1M points et une gamme de masse de m/z 144,38 – 

2500. 

La séquence d'impulsion pour la 2D FT-ICR est représentée dans la figure 3. 

Toutes les impulsions ont été construites à l'aide du générateur d'impulsions 

ApexControl (Bruker Daltonics, Brême, Allemagne). 

 
Figure 3: Séquence 2D FT-ICR utilisée pour réaliser les analyses sur triacylglycérols humains 
 

Les impulsions de codage (P1, P2) ont une amplitude de 70 Vpp et une durée de 

0,5 μs par fréquence. L'augmentation en t1 est de 0,5 μs. L’impulsion d'observation (P3) 

a une amplitude de 100 Vpp et une durée de 20 μs par fréquence. La gamme de masse 

horizontale est m/z 144,39-3000 (1 MHz à 48 kHz). La fragmentation a été réalisée avec 

l’IRMPD avec un laser CO2. La puissance du laser a été réglée à 12,5 W et la longueur 

d'onde de 10,4 μm. Les ions ont été irradiés pendant 0,4 s. Seize mille trois cent quatre-

vingt-quatre points ont été enregistrés avec une résolution d’acquisition de 512k en 

réalisant quatre acquisitions de 16k et en compilant les données. 
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4. Traitement de l'information 

Les spectres MS ont été traités et visualisés à l'aide du logiciel Data Analysis 

(Bruker Daltonics, Bremen, Allemagne). Le traitement informatique du spectre 2D de 64 

k points a été réalisé à partir d’un programme écrit sous Python (SPIKE adapté en 

langage python 64 bits Enthought Python Distribution, Wavre, Belgique). Le spectre 2D 

de masse a été débruité à l'aide de l'algorithme de débruitage urQRd. 
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IX. Résultats 

1. Extraction des TAGs 

L’extraction des lipides comme décrit dans la publication de Folch’s [8] fonctionne 

parfaitement. Sur le spectre présenté dans la figure 4, les différentes familles de lipides 

du plasma humain comme les TAG (triacylglycérols), PL (phosphoglycérides), DG 

(diacylglycérols), MG (monoacylglycérols) sont détectées. La méthode de séparation 

des TAG sur SPE aminopropyl est basé sur la publication de Gutiérrez [115]. Sur les 

spectres présentés dans les figures 5 à 7 on peut voir que les différentes fractions 

contiennent les lipides des différentes familles. 

 
Figure 4 : Spectre nanoESI FT-ICR MS de l’extraction des lipides de plasma humain. 

 
Figure 5 : Spectre nanoESI FT-ICR MS de la fraction PL. 
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Figure 6 : Spectre nanoESI FT-ICR MS de la fraction NL (lipides neutres), contenant les DG, TG. 
 

 
Figure 7 : Spectre nanoESI FT-ICR MS de la fraction purifiée de TAG du plasma humain 

(entourés d’un cercle noir). 
 

La méthode de séparation des différentes familles de lipides fonctionne et elle 

permet d’obtenir une fraction de TAG propre pour l’analyse en nanoESI MS/MS. Les 

pics d’intensité élevés dans la figure 7 correspondent à  des contaminants présents 

dans la solution de chloroforme. 

2. Analyse FT-ICR MS et MS/MS 

Les TAGs sont le produit de la triple estérification du glycérol avec des acides 

gras. Leur nomenclature est C:D, dans laquelle C représente le nombre de carbones 

dans les acides gras et D le nombre de doubles liaisons (ou insaturations) dans les 

acides gras. L’analyse des TAGs par nanoESI FT-ICR avec le chlorure de lithium utilisé 

comme adduit permet une amélioration du signal et l’obtention de spectres de 

fragmentation plus simple [23,74,93]. Hsu et Turk ont montré que les TAGs peuvent être 
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ionisés en ESI avec un bon rendement lorsqu'ils sont lithiés. Cette méthode a été 

utilisée avec succès dans de nombreuses applications afin d'analyser les lipides par 

spectrométrie de masse ESI [65,74,116]. Pour simplifier d’avantage l’analyse, du 

chlorure de lithium 6 istopiquement pur, a été utilisée pour limiter les contributions 

isotopiques. La figure 8 montre le triacylglycérols C18 :1, C16 :1, C18 :0 ou TG C54 :2 

avec son adduit lithium. 

 
Figure 8 : Triacylglycérols C18 :1, C16 :1, C18 :0 ou TG C54 :2 avec son adduit lithium. 
 
La figure 9 représente le spectre de masse FT-ICR des TAG lithiés extraits d'un 

échantillon de plasma humain. Ils sont présents dans le spectre de masse dans la 

gamme m/z 750-950. Les TAGs montrent des nombres de carbone compris entre 46 et 

56. Le nombre de doubles liaisons des acides gras est compris entre 0 et 8, avec un 

nombre maximal de doubles liaisons augmentant avec le carbone. D’après la littérature, 

il existerait 289 espèces possible [117] et leur concentration dans le plasma est de 150 

mg/L ou 1,7 mmol/L. 

 
Figure 9 : Spectre nanoESI FT-ICR MS, de la région des TAGs de plasma humain de m/z 750-

950. 
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Avec l’utilisation d’un spectromètre de masse haute résolution comme le FT-ICR, 

il est possible de déterminer les formules chimiques des TAGs. Le tableau 6 montre une 

liste des TAGs les plus intense présent dans le spectre présenté figure 9. La formule 

chimique de ces TAGs a été déterminée ce qui permet de connaitre le nombre de 

carbone et d’insaturation. L’erreur de masse de masse calculée en ppm pour chacun 

des TAGs montre une variation de 7 à -5 ppm. Les TAG dans le tableau 6 ont des 

nombres de carbone compris entre 48 et 56 et un nombre de doubles liaisons de de 0 à 

7. 

Tableau 6 : Liste de 18 TAGs détectés par nanoESI FT-ICR dans le plasma humain. Les TAGs 
ont été regroupés par nombre de carbones. L’erreur de masse en ppm a été calculée. La formule 
chimique ainsi que la famille des TAG ont été déterminées à l’aide de la masse des TAGs. 

 

La fragmentation des TAGs par IRMPD permet de les identifier. Hsu et Turk ont 

décrit la fragmentions des TAG en électronébulisation avec une collision CID [74]. La 

figure 10 montre un TAG lithié, dans laquelle R’1, R’’2 et R’’3 sont des chaînes 

Nombre de 
carbone 

Masse 
observée 
[M+6Li]+ 

Masse 
exacte 

[M+6Li]+ 
erreur ppm Nom Formule 

48 
808,71709 808,72019 3,83 TG(48:2) C51H94O6Li 

810,73273 810,73584 3,84 TG(48:1) C51H96O6Li 

50 

834,73235 834,73584 4,18 TG(50:3) C53H96O6Li 

836,75559 836,75149 -4,90 TG(50:2) C53H98O6Li 

838,76927 838,76714 -2,54 TG(50:1) C53H100O6Li 

840,78329 840,78279 -0,59 TG(50:0) C53H102O6Li 

52 

860,74926 860,75149 2,59 TG(52:4) C55H98O6Li 

862,76757 862,76714 -0,50 TG(52:3) C55H100O6Li 

864,78347 864,78279 -0,79 TG(52:2) C55H102O6Li 

866,79926 866,79844 -0,95 TG(52:1) C55H104O6Li 

868,80987 868,81409 4,86 TG(52:0) C55H106O6Li 

54 

886,76076 886,76714 7,19 TG(54:5) C57H100O6Li 

888,77886 888,78279 4,42 TG(54:4) C57H102O6Li 

890,79787 890,79844 0,64 TG(54:3) C57H104O6Li 

892,81628 892,81409 -2,45 TG(54:2) C57H106O6Li 

894,83031 894,82974 -0,64 TG(54:1) C57H108O6Li 

56 
910,76207 910,76714 5,57 TG(56:7) C59H100O6Li 

912,77615 912,78279 7,27 TG(56:6) C59H102O6Li 
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hydrocarbonées. Les positions de R’1, R’’2 et R’’3 sont appelées sn-1, sn-2 et sn-3 

respectivement 

 
Figure 10 : Structure d’un TAG avec les positions correspondant aux acides gras remplacées par 

R1, R2, R3. L’adduit lithium est présente sur la fonction carboxyle d’un acide gras. En pointillé sont 
représentés les sites de fragmentation du TAG. 

 
Les spectres MS2 permettent d’observer la perte des acides gras constituant les 

TAGs. La différence entre l’ion parent et l’ion fragment permet d’identifier les acides 

gras libères. Avec la fragmentation IRMPD seule l’ion fragment avec un adduit lithium 

est observés [23] contrairement à la fragmentation CID ou les ions fragments avec et 

sans lithium est détectées. La figure 11 montre la fragmentation de l’ion parent à m/z 

890,7978 [M+Li]+. Un seul ion fragment est produit à m/z 608,5325 [M+Li-RCH2CO2H]+ 

ce qui indique que le TAG est composée d’un seul type d’acides gras. La différence de 

masse entre l’ion parent et l’ion fragment donne une masse de 282,2653 ce qui permet 

de déterminer que l’acide gras libéré est un acide oléique. Un ion de faible intensité à 

m/z 289,2717 est détecté qui correspondant à l’ion [RCH2CO2H+Li]+. 

 
Figure 11 : Spectre de fragmentation IRMPD de l’ion à m/z 890,7. Deux pics sont observés, m/z 

890,7 qui correspond à l’ion parent et m/z 608,5 correspond à l’ion fragment, ici la perte de l’acide oléique. 
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Le TAG à m/z 890,7978 possède la structure C18 :1/ C18 :1/ C18 :1. Ce TAG est 

aussi appelé trioléine. Ceci peut être réalisé sur chaque pic mais le temps d’expérience 

sera très élevé. C’est la raison pour laquelle la 2D FT-ICR peut être utilisée car cette 

méthode apportera des informations de MS et MS/MS en même temps. 

3. Cartes 2D FT-ICR des TAGs humain 

La figure 12a montre la carte 2D des TAGs humain. L'axe horizontal montre les 

rapports m/z des ions fragments de m/z 500-950. L'axe vertical montre les rapports m/z 

des ions précurseurs de m/z 700-950. Pour les TAGs, les ions précurseurs se situent 

dans la gamme m/z 775-925 (voir la figure 8). Les ions fragments résultant de la perte 

d'un AG sont dans la gamme m/z 500-650 (figure 11b). Deux lignes de fragments sont 

observées qui correspond à une différence C2H4 qui est la différence par exemple entre 

la perte de C18 et C16. 

a b c 

Figure 12 : Spectre 2D-FT-ICR des TAGs du plasma humain avec fragmentation IRMPD. (a) 
spectre complet 2D-FT des TAG. L'axe horizontal correspond à la gamme de masse des ions fragments, 
l'axe vertical correspond à la gamme de masse des ions parents, (b) zoom de la région des ions 
fragments des TAG avec observation de la perte de différent AG, (c) zoom de la région des ions parents 
des TAG, correspondant à la ligne d’autocorrélation. 

 
L'équation de la ligne d'autocorrélation est y=x et les pics correspondent à la 

modulation de l'intensité du signal des ions précurseurs selon leur propre fréquence 

cyclotron [118]. 

La figure 13 montre la ligne d'autocorrélation extraite du spectre de masse 2D. 

Les mêmes espèces ioniques sont présentes dans la ligne d'autocorrélation que dans le 

spectre de masse de l'échantillon TAG (voir la figure 9). Les intensités des signaux des 

pics dans la ligne d'autocorrélation peuvent être différentes des intensités du spectre de 

masse 1D car, alors que les intensités des signaux dans les spectres de masse 

unidimensionnels dépendent principalement des abondances dans la cellule ICR, dans 
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la ligne d'autocorrélation d'un spectre de masse 2D, elles dépendent à la fois de 

l'abondance d'ions dans la cellule ICR et de leur efficacité de fragmentation [118]. 

 
Figure 13 : Spectre 2D FT IRMPD des triacylglycérols extrait du plasma humain de m/z 800-922 

sur l’axe des précurseurs et m/z 800-920 sur l’axe des fragments. En haut, le spectre de la ligne d’auto 
corrélation de la carte 2D. 

 
La ligne d'autocorrélation extraite du spectre de masse 2D et du spectre de 

masse 1D ont également des pouvoirs de résolution différents. En 1D MS, à m/z 

864,7834 le spectre de masse, obtenu en utilisant une acquisition avec 1 mégapoints et 

démarrant à m/z 250, à un pouvoir de résolution de 55 000. 

Le pic à m/z 864,7842 sur la ligne d'autocorrélation a une résolution horizontale 

de 29 000 (les paramètres d’acquisition en F2 sont 512 kpoints, avec une masse de 

départ à m/z 144,39) et une puissance de résolution verticale de 2 200 (à partir de 64 

kpoints dans la première dimension en utilisant une 2D carrée : même temps entre les 

points de mesure en F2 que l’incrément de temps t1 entre les points en F1.). 
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4. Identification des TAGs avec l’analyse 2D FT-ICR 

 
Figure 14 : Spectre 2D FT IRMPD des triacylglycérols extrait du plasma humain de m/z 800-922 

sur l’axe des précurseurs et m/z 500-650 sur l’axe des fragments. 
 
La figure 14 montre la zone du spectre de masse 2D correspondant aux pertes 

neutres des acides gras. Chaque pic correspond à une seule dissociation. Les 

coordonnées indiquent le rapport m/z de l'ion précurseur (vertical) et le rapport m/z de 

l'ion fragment (horizontal). Les spectres de fragments comparables aux spectres MS/MS 

peuvent être extraits selon des lignes horizontales du spectre de masse 2D. 
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Figure 15 : Spectre de fragmentation de l’ion à m/z 864,7842 extrait du spectre de masse 2D avec 

le zoom du pic précurseur en haut à gauche. 

 

La figure 15 correspond au profil de l’ion fragment à m/z 864,7842, 

correspondant à un TAG lithié de 52:2 de formule C55H102O6Li. La masse de l’ion 

précurseur est mesurée à m/z 864,7842 (-1.63 ppm). Deux fragments sont clairement 

visibles: le premier à m/z 608,5441 de formule C39H70O4Li qui peut être affecté à une 

perte de neutre de 16:0 (-1,64 ppm) et le second à m/z 582,5299 de formule C37H68O4Li 

ce qui peut être attribué à une perte de 18:1 (-0,34 ppm). 

Une structure possible du TAG à m/z 864,7842 peut donc être attribuée à 

16:0/18:1/18:1 dans laquelle le FA 18:1 est en position Sn2, sinon l'ion fragment à m/z 

609,5441 de la perte de 16:0 ne serait pas observée [74]. De chaque côté de l'ion 

précurseur à m/z 864,7842, des pics peuvent être observées : ils correspondent aux 

isotopes des TAGs qui l’entoure. Ce «dépassement» provient de la largeur du pic dans 

la dimension verticale, qui est d’environ 2 Da (FWHM, Full Width at Half Maximum). 

5. Analyse par pertes de neutres 

Une autre façon d'extraire des informations structurelles du spectre de masse 2D 

est de rechercher des lignes de dissociation. Par exemple, les pertes neutres dans un 

spectre de masse 2D suivent la ligne: y = x + mneutral (équation 1) [71,72,119] 
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La figure 16 montre des lignes de perte neutres pour chaque nombre de 

carbones dans la chaîne AG, mais aussi pour chaque nombre d'insaturations, comme 

on peut le voir dans le zoom représenté sur la figure 16, dans lequel des lignes de perte 

de neutres pour 284 Da (18:0), 282 Da (18:1) et 280 Da (18:2) peuvent être clairement 

distingués. 

 

a  b 

Figure 16: Lignes de perte de neutres pour 284 Da (18:0), 282 Da (18:1) et 280 Da (18:2) extraite 
du spectre 2D FT-ICR (a). En b la ligne de perte de neutre pour les acides gras C18 et C16 du spectre 
2D-FTICR. 

 

A partir de toutes ces informations, il est possible de déterminer les masses des 

TAGs présents dans le spectre 2D et les fragments correspondants. Les compositions 

de tous les TAGs les plus intenses sont listées dans le tableau 7. 

 

Nombre 
de 

carbones 

[M+
6
Li]

+ 

observé 
[M+

6
Li]

+ 

théorique 
Erreur en 

ppm 
TG Formule composition 

48 
808,72019 808,72019 -3,70 TG(48:2) C51H94O6Li C16:1/C14:0/C18:1 

810,73584 810,73584 -4,61 TG(48:1) C51H96O6Li C16:0/C14:0/C18:1 

50 

834,73584 834,73584 -4,60 TG(50:3) C53H96O6Li C16:1/C16:1/C18:1 

836,75149 836,75149 4,31 TG(50:2) C53H98O6Li C16:0/C16:0/C18:2 
C16:0/C16:1/C18:1 

838,76714 838,76714 2,58 TG(50:1) C53H100O6Li C16:0/C16:0/C18:1 

840,78279 840,78279 0,73 TG(50:0) C53H102O6Li C16:0/C16:0/C18:0 

52 

860,75149 860,75149 -1,85 TG(52:4) C55H98O6Li C16:1/C16:1/C18:2 

862,76714 862,76714 0,65 TG(52:3) C55H100O6Li C16:1/C18:1/C18:1 

864,78279 864,78279 1,63 TG(52:2) C55H102O6Li C16:0/C18:1/C18:1 

866,79844 866,79844 -1,55 TG(52:1) C55H104O6Li C16:0/C18:0/C18:1 
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54 

886,76714 886,76714 -8,16 TG(54:5) C57H100O6Li C18:2/C18:2/C18:1 

888,78279 888,78279 -4,38 TG(54:4) C57H102O6Li C18:2/C18:1/C18:1 
C18:0/C18:2/C18:2 

890,79844 890,79844 -1,28 TG(54:3) C57H104O6Li C18:1/C18:1/C18:1 

892,81409 892,81409 2,70 TG(54:2) C57H106O6Li C18:0/C18:1/C18:1 

56 
910,76714 910,76714 -5,42 TG(56:7) C59H100O6Li C18:1/C18:2/C20:4 

912,78279 912,78279 -8,42 TG(56:6) C59H102O6Li C16:1/C20:1/C20:4 

 
Tableau 7 : Liste des TAGs identifiés dans le spectre de masse 2D 
 
La position des instaurations des AG n'a pas pu être déterminée avec la 

fragmentation IRMPD. Afin d'obtenir cette information, des techniques à base 

d'électrons comme la dissociation induite par les électrons (EID, Electron Induced 

Dissociation ) [120,121] ou l’excitation par impact électronique des ions à partir des 

composés organiques (EIEIO, Electron Impact Excitation of Ions from Organics) [122] 

qui permettent d’obtenir des fragmentations sur des espèces mono ou multichargées en 

utilisant une haute énergie >10eV ou égale à 10eV. Les diastéréoisomères trans ou cis 

peuvent être différenciés à l'aide de la dissociation induite par l'ozone (OzID) [123] car 

cette méthode oxyde les doubles liaisons dans les ions lipidiques et cette oxydation 

permet de localiser la position de la double liaison. 

Une autre solution serait de réaliser des expériences 3D FT-ICR pour permettre 

d’obtenir une information de MS3. 

Par exemple en réalisant une fragmentation CID dans la cellule de collision pour 

obtenir les ions parents des TAGs et les ions fragments (figure 17). 

 
Figure 17 : Exemple de séquence pseudo 3D FT-ICR avec une fragmentation au niveau de 

cellule de collision. 
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Ensuite, la séquence 2D FT-ICR pourrait être appliquée pour obtenir une carte 

2D avec les informations des fragments des TAGs et aussi la fragmentation des 

fragments produit en CID. 

Il est possible de réaliser une exprérience de 3D FT-ICR en réalisant deux 

séquences 2D FT-ICR l’une après l’autre (figure 18). 

 
Figure 18 : Séquence d’impulsion 3D FT-ICR. 
 

Cette séquence permettrait dans un premier temps d’avoir la modulation des 

fragments des TAGs puis avec la seconde séquence d’obtenir la modulation des 

fragments des premiers fragments. Cette expérience permettrais d’avoir une localisation 

des insaturations ou des oxidations en atteignant le niveau MS3. 

X. Conclusion 

L'analyse par spectrométrie de masse FT-ICR unidimensionnelle d'un extrait de 

TAG d'un échantillon de plasma sanguin humain montre la présence de nombreux TAG. 

Pour un mélange complexe de TAG, des analyseurs de masse haute résolution comme 

les spectromètres de masse à temps de vol, Orbitrap ou FT-ICR sont nécessaires afin 

d'attribuer correctement leur composition élémentaire [124]. 

Le spectre de masse 2D IRMPD des TAGs montre les pertes neutres des acides 

gras par les TAG. Nous avons pu déterminer ainsi la composition des acides gras des 

TAG. Les spectres des fragments ont montré qu'il y avait souvent des structures 

multiples pour chaque rapport m/z. 
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Cette étude montre que la 2D FT-ICR MS des extraits de TAG du plasma 

sanguin peut être utilisée pour les patients et les sujets sains afin de mesurer la 

composition de acides gras des TAG dans leur plasma sanguin et de corréler les 

résultats avec des informations sur leur alimentation et sur leur santé. Des études sur 

l'analyse quantitative de la composition de acides gras dans les TAG peuvent être 

entreprises pour déterminer si les intensités de pic du fragment dans les lignes de perte 

neutre dans les spectres de masse 2D reflètent l'abondance relative des AG dans les 

échantillons. 

Dans cette étude, l'identité des acides gras constituant les TAGs dans 

l'échantillon a été déterminée à partir de leur masse moléculaire, qui informe sur le 

nombre de carbones et le nombre d'insaturations. Afin d'obtenir des informations 

structurelles sur la localisation des insaturations sur la chaîne AG, des études 2D EID 

FT-ICR MS pourraient être effectuées. L’utilisation de l’OzID peut être utilisé pour 

déterminer les conformations cis / trans des insaturations. Cependant, cette technique 

nécessite l'utilisation d'un gaz interagissant avec les ions, ce qui induirait une perte de 

résolution en 2D FT-ICR MS. 

La spectrométrie de masse 2D peut également être utilisée pour analyser la 

structure d'autres lipides et peut être utilisée également pour l'empreinte digitale des 

classes lipidiques d'échantillons biologiques simplement en adaptant la préparation de 

l'échantillon. L'analyse des TAG en utilisant la spectrométrie de masse 2D peut 

également être appliquée à des échantillons provenant d'autres origines que le plasma 

sanguin, comme les échantillons archéologiques, les huiles animales, les membranes 

végétales, ou phéromones d'insectes. 
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I. FT-ICR 2D : Analyse haute résolution 

1. Introduction 

A l’heure actuelle la FT-ICR 2D est limité par la résolution sur l’ion précurseur de 

l’ordre de plusieurs unités de masse. Dans la première dimension qui définit la 

résolution de l’ion précurseur, pour chaque intervalle de temps t1, un nouveau paquet 

d’ion est réinjecté car l’étape de fragmentation est irréversible à la différence de 

l’excitation en RMN. L’intervalle de temps t1 correspond à la moitié de l’inverse de la 

fréquence de la masse la plus basse pour correspondre au critère de Nyquist. La 

résolution est proportionnelle au maximum du temps t1 qui est un intervalle de temps 

multiplié par le nombre de point d’acquisition [1]. Le temps d’analyse d’un scan est de 1 

seconde, donc pour une analyse avec un t1 de 2048 points en FT-ICR 2D, le temps 

d’analyse sera de 30 minutes avec un nombre de point d’acquisition de 128k à 512k 

pour la seconde dimension qui définit la résolution des ions fragments. Ainsi pour 

obtenir une haute résolution sur le précurseur, il faut augmenter le nombre de points 

dans la première dimension pour atteindre la même résolution que dans la seconde 

dimension mais cette opération est difficile car couteuse en temps. 

Une des méthodes utilisée en spectrométrie RMN multidimensionnelle pour 

accélérer les acquisitions, est l’échantillonage non-uniforme (NUS) [2]. L’acquisition 

NUS consiste en sauter des points lors de l’acquistion, ce qui permet de diminuer le 

temps d’acquisition. Un exemple est présenté en figure 1. 

 
Figure 1 : Spectres proton de l’acide 2-furoïque dans le dimethyle sulfoxide d6. (a) Transformée 

de Fourier (FT) des 512 premiers points d’un signal de 1024 points. (b) FT des 512 premiers points. (c) 
Reconstruction avec l’algorithme MaxEntropy en utilisant les 128 premiers points et (d) reconstruction 
avec l’algorithme MaxEntropy à partir de 128 point échantillonnés aléatoirement parmi les 512 points du 
signal mesuré (extrait de J.C.J Barna et al [3]). 
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Afin de récupérer l'information structurelle, les points manquants doivent être 

reconstruits par un traitement de données. Dans la RMN multi-dimensions, cela se fait 

généralement en utilisant un traitement basé sur l'algorithme d'entropie maximum 

introduit par J. Skilling [4,5]. Plus récemment, des algorithmes avancés basés sur la 

détection comprimée (compress sensing) et sur les reconstructions à faible rang (low-

rank reconstruction) ont été introduits. Malheureusement, la dépendance de taille de ces 

algorithmes empêche leur utilisation dans la spectrométrie de masse FTICR car leur 

temps d'exécution est proportionnel au nombre de points au carré dans la première 

dimension. De même, l'algorithme doit être répété pour tous les points de la deuxième 

dimension. 

En effet, la taille des données 2D FTICR MS est beaucoup plus grande que celle 

de RMN 2D. Une petite FT-ICR 2D de 8k × 128k = 1024 Mega points permet une 

résolution sur le précurseurs dans la 1er dimension similaire à un quadripôle (3 Da), 

comme celle utilisée en protéomique. Ce qui peut être comparé à une analyse 2D RMN 

de 2k × 2k = 4 Mega points. La taille d'une analyse 2D FTICR carrée est beaucoup plus 

élevée, par exemple 128k × 128k = 16 Giga points jusqu'à 4 M × 4 M = 16 Tera points. 

Dans le chapitre II, partie I, l'algorithme de débruitage urQRd [6] qui est basé sur 

la décomposition QR d'une matrice échantillonnée au hasard à partir des données, a été 

présenté. Cet algorithme de débruitage urQRd évite la décomposition en valeur 

singulière (SVD) d'une matrice qui varie en temps d’éxécution comme le cube de la 

longueur de données. La décomposition SVD d’une matrice est un outil important de 

factorisation des matrices rectangulaires réelles ou complexes. Cette décomposition 

cependant ne peut pas être utilisée sur des ensembles de données très volumineux. 

Donc l’utilisation de l’algorithme urQRd permet un gain d’au moins 3 ordres de grandeur 

en temps de traitement comparé à la décomposition SVD classique, réduit fortement la 

mémoire nécessaire de l'ordinateur et permet d'appliquer l'algorithme de débruitage à 

une taille de données pratiquement illimitée (chapitre II, partie I). Cet algorithme ne 

dépend que deux paramètres, le niveau de reconstruction qui est le nombre de pics à 

détecter et le nombre d'itérations qui correspond au nombre de fois que l’algorithme est 

appliqué. Contrairement à l'algorithme classique de Cadzov, urQRd n'est pas sensible 

au rang et au nombre d'itérations estimées. L'algorithme urQRd peut être utilisé pour 
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reconstituer les valeurs manquantes, en les considérants comme des valeurs 

corrompues par une sorte de bruit. 

Les données NUS acquises sont incluses dans la totalité du signal enregistré 

dans lequel les points manquants sont initialement mis à zéro. Une version adaptée de 

l'algorithme urQRd optimisée pour les signaux faibles est appliquée au signal complet, 

après quoi les points de données expérimentales sont réinjectés. Les étapes combinées 

sont ensuite itérées. Une transformée de Fourier est ensuite appliqué sur la 

reconstruction. Les données sont traitées d'abord le long de F2 (seconde dimension, 

spectres MS classique pour les fragments) avec remplissage par zéros (zero-filling) de 

la taille des données et apodisation qui permettent de réduire les pics parasites de 

chaque côté des pics [7], [8]. Ensuite, une seconde transformée de Fourier est 

appliquée selon l’axe F1 (première dimension, spectres des précurseurs en fonction de 

l’intervalle de temps t1) est traité avec l’algorithme urQRd avec réinjection des données, 

puis, en utilisant une représentation de données hypercomplexes, et en visualisant 

après remplissage par zéros (zero-filling) de la taille des données, les données en tant 

que module [9]. 

Pour la RMN bidimensionnelle, le meilleur échantillonnage non uniforme 

correspond à une distribution exponentielle, avec une densité d'échantillonnage 

inversement proportionnelle à la vitesse de relaxation. Pour la 2D FTICR MS, la 

situation est différente car pour chaque point une nouvelle injection d'ions doit être faite 

dans la dimension indirecte et avec l’utilisation d'une cellule harmonisée, le signal dans 

la dimension directe n'est pas presque amorti. Dans ces conditions, l'échantillonnage 

NUS le plus simple est une distribution uniforme. Le ratio NUS pour une taille 

l’acquisition physique donne un intervalle moyen. Les intervalles entre zéro et deux 

intervalles moyens sont générés aléatoirement ce qui conduit à des intervalles 

maximaux plus petits que l’échantillonnage de type Poisson [10]. 
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2. Objectifs 

L’analyse FT-ICR 2D a montré qu’il était possible d’analyser de nombreux types 

d’échantillons. L’implémentation sur des spectromètres de masses FT-ICR 

commerciaux est possible. Mais, pour l’instant la résolution obtenue dans la première 

dimension (F1 = dimension des précurseurs) est loin d’égaler la résolution du FT-ICR. 

C’est pour cela que l’application d’acquisition avec un échantillonnage non uniforme 

pour le temps t1 est intéressante car cette méthode permettrait d’augmenter la résolution 

dans la première dimension et des analyses 2D-FT-ICR plus fines.  
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II. Matériels et méthodes 

1. Préparation des échantillons 

Une solution de substance P à 1 pmol/µL a été préparée dans une solution 

méthanol/eau v/v avec 0,1% acide formique. Cette solution a été utilisé pour les mises 

au point de l’acquisition NUS. 

Une solution d’huile de sésame a été préparée avec 1 µL d’huile mélangé à 99 

µL de chloroforme. Puis 1µL de cette solution a été mélangé à 998 µL 90% méthanol, 

10% chloroforme et 1 µL de chlorure de lithium (1 mgl/mL dans le méthanol). Cette 

solution d’huile de sésame a été préparée pour montrer l’efficacité de l’acquisition NUS 

sur un échantillon plus complexe que le peptide de la subtance P. 

2. Analyse FT-ICR de la substance P 

L’analyse a été réalisé sur un SolariX XR 12 T FTICR MS équipé d'une cellule 

ParaCell harmonisée de Bruker Daltonik GmbH (Bremen, Allemagne) en injection 

directe avec une seringue (Hamilton Gasthigh 250 µL) à un débit de 10 µL/h (pousse-

seringue, Cole-Parmer®, US). Le voltage appliqué sur l’aiguille était de 1650 V. La 

fragmentation a été réalisée par ECD avec un ampérage de 1,6 A et 0,05 seconde de 

temps d’irradiation, la lentille ECD (ECD lens) à 10 volt et le potentiel relatif d’ECD (ECD 

bias) à 1 volt. L’ion parent de la substance P chargé 2 fois à m/z 675,37 a été 

sélectionnée avec le quadripôle avec une résolution de +/- 10 Da. La gamme de masse 

est de m/z 184,308 à m/z 1500 (1 MHz à 122 kHz). 

Les paramètres pour réaliser l’expérience 2D FT-ICT sont 128k pour le nombre 

de point d’acquisition du FT-ICR, le pulse de détection a une amplitude de P3 = 100 Vpp 

et une durée de 20 µs pour la fréquence des pas. Pour les deux impulsions P1 (pulse 

d’excitation), P2 (pulse d’encodage), l’amplitude est de 70 Vpp et la fréquence des pas 

de 0,5 µs. Les impulsions P1 et P2 ont une durée totale chacun de 723 µs. La liste de 

temps t1 s’appelle VD_list= VD_2D (fichier de temps), le nombre de point correspond au 

temps t1 est la valeur L_20 = 2048.  

Toutes les acquisitions ont été réalisées avec une taille physique de 2k × 128k 

points correspondant à une acquisition de 30 minutes. A partir d'une acquisition 
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classique aux acquisitions NUS de taille 4k, 8k, 16k, 32k et 64k correspondant aux 

ratios NUS 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et 1/32. 

3. Analyse FT-ICR de l’huile de sésame 

L’analyse a été réalisé sur un Apex 9.4 T FTICR MS équipé d'une cellule Infinity 

de Bruker Daltonik GmbH (Bremen, Allemagne) en injection direct avec une seringue 

(Hamilton Gasthigh 250 µL) à un débit de 10 µL/h (pousse seringue, Cole-Parmer®, 

US). Le voltage appliqué sur l’aiguille était de 1700 V. La fragmentation a été réalisée 

avec un laser infrarouge CO2 IRMPD avec une puissance de 50% et un temps 

d’irradiation de 0,4 sec. 

Les paramètres pour réaliser l’expérience 2D FT-ICT sont 512k pour le nombre 

de point d’acquisition du FT-ICR, le pulse de détection à une amplitude de 100 Vpp et 

une durée de 20 µs pour la fréquence des pas. Pour les deux pulse P1 (pulse 

d’excitation), P2 (pulse d’encodage), l’amplitude est de 70 Vpp et la fréquence des pas 

est de 0,5 µs. Les pulses P1 et P2 ont une durée totale chacun de 723 µs. La liste de 

temps t1 s’appelle VD_list= VD_2D (fichier de temps), le nombre de point correspond à 

L_20 = 8 192. La gamme de masse utilisée est de m/z 144,38 à m/z 3 000 (1 MHz à 48 

kHz). 

4. Retraitement informatique 

Le retraitement des données a été réalisé sur un cluster Dell R930 équipé de 4 

processeurs Xeon comprenant 48 cœurs avec la suite Spike open source écrite en 

Python et parallélisée par MPI (Message Passing Interface) permettant un traitement 

rapide. Les listes de temps t1 pour les acquisitions classiques ou NUS ont été réalisées 

à partir d’un programme écrit sous Python. 
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III. Résultats 

Pour déterminer la portée et la limitation de l'acquisition 2D FTICR, nous avons 

utilisé la substance P, ionisée par nanoESI à une concentration analytique de 1 

pmol/μL. L'ion doublement chargé à m/z 675,37 a été sélectionné puis fragmenté par 

ECD. Nous avons enregistré des spectres de masse 2D FTICR avec la séquence 

d'impulsions améliorée conçue précédemment et décrite dans la figure 7 [11]. Le pulse 

d’observation final utilise les paramètres analytiques par défaut pour l'excitation des 

ions. Les deux impulsions de codages initiaux avant la fragmentation ECD sont 

identiques et ont une durée la plus courte possible (1 µs) et une tension plus faible 

correspondant à environ un rayon ionique après excitation deux fois plus grand que le 

faisceau de dissociation. 

1. Intervalle de temps t1 

La liste de temps t1 est réalisée à l’aide d’un programme réalisé sous Python. Le 

tableau 1 montre une partie de la liste de temps pour une analyse non NUS, NUS 2 et 

NUS 32 pour une acquisition de 2 048 points dans la première dimension et une 128 k 

points dans la seconde dimension. 

taille initiale  2 048  4 096  65 636 
taille de l'acquisition  2 048  2 048  2 048 

Rapport NUS  1  0,5  0,03125 
Dwell time  0,5  0,5  0,5 

1  0,500u  0,500u  0,500u 
2  1,000u  1,500u  9,500u 
3  1,500u  2,000u  27,500u 
4  2,000u  3,500u  32,000u 
5  2,500u  5,000u  33,500u 
6  3,000u  6,000u  63,500u 
7  3,500u  7,000u  77,000u 
8  4,000u  8,500u  100,000u 
9  4,500u  10,000u  125,000u 
10  5,000u  11,000u  126,500u 
11  5,500u  12,000u  134,000u 
12  6,000u  13,500u  152,000u 
13  6,500u  15,000u  179,000u 
14  7,000u  15,500u  204,000u 
15  7,500u  16,000u  231,500u 
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16  8,000u  16,500u  255,500u 
17  8,500u  17,500u  265,000u 
18  9,000u  18,500u  267,500u 
19  9,500u  19,500u  298,000u 
20  10,000u  20,000u  326,000u 

 
Table 1 : Liste des 20 premiers temps de l’intervalle t1 pour une analyse de 2048 points avec une 

acquisition non NUS, NUS 2, NUS 32. L’évolution du temps avec le ratio NUS est clairement visible. 
 
Pour le vingtième temps par exemple, le temps t1 pour le facteur NUS 2 est de 20 

µs tandis que le temps pour un facteur NUS 1 est de 10 µs. Un facteur 2 est appliqué 

entre les deux séries. Pour le ratio NUS 32 le second temps est de 326 µs. Pour ce ratio 

31 des 32 points sont ommis. Avec cette méthode d’acquisition, le nombre de points 

dans la première dimension reste identique entre les différents ratios mais le temps de 

chaque point d’acquisition est différent. Ceci permet, pour un ratio NUS 2, de réaliser 

une acquisition physique de 2048 points et d’avoir un nombre de point qui correspond à 

une acquisition de 4096 points, et pour le NUS 32, d’obtenir une acquisition de 65 635 

points. L'algorithme urQRd est utilisé pour reconstituer les valeurs manquantes lors du 

traitement de données. 

2. Analyse NUS de la substance P 

L’échantillon utilisé pour les premières expériences est la substance P qui est un 

peptide dont la formule chimique de la substance P est C63H97N17O14S1, ce qui 

correspond à une masse M = 1347,7121 g/mol. L’ion monoisotipique [M+H]+ est à m/z = 

1348,7194 et l’ion di chargée [M+H]2+ est à m/z = 674,8633. La séquence en acide 

aminé est [Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met]. Ce peptide est facilement 

ionisable et la fragmentation est connus en ECD ce qui permettra une analyse plus 

facile des spectres [12]. 

La figure 2 montre la 2D de la substance P 2k × 128k non NUS. Sur cette carte 

2D, l’ion parent de la substance P est visible ainsi que la ligne de fragment. 
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Figure 2 : Carte 2D de l’analyse de la substance P avec fragmentation ECD pour une analyse 2k 

× 128k non NUS. (a) carte 2D complète, (b) zoom de la ligne de fragmentation de la substance P. 
 

La figure 3 (a) montre le zoom de l’ion parent de la substance P avec ses 

isotopes. Avec une acquisition 2k × 128k non NUS, les isotopes de l’ion parent se 

chevauche ce qui ne permet pas d’obtenir un spectre de fragmentation pour chaque 

isotope de la substance P. Le spectre de fragmentation en figure 3 (b) est propre. La 

fragmentation ECD de l’ion à m/z 674,471 est facilement observable et l’identification de 

la séquence est rapide. 

 
Figure 3 : (a) Zoom de l’ion parent de la substance P à m/z 675,38 avec les annotations du 

logiciel Spike, (b) Profile de la fragmentation de la substance P avec les annotations des fragments z et c. 
 
Dans les spectres 2D de la figure 4, les spectres de fragmentation clairs sont 

visibles à tous les rapports NUS avec un bruit de scintillation légèrement croissant 

lorsque le rapport NUS diminue. 
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Figure 4 : Spectres 2D complet pour les différents ratios de NUS. a) NUS 2, a) NUS 4, a) NUS 8, 

a) NUS 16, a) NUS 32. 
 

Pour obtenir une vue plus précise, la figure 5 affiche les spectres des fragments 

du pic monoisotopique normalisé sur le fragment c5 (m/z 312,7007) à tous les rapports 

NUS. L'aspect du spectre des fragments est bien conservé. La variation des intensités 

de pointe est causée par une résolution progressive du pic monoisotopique t1 lorsque la 

taille d'acquisition varie de 2k à 64k. La table 2 montre les masses des fragments de 

type c et z de la substance P avec l’ECD. 
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Figure 5 : Spectres des fragments du pic monoisotopique normalisé sur le fragment c5 (m/z 

312,7007) à tous les rapports NUS. a) NUS 2, a) NUS 4, a) NUS 8, a) NUS 16, a) NUS 32. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 2 : Liste des masses des fragments c et z théorique de la substance P. 
 

Le tableau 2 décrit le nombre de fragments attribués qui passe de 13 fragments 

pour l'acquisition simple de 2k à 30 fragments pour l'acquisition NUS 1/16 32k. 

L'évolution de la résolution FWHM du pic du précurseur dans la première dimension 

AA # c z # 

R 1 174,13498 1331,69403 11 

P 2 271,18774 1175,59292 10 

K 3 399,28271 1078,54015 9 

P 4 496,33547 950,44519 8 

Q 5 624,39405 853,39243 7 

Q 6 752,45263 725,33385 6 

F 7 899,52104 597,27527 5 

F 8 1046,58945 450,20686 4 

G 9 1103,61092 303,13845 3 

L 10 1216,69498 246,11698 2 

M 11 -  133,03292 1 
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(Figure 7) montre que, comme prévu, cette résolution augmente linéairement comme 

l'inverse du rapport NUS jusqu'à NUS 1/16 (Figure 7) et est légèrement inférieure à NUS 

1/32. 

 
Figure 6 : Résolution à mi-hauteur de l’ion précurseur de la substance P en fonction de l’inverse 

du rapport de NUS. 
 

La résolution pour NUS 1/16 atteint la valeur de 2 785 à m/z 674, ce qui 

correspond à une résolution normalisée d'environ 10 000 à m/z 200. Il est à noter que 

même au ratio NUS 1/32 (c'est-à-dire en sautant 31 points sur 32), la forme du pic est 

préservée (figure 7, f). 
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Figure 7 : Spectre de masse 2D FTICR du pic monosotopique de la Substance P doublement 

chargé. Zoom le long de la dimension F1 (précurseur) (de A, 2k Acquisition classique; B, 4k, NUS 1/2; C, 
8k, NUS 1/4; D, 16k, NUS 1 / 8; E, 32k, NUS 1/16; F, 64k, NUS 1/32). Tous les pics sont définis avec 24 
points. Ce nombre est constant car la résolution augmente proportionnellement à la taille d'acquisition. 

 

Comme prévu, les fragments à masse faible ou élevée ont la même résolution 

que le précurseur dans la 1ere dimension, comme le montre le tableau 3. 

 

Résolution en F1 

taille (k) 
NUS 
ratio 

temps de 
traitement 

(h) 

Précurseur 
m/z 674,371

Fragment c4 
m/z 496,335 

Fragment m/z 
1347,735 

fragments 
identifiés 

ratio intensité 
des fragments 
/ précurseur 

2   1h18 176 180 178 13 65 

4  1/2 1h34 325 348 335 20 65 

8  1/4 2h14 687 626 626 24 75 

16  1/8 3h42 1365 1258 1326 24 66 

32  1/16 6h39 2795 2799 2830 30 63 

64  1/32 12h17 4576 4528 51119 17 23 
Table 3 : Temps de traitement avec l’algorithme urQRd pour chaque ratio de NUS avec les 

informations de résolution sur le précurseur et deux fragments ainsi que le nombre de fragments identifiés 
pour chaque ratio NUS et le rapport des intensités des fragments sur celle du précurseur. 
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À partir de la taille 32k (NUS 1/16), les isotopes du précurseur sont 

complètement séparés et le spectre des fragments de chaque isotope est extrait du 

spectre 2D. Dans la figure 8a, on peut voir le zoom du spectre 2D sur le pic parent avec 

la détection du 4eme isotope à m/z 676,37. Comme son intensité est seulement de 

0,84%, la plage dynamique est supérieure à 100. La figure 8b affiche le zoom du 

spectre 2D de l’espèce mono chargé réduite. Deux processus chimiques sont visibles: 

la capture d'un électron et la capture d'un électron suivie d'une perte d'atome 

d'hydrogène (figure 8b). Si les isotopes ne sont pas séparés, l'interprétation des 

données est compliquée alors qu’elle est plus aisée dans le cas présent [13]. 

 

 
Figure 8 : Spectre de masse 2D FTICR du pic monosotopique de la Substance P doublement 

chargé avec une acquisition 32k, NUS 1/16. (a) zoom sur le précurseur avec deux charge à m/z 
675,3791, (b) zoom sur le pic monochargé réduit, (c) zoom sur le fragment c6 à m/z 752,45263 
correspondant au pic monoisotopique, (d) zoom sur le fragment c6 correspondant au pic du 1er isotope. 
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Enfin, la figure 8c et d montre le zoom du fragment c6 correspondant au pic 

monoisotopique et au premier isotope. Comme prévu, le pic monoisotopique ne produit 

qu'un seul pic (le petit pic à M+1 est dû à la capture d'hydrogène) tandis que le premier 

isotope donne deux pics dans un rapport d'intensité proche de celui prévu par le nombre 

d'atomes de carbone restant dans le fragment (valeurs théoriques ⁄ ; 

observées). 

Dans les tableaux de la publication [14] qui sont en annexe (publication 

recherche), les valeurs observées pour tous les fragments du pic monoisotopique et les 

trois premiers isotopes sont données et comparées à leurs valeurs théoriques calculées 

avec le logiciel IsoPatrn [15]. Les tableaux de la publication montrent que deux 

phénomènes contraires se déroulent à mesure que le ratio NUS diminue: 

 L'augmentation de la résolution apporte une meilleure séparation des 

isotopes requis pour obtenir des ratios isotopiques corrects, 

 La qualité de la reconstruction, en particulier pour les pics avec une faible 

intensité diminue. Pour les spectres physiques 2k, le meilleur compromis 

est obtenu pour NUS 1/16. 

3. Acquisition NUS pour l’analyse de l’huile de sésame. 

Une application de la FT-ICR 2D haute résolution avec acquisition NUS a été 

réalisée sur un échantillon d’huile de sésame. La figure 9 montre l’analyse FT-ICR MS 

de l’huile de sésame. Les triacylglycérols (TAGs) observés sont cationisé avec de 

lithium pour améliorer l’ionisation et obtenir des spectres de fragmentions simple [16]. 
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Figure 9 : Spectre MS des TAGs de l’huile de sésame. 
 
A partir de ce spectre, il est possible de déterminer les TAGs présent avec la 

haute précision de mesure du FT-ICR et l’utilisation de base de données de lipides 

LIPIDS-MAPS. Dans le tableau 4, la liste des TAGs identifier avec LIPIDS MAPS est 

présentée. Les TAGs sont identifiés avec une erreur de masse entre 1 et 8 ppm. Cette 

identification permet d’obtenir le nombre de carbone et d’instauration des TAGs mais 

pas les acides gras qui le composent. 

[M+6Li]+  TAG  Formule  [M+6Li]+  erreur ppm 

860,7495  TG(52:4)  C55H98O6Li  860,7509  1,6 

862,7592  TG(52:3)  C55H100O6Li  862,7665  8,5 

864,7796  TG(52:2)  C55H102O6Li  864,7822  3 

884,7503  TG(54:6)  C57H98O6Li  884,7509  0,6 

886,7614  TG(54:5)  C57H100O6Li  886,7665  5,8 

888,7780  TG(54:4)  C57H102O6Li  888,7822  4,7 

890,7966  TG(54:3)  C57H104O6Li  890,7978  1,4 

892,8084  TG(54:2)  C57H106O6Li  892,8135  5,7 
Tableau 4 : Liste des TAGs identifiés avec la base de données LIPIDS-MAPS. 
 

Pour valider ces résultats, la sélection de chaque pic et sa fragmentation doit être 

réalisé pour obtenir son identification et les acides gras qui le composent. Un exemple 

de spectre de fragmentation avec l’IRMPD est présenté figure 10. Sur ce spectre, l’ion 
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parents est observé à m/z 890,7966 et l’ion fragment à m/z 608,5378. La différence 

entre ces deux masses est de 282 Da ce qui permet de déterminer l’acide gras qui le 

compose. Pour ce TAG, seul l’acide oléique (O) le compose donc il s’agit donc de la 

trioléine (OOO). 

 
Figure 10 : Spectre de fragmentation IRMPD du TAG à m/z 890,7. L’ion fragment à m/z 608,5 

correspond à la perte de l’acide oléique. 
 

L’analyse classique en FT-ICR est longue et fastidieuse. C’est pour cela que 

l’application de la 2D-FT-ICR avec acquisition NUS permettra une analyse plus rapide. 

Avec l’acquisition NUS, il sera possible d’obtenir les spectres de fragmentations de 

chaque pic et d’identifier chaque TAG. 

Le spectre 2D (64k × 512k à NUS 1/8) de triglycérides d'huile de sésame 

cationisés avec un adduit de lithium 6 isotopiquement pur et fragmentés par IRMPD est 

présenté figure 11. Les triglycérides sont constitués de trois acides gras et lors de la 

fragmentation, les fragments principaux observés correspondent à la perte d'acide gras 

comme vue précédemment. L’analyse FT-ICR 2D MS peut être effectuée dans 

n'importe quelle cellule ICR. 
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Figure 11 : Spectre 2D FT de l’huile de sésame cationisé avec un adduit lithium et une 

fragmentation IRMPD. 
 
Dans la publication [14] présenté en annexe, publication recherche, la MS/MS 

des précurseurs des TAGs obtenue par isolement avec l'analyseur de quadripôle est 

donnée dans la Figure S5 a-e avec une table du m/z attendu (Tableau S11). 

Sur le spectre 2D complet, la ligne de perte de neutre est clairement visible 

(Figure 11, cercle rouge) et, lorsqu'elle est agrandie, la perte d'acide linoléique et de 

l’acide oléique, qui diffère uniquement par 2 hydrogènes, se distingue aisément (figure 

12a). 
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Figure 12 : (A) Zoom de la région des fragments sur le spectre 2D, (b) zoom de la région des 

précurseurs sur le spectre 2D et (C) zoom du précurseur à m/z 890,7 correspondant à la trioléine (OOO). 
 
La figure 12b affiche un zoom sur la zone des précurseurs des TAGs de m/z 882 

à 895 et la figure 12c correspond au profil d'un précurseur le long de la dimension F1. 

La résolution est 0,44 Da qui correspond à une résolution de masse d'environ 2000 à 

m/z 890 et donc à une résolution normalisée de 9000 à m/z 200. 

À partir du précurseur à m/z 890,8, qui est la trioleine symétrique (OOO), un 

spectre des fragments présentant uniquement un pic à m/z 608,5 est obtenu (figure 

13a). Les plus petits pics sont attribuables aux contributions isotopiques qui se 

chevauchent. 

 
Figure 13 : Fragments des précurseurs à m/z 890,8 (a) et 888,8 (b) obtenues à partir des profils 

sur le spectre 2D NUS 
 

En analysant le profil de fragmentation de l’ion à m/z 888,8, inférieur de 2 Da à la 

trioléine, on peut voir que le triglycéride possède une composition OOL ou OLO. Deux 
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fragments intenses à m/z 608,5 et m/z 606,5 correspondent à la perte de l’acide oléique 

O et l’acide linoléique L sont observés sur la Figure 13b. 

Le même changement est observé pour le pic 4 Da inférieur à la trioleine qui 

correspond à un TAG composé de OLL ou LOL (Figure 14a). Pour le TAG à m/z 884,8 

qui est à 6 Da en dessous de la trioléine, un seul fragment est observé à m/z 604,5 

(Figure 14b). Ce TAG correspond à la trilinoléine composée de trois acides linoléiques 

L. 

 
Figure 14 : Fragments des précurseurs à m/z 886,8 (g) et 884,8 (h) obtenues à partir des profils 

sur le spectre 2D NUS 

IV. Conclusion 

En conclusion, pour la première fois une acquisition 2D FTICR MS avec un 

échantillonnage non uniforme en utilisant un taux de d’échantillonnage jusqu’à 1/32 a 

été mise en place. L'acquisition NUS ouvre la voie à la 2D-FT-ICR haute résolution pour 

les précurseurs et les fragments et dans l'analyse indépendante des données (DIA). 

L’acquisition non uniforme en FT-ICR 2D haute résolution suit la transition de 

phase de Donoho-Tanner [17]. Cette transition de phase peut permettre de déterminer 

le rapport NUS pour une acquisition (graphique de transition de phase en annexe). Pour 

une acquisition physique de 2 k points, il est possible d’utiliser un rapport NUS de 1/16 

pour obtenir au final une acquisition de 32 k. Il est donc possible d’après la transition de 



FT-ICR 2D: Analyse haute résolution 

122 

pahse de Donoho-Tanner d’obtenir une taille d’acquisition de 1024 k points à partir 

d’une d’acquisition physique de 16 k points et un rapport NUS 1/64. 

Cette méthode d’analyse pourrait permettre d’analyser des échantillons 

complexes comme les différentes familles de lipides : diacylglycérides, 

phophoglycérides, sphyngolipides … mais aussi les métabolites présents dans des 

échantillons biologiques. Elle pourrait s’appliquer à des composés comme les tanins ou 

les phénols des différents vins. 
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I. Analyse des triacylglycérols archéologiques 

Le matériel organique contenu dans des céramiques archéologiques permet de 

mettre en évidence des traces d’activités humaines. Ces céramiques sont des 

matériaux typologiquement bien connus (figure 1). L’identification des contenants des 

amphores peut être réalisée grâce à leur forme, aux inscriptions présentes sur le 

support et à l’analyse de la couche interne qui les protège (poix, cire). 

 
Figure 1 : Schémas typologiques de l’amphore biberon Zurzach 55 découvert sur le site de la 

nécropole de la cité antique de Tenedo du camp militaire établit à l'époque de l’empereur Claude (1er 
siecle). 

 

Cependant, la plupart des études chimiques sont consacrées à la composition de 

la céramique alors que peu de recherches sont consacrées à l’identification du contenu 

de la céramique [1]. 

Les matières grasses, notamment les huiles végétales ou les graisses animales 

ayant été présentes dans ces amphores, possèdent une constitution chimique simple et 

dominée par les triacylglycérols (TAGs). Ces derniers permettent d'identifier directement 

les acides gras conservés dans les tessons. L’identification de l’origine animale ou 

végétale est basée soit, sur la spectrométrie de masse isotopique par mesure du 

rapport isotopique δ13C en chromatographie en phase gazeuse (GC-MS), et sur 

l'analyse des produits de dégradation oxygénés en utilisant la GC-MS [2]. 
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En considérant plus particulièrement le contexte archéologique, il faut souligner 

que les TAGs sont sensibles à l'hydrolyse des fonctions ester ou à l'oxydation des 

doubles liaisons [3]. Les corps gras présents à l’intérieur de poteries ont été soumis à 

différents types de dégradation, à la fois induites par l’homme lors de la préparation du 

produit (chauffage, mélange avec d’autres substances, etc.), et faisant suite à 

l’enfouissement, dont les conditions (milieu humide ou sec, présence d’air ou non) 

jouent un rôle important sur les réactions (hydrolyse, oxydation). Toutes ces données ne 

sont pas connues de l’expérimentateur au moment de l’analyse, ce qui rend 

l’identification de ces corps gras délicate. De plus, les paramètres permettant une 

distinction aisée entre les graisses et les huiles fraîches ne sont plus valables en 

contexte archéologique. 

Les huiles végétales étant riches en acides gras insaturés, elles s’oxydent 

rapidement et facilement. La disparition de composés insaturés au profit de composés 

saturés entraîne une modification de l’aspect de ces matériaux. Ainsi, les huiles 

végétales siccatives ou très oxydées peuvent devenir plus visqueuses, voire élastiques 

ou solides [4]. De manière générale, quelle que soit l’origine des corps gras retrouvés 

en contexte archéologique, ceux-ci sont solides, cireux et de couleur jaune/orange 

Les analyses de corps gras archéologiques ont montré que les acides gras 

majoritaires qui les composent sont les acides palmitique et stéarique. Au début de 

l’archéologie moléculaire, le rapport acide palmitique/acide stéarique était utilisé pour 

déterminer l’origine biologique de ces corps gras. A l’heure actuelle, ce rapport n’est 

plus utilisé, car au cours de la dégradation des substances grasses, ce rapport varie. De 

plus, en présence de mélanges de corps gras, ces acides peuvent alors avoir plusieurs 

origines, dont ce rapport ne tient pas compte. 

Les produits laitiers se distinguent des graisses animales par la présence 

d’acides gras à chaînes courtes. Cependant, comme précédemment mentionné, ces 

composés sont extrêmement sensibles au phénomène d’hydrolyse et ne sont jamais (ou 

très rarement) retrouvés en contexte archéologique. La perte de ces acides gras ne 

permet donc plus de faire la distinction entre un produit laitier et une graisse animale [5]. 

Malgré toutes ces difficultés, l’amélioration des outils analytiques, et une 

meilleure connaissance des corps gras ont permis de déterminer de nouveaux 
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biomarqueurs permettant de préciser une origine biologique. En effet, lorsque les 

conditions le permettent, les triglycérides (TAG) sont conservés, accompagnés ou non 

de produits d’hydrolyse comme les diglycérides (DAG) et/ou les monoglycérides (MAG). 

Ces composés témoignent de la présence initiale d’une graisse ou d’une huile. 

Cependant, les TAG ne subsistent pas toujours.  

1. Analyse par chromatographie en phase gazeuse 

Historiquement, dès 1976, la GC-MS a été utilisée pour identifier la présence de 

corps gras archéologiques, et tout particulièrement celle d’huile d’olive, à l’intérieur de 

tessons d’amphores servant à son transport [6,7] 

Dans ce cas, l’analyse de la distribution des acides gras libres, des stérols et des 

produits d’oxydation des acides gras insaturés (diacides, hydroxy- et dihydroxyacides) 

par GC-MS, ainsi que l’étude des données isotopiques du δ13C sur les acides gras par 

GC-C-IRMS permettent d’obtenir plus d’informations sur l’origine biologique du corps 

gras en question. 

Depuis, de nombreuses études ont été réalisées sur les archéomatériaux, 

révélant l’utilisation de graisses animales et d’huiles végétales, ainsi que les 

dégradations qu’elles ont subies. 

2. Analyse par chromatographie en phase liquide 

L’analyse des TAGs par des méthodes basées sur la chromatographie liquide est 

complexe car leur labilité rend leur détection très difficile dans le matériel archéologique. 

Quelques références exposent l'identification des graisses animales mélangées à 

de l'huile d'olive [7] et à la cire d'abeille [8] dans des échantillons archéologiques à l'aide 

de HPLC-APCI-MS. L’analyse des TAG par HPLC-APCI-MS ou HPLC-ESI-MSpermet 

d’en déterminer la structure moléculaire et d’éventuellement d’en préciser l’origine 

biologique [9-11]. 

3. Analyse par injection directe 

L'identification des TAGs archéologiques nécessite des protocoles d'extraction, 

de purification et d'analyse spécifiquement adaptés pour détecter des échantillons en 

état de dégradation avancé. Par conséquent, une procédure basée sur une étape 

préliminaire d'extraction des composants lipidiques peut être utilisé [12]. 
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Une fois les TAGs purifiés, ils peuvent être analysés directement par 

spectrométrie de masse sans utiliser en amont une séparation. Cette méthode permet 

d’obtenir un profil des TAGs présent dans l’échantillon. La fragmentation par 

spectrométrie de masse, de ceux-ci, permet d’identifier les acides gras le composant 

(Comme expliqué dans le chapitre II, partie II, page 78-79). Garnier et al [12] a montré 

que la comparaison des profils MS de TAGs d’échantillon archéologique contre une 

base d’huile de référence peut permettre la caractérisation de ces échantillons. 

II. Objectifs 

La 2D FT-ICR est un outil pour l’analyse d’échantillon complexe comme nous 

l’avons vu dans les chapitres précédents. La possibilité d’améliorer la résolution dans la 

première dimension ouvre des portes pour l’analyse d’échantillons compliqués. 

L’analyse des TAGs par cette méthode rend possible l’obtention de leur masses mais 

aussi de leur structure en une seul acquisition. 

C’est pour cela que la 2D-FT-ICR peut permettre la différenciation des TAGs 

venant d’espèces végétales ou animales différentes rapidement et, avec l’acquisition 

non uniforme, la caractérisation de ces triglycérides. 
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III. Matériels et méthodes 

1. Echantillons 

Les échantillons modernes constituant la base de données ont été choisis selon 

les espèces végétales cultivées et importées, et les animaux élevés dans les régions 

nord-méditerranéennes (tableau 1). Les graisses adipeuses ont été échantillonnées à 

partir de bœuf, de veau, d'agneau et de porc fraîchement abattus, à partir de tissus 

sous-cutanés et de tissus adipeux solides envahissant les reins. Les détails et les 

origines des huiles végétales, des produits laitiers et des graisses animales, sont 

détaillés dans le tableau 1. 

 Espèces Nom binominal Provenance 

G
ra

is
se

s 
a

n
im

a
le

s 

Boeuf, subcutaneous adipose tissue Bos taurus  Auvergne, France 

Veau, subcutaneous adipose tissue  Bos taurus  Auvergne, France 

Agneau, subcutaneous adipose tissue Ovis aries  Auvergne, France 

Porc, subcutaneous adipose tissue  Sus scrofa  Auvergne, France 

Canard, subcutaneous adipose tissue Anas platyrhynchos  Auvergne, France 

H
u

ile
s 

vé
g
é
ta

le
s 

Huile d’avocat Persea americana Artisan Moulinier, Beaulieu, France 

Huile de soja Glycine max Artisan Moulinier, Beaulieu, France 

Huile de lin pressée et clarifiée Linum usitatissimum  Kremer, Germany 

Huile de lin pressée Linum usitatissimum  Kremer, Germany 

Huile de noix pressée  Juglans regia  Vic le Comte, France 

Huile d’olive pressée Olea europaea Nyons, France 

Huile de colza Brassica napus Artisan Moulinier, Beaulieu, France 

Huile de ricin Ricinus communis Artisan Moulinier, Beaulieu, France 

Huile de tournesol Helianthus annuus Vic le Comte, France 

Huile de sésame pressée Sesamum indicum Artisan Moulinier, Beaulieu, France 

Huile d’argan  Artisan Moulinier, Beaulieu, France 

P
ro

d
u
its

 la
iti

er
s 

Lait de vache  Bos taurus  Auvergne, France 
Fromage au lait de vache (Saint-
Félicien)  

Bos taurus  Vic le Comte, France 

Fromage au lait de vache (Cantal)  Bos taurus Vic le Comte, France 

Fromage au lait de brebis  Capra hircus  Vic le Comte, France 

Lait de chamelle  
Camelus 
dromedarius  

Petra, Jordan 

Tableau 1 : Liste des échantillons analysés 
 

L’échantillon archéologique provient d’un aryballe en céramique qui est un vase 

grec antique. Les aryballes sont très fréquemment utilisés comme réservoir d'huiles. 
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Cette échantillon provient du site de la nécropole de la cité antique de Tenedo du camp 

militaire établit à l'époque de l’empereur Claude. 

2. Extraction lipides et purification des TAG 

Le protocole d'extraction a été adapté à partir d'une méthodologie décrite par 

Folch et al. [13] Le tissu adipeux ou le produit laitier (~ 1 g) a été homogénéisé dans un 

mélange de dichlorométhane / méthanol 1: 1, v/v (20 ml) et placé dans un bain à 

ultrasons pendant 20 min. Le mélange a été filtré sur un filtre de diamètre 0,22 μm et 

une solution de chlorure de potassium (0,12 M) a été ajoutée au filtrat. Après extraction 

et séparation des deux phases par centrifugation, la phase organique a été séchée sur 

MgS04, évaporée à sec sous un courant d'azote à 40° C. Une aliquote de 2 mg du 

résidu a été dissoute dans du dichlorométhane (1 ml). Les TAG sont purifiés par 

fractionnement sur une cartouche Sep-Pak diol avant rinçage avec du cyclohexane (4 

ml) [31,32]. L'extrait lipidique (100 µL) a été déposé et les TAG sont élués 3 fois avec 2 

ml d'un mélange de cyclohexane / dichlorométhane / éthanol (89: 10: 1, v / v / v). La 

fraction contenant les TAGs a été évaporée à sec, le résidu a été dissous dans 100 µl 

de dichlorométhane / méthanol (1: 1, v / v) 

Les huiles végétales liquides ont été diluées deux fois avec du dichlorométhane. 

Les TAGs ont été purifiés par fractionnement sur une cartouche Sep-Pak diol comme 

détaillé pour les tissus adipeux modernes et les produits laitiers 

Un fragment d'environ 1,0 g de la céramique archéologique (TOUR 304) a été 

écrasé à l'aide d'un broyeur électrique (IKA A-11 basic) pendant 10 s. Les TAGs présent 

dans la poudre ont été extraits deux fois avec 5 ml de dichlorométhane / méthanol (2: 1, 

v / v), les phases organiques ont été séparées à chaque fois par centrifugation (10 min à 

2000 g, puis 20 minutes à 4000 g). La solution limpide a été évaporée à sec sous un 

courant d'azote à 40 ° C, puis les TAG ont été purifiés selon la procédure décrite 

précédemment pour les tissus adipeux utilisant l’extraction SPE sur une cartouche diol. 

3. Analyse 1D FT-ICR des TAGs 

Les TAGs sont dilués dans 100 µL de chloroforme puis 10 µL de cette solution a 

été dilué dans 489 µL d’une solution méthanol : chloroforme 5 :1 v/v additionnée de 1 µL 

de chlorure de lithium 6 (10 mg/mL dans le méthanol). Toutes les expériences ont été 
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effectuées sur un spectromètre de masse FT-ICR 9,4 T nanoESI-hQh-ApexQE (Bruker 

Daltonics, Bremen, Allemagne) en mode ionisation positive par electronébulisation. 

L'échantillon a été injecté à un débit de 10 μL/h à l’aide d’un pousse seringue (Cole-

Parmer®, US) et une seringue de 250 µL (Gastight, Hamilton). Le voltage appliqué au 

niveau de la source nano ESI est de 1550 V, et 100 scans ont été accumulés pour 

chaque spectre. Le nombre de point d’acquisition est 1M point, avec une gamme de 

masse de m/z 144,38 à 2500. La fragmentation a été réalisée par l’IRMPD avec un laser 

CO2. La puissance du laser a été réglée à 12,5 W et la longueur d'onde de 10,4 μm. Les 

ions ont été irradiés pendant 0,4 s. 

4. Analyse 2D FT-ICR des TAGs 

La séquence d'impulsions pour MS 2D FT-ICR est représentée dans le schéma 

1. Toutes les impulsions ont été construites à l'aide du générateur d'impulsions 

ApexControl (Bruker Daltonics, Brême, Allemagne). Les impulsions de codage (P1, P2) 

ont une amplitude de 70 Vpp et une durée de 0,5 μs par fréquence. L'incrément de 

temps en t1 est de 0,5 μs. L’impulsion d'observation (P3) a une amplitude de 100 Vpp et 

une durée de 20 μs par fréquence. La gamme de masse horizontale est m/z 144,39-

3000 (1 MHz à 48 kHz). La fragmentation a été réalisée avec l’IRMPD avec un laser 

CO2 de longueur d'onde de 10,4 μm. La puissance du laser a été réglée à 12,5 W et les 

ions ont été irradiés pendant 0,4 s. Une première acquisition a été réalisée avec 2048 

points dans la première dimension puis avec une résolution de 512k dans la deuxième 

dimension. Une seconde analyse a été réalisée en utilisant une acquisition non uniforme 

de 16k x 512k avec un ratio NUS de 1/16. 

5. Analyse informatique 

Les spectres MS ont été traités et visualisés à l'aide du logiciel Data Analysis 

(Bruker Daltonics, Bremen, Allemagne). Les traitements informatiques des expériences 

2k et 16k avec des listes de temps t1 pour des acquisitions classiques ou NUS ont été 

réalisées à partir d’un programme écrit sous Python (SPIKE adapté en langage python 

64 bits Enthought Python Distribution, Wavre, Belgique). 
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IV. Analyse FT-ICR MS et MS/MS 

1. Profils MS des échantillons 

Les profils MS des TAGs purifiés provenant d'animaux, de produits laitiers et les 

graisses végétales dilués dans une solution de chlorure de lithium 6 isotopiquement pur, 

ont permis la création d’une base de données de TAG dépendante de l'espèce. Les 

spectres MS permettent de distinguer les composants en fonction de leur nombre 

d’équivalent carbone (ECN) et de leur degré d'insaturation les profils MS/MS, permettent 

l'élucidation de la structure des molécules. Il faut souligner que l'analyseur FT-ICR 

permet une haute précision de masse fournissant des données plus faciles 

interprétation et permettant l'identification des modifications des TAGs comme par 

exemple les changements oxydatifs [14,15]. 

Considérant plus précisément les huiles végétales (figure 2), on constate que la 

plupart des références modernes présentent une distribution étroite similaire de TAGs 

avec des ECN 50 à ECN 54 avec deux ou trois motifs, chacun séparé par 26-28 amu. 

 
Figure 2 : Spectres MS obtenues en nanoESI Qh FT-ICR 9,4T en mode positif des TAGs des 

huiles végétales avec du chlorure de lithium (6Li). 
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Cette distribution des TAGs est une conséquence directe de la composition des 

acides gras constitutifs dans les huiles, et de la prédominance d'un acide gras dans la 

plupart d'entre eux, à savoir l'acide oléique [16]. Cependant, chaque espèce d'huile 

végétale présente un modèle singulier qui permet de les discriminer et de les 

authentifier. Par exemple, le spectre de l'huile de soja (figure 2) est principalement 

dominé par des TAGs avec des ECN 54. Le pic majoritaire est le C54:3 qui peuvent être 

identifiés comme la trioleine OOO (O : acide oléique). Un autre exemple, l’huile de ricin, 

qui donne des motifs très distincts car il est composé d’acide ricinoléique qui possède 

un hydroxyle en position 12. 

Le profil de masse des graisses animales (figure 3) couvre une large gamme de 

masse correspondant aux TAG avec ECN de 46 à 54. 

 
Figure 3 : Spectres MS obtenues en nanoESI Qh FT-ICR 9,4T en mode positif des TAGs des 

graisses animales avec du chlorure de lithium (6Li). 
 

Le marqueur principal est le TAG 52: 2 pour bovins. Les profils bovins et ovins 

présentent l'alternance d'un TAG à nombre pair abondant et de TAG de nombre impair 

mineur. 

Les spectres des produits laitiers (figure 4), montrent qu'ils sont riches en acides 

gras palmitique (abréviation P), oléique (abréviation O), stéarique (abréviation S) et 

d'autres acides gras saturés à chaîne courte en moindre quantités. Cette diversité induit 
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une grande distribution des TAG de la ECN 24 à 54. Le TAG 36:0 est le TAG majoritaire 

pour la vache, la chèvre et les fromages de lait cru (figure 4). 

 
Figure 4 : Spectres MS obtenues en nanoESI Qh FT-ICR 9,4T en mode positif des TAGs des 

produits laitiers avec cationisé par du chlorure de lithium (6Li). 
 

Comme observé pour les produits laitiers, les acides gras avec un nombre 

impairs sont des marqueurs d'espèces de ruminants (bovin, vache, veau, agneau), 

principalement synthétisés par des bactéries présentes dans le rumen [17]. À l'exception 

de la distinction des TAGs présents dans les volailles et le porc, de ceux présents dans 

les graisses bovines et ovines, aucune autre authentification ne peut être suggérée par 

la seule analyse de MS et une étude MS/MS plus complète doit être étudiée pour 

obtenir des données pertinentes. 

Globalement, on peut souligner que, par rapport aux méthodes utilisant d'autres 

sources d'ionisation, l'analyse des TAG par la spectrométrie de masse avec la nano 

électronébulisation conduit à des spectres simples et permet la détection des TAGs 

insaturés et saturés sans fragmentation. 

Leurs profils de masse sont trop semblables pour permettre une distinction 

directe entre les produits laitiers bovins, ovins et caprins, et une méthodologie 

spécifique doit être utilisée pour discriminer l'origine de l'espèce [10]. 
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2. Identification structurale des TAGs par fragmentation IRMPD 

Pour élucider la structure des TAGs une étude par fragmentation a été réalisée. 

Lors de la fragmentation IRMPD du trioléate TAG homogène (OOO) à m/z 864,7978 

(erreur de 0,33 ppm, figure 5), deux ions sont issu de la perte des acide gras libre de 

l'ion parent [M+Li]+, à savoir les ions [M+Li-RCH2CO2H]+ à m/z 608,5325 correspondant 

à la perte de l’acide oléique. L'identité des substituants d'acides gras dans les espèces 

TAGs peut également être déduite en observant le fragment [RCH2CO2H+Li]+ dans la 

gamme de masse à m/z 300. 

 
Figure 5 : Spectres de fragmentation IRMPD du TAG à m/z 890,7978. Les fragments des acides 

gras libres [RCO2+Li]+ sont observés dans la zone m/z 250-350. Les fragments de type [M+Li-R2CO2H]+ 
correspondant à la perte d’un acide gras sont détectés dans la gamme de masse m/z 580-610. 
 

Cette étude peut être réalisée sur toutes les masses des échantillons qu’il soit de 

provenance végétale, animale ou laitière. Cette opération est longue et fastidieuse, c’est 

pour cela que la 2D-FTICR peut être d’une grande aide. 

3. Analyse d’échantillon archéologique 

L’échantillon TOUR 304 présentait un dépôt organique visible sur sa face interne, 

la seule information chimique pouvait être obtenue à partir de la matière organique 

piégée et présente comme imprégnation de la matrice poreuse d'argile de la céramique. 
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Les fractions de TAGs purifiées ont été analysées dans les mêmes conditions 

que celles utilisées pour les graisses et huiles modernes. La figure 6 montre le profil MS 

des TAG natifs de l'échantillon TOUR 304. 

 
Figure 6 : Profil MS des TAGs présent dans l’échantillon TOUR 304 (A). Ionisation en mode 

positive en nanoESI sur le FT-ICR 9,4 T. l’ionisation est réalisé en présence de lithium. En B, zoom sur la 
région contenante les TAGs avec l’annotation des pics majoritaire. 

 

Le profil est caractérisé par une large distribution de TAGs correspondant à des 

triacylglycérols avec ECN de 45 à 57. Compte tenu du peu de matière organique et de 

l'état de dégradation avancé de cet échantillon, on observe un très bon rapport signal 

sur bruit du spectre MS est observé. 

Les intensités de pic les plus élevées sont des TAGs à nombre pair de carbone 

comme le TAG 48:0, 50:0, 52:0. Des TAGs à nombre impair de carbones sont détectés 

comme le TAG 47:1 et le TAG 53:1. Si les conditions environnementales ont garanti la 

conservation de certains TAG natifs de la dégradation par hydrolyse, le spectre révèle 

une forte dominance de TAGs saturés et une faible proportion de TAG monoinsaturés. 

En effet, ces profils caractérisés par une forte proportion de TAG saturés peuvent 

s'expliquer par la forte sensibilité des acides gras insaturés aux processus d'oxydation. 

En conséquence, ces composés sont plus polaires et sont facilement oxydés par l'eau 

[18]. 

Les profils MS/MS de TAGs impairs révèlent la présence de groupements 

d'acides gras de nombres impairs pour les composés mineurs, par exemple le 
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groupements acide heptadécanoïque, caractéristiques des bactéries du rumen [17] 

(figure 7). 

 
Figure 7 : Profil MS/MS à gauche du TAG 52 :0 (16:0/18:0/16:0) et à droite du TAG 51 :1 

(14:0/17:0/18:1). 
 

La comparaison des profils MS et MS/MS des graisses de référence extraites des 

tissus adipeux montre que seules les espèces bovines ou ovines présentent de telles 

séries impaires de carbone, par exemple des TAG contenant un fragment d'acide gras à 

nombre impair de carbone. L'identification de séries impaires de carbone dans les 

extraits archéologiques permet de conclure à la présence de graisses bovines ou ovines 

dans l’échantillon de TOUR 304. 

V. Analyse 2D FT-ICR MS 

1. Empreinte lipidique 

Tout d’abord, une analyse 2D-FT-ICR de 2k x 512k a été réalisée. Le temps 

d’analyse est de 60 min et le temps de traitement informatique est de 30 min. Elle 

permet de cribler les échantillons de TAGs et de différencier les échantillons animaux, 

végétaux ou laitiers plus rapidement que la méthode précédente. 

A partir des cartes 2D, il est facile de différencier les TAGs d’agneau ou de colza 

(figure 8). Les ions fragments sont spécifiques des espèces. La ligne des ions 

précurseurs et fragments est visualisable sur les spectres 2D. 
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Figure 8 : Carte 2D des TAGs des huiles de colza (a) et Agneau (b) 
 

La comparaison des échantillons se fait sur la base des ions précurseurs mais 

surtout sur la ligne des ions fragments ou perte de neutre (figure 9). En examinant la 

région des fragments, les acides gras libérés permettent de faire la différence entre 

l’huile de colza et d’avocat (figure 9a, b) ou la graisse de veau ou de canard (figure 9c, 

d). 

 
Figure 9 : Zoom sur la carte 2D des régions des fragmentations IRMPD des TAGs des huiles de 

colza (a), Avocat (b), Veau (c) et Canard (d). En bas à droite de chaque zoom, le spectres MS de 
l’échantillon. 

La figure 10 montre les spectres 2D-FTICR des échantillons d’huiles végétales et 

animales. Il est clairement visible que de nombreuse différence sont présentes entres 

les échantillons aussi bien entre espèces qu’entre familles, mais certains restent tout de 

même difficile à différencier comme ceux de l’huile de colza et de tournesol (figure 10a) 

ou ceux de la graisse de bœuf et de veau figure (figure 10b). 
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a  b 

Figure 10 : Cartes 2D des échantillons d’huiles végétales (a) et de graisse animale (b). 
 

Cette première expérience de 2D FT-ICR rapide, a permis de discriminer les 

TAGs de différentes espèces animales et végétales modernes mais la faible résolution 

en première dimension ne permet d’identifier les TAGs. Pour cela une expérience en 

haute résolution doit être mise en place. 

2. Analyse 2D de l’échantillon archéologique 

L’échantillon TOUR 304 a été analysé à l’aide d’une expérience de 2D FT-ICR 2k 

 512 k comme pour les échantillons moderne. La figure 11 montre la carte 2D obtenue 

pour l’échantillon archéologique. La ligne des précurseurs et fragments sont très 

clairement visibles. 

 
Figure 11 : Carte 2D FT-ICR de l’échantillon TOUR 304. En rouge sont entouré la ligne des 

précurseurs et fragments. 
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Cette expérience permet de voir que la carte 2D de l’échantillon archéologique 

ressemble aux cartes 2D des échantillons de graisses animales. 

La figure 12 montre le zoom de la région des précurseurs (a) et des fragments 

(b). La région des fragments montre deux lignes de fragments qui correspondent à la 

perte d’acides gras de chaines de taille différente. 

a  b 

Figure 12 : Zoom de la région des précurseurs (a) et des fragments (a) de l’échantillon TOUR 
304. 

 

L’analyse par 2D FT-ICR de taille 2k points permet d’obtenir un résultat rapide. 

Elle permet de comparer un échantillon archéologique à une base de données d’huile 

ou graisse moderne pour déterminer l’origine des TAGs présents. 

Mais cette analyse ne possède pas la résolution suffisante pour obtenir les 

informations de structure des TAGs présent. Pour réaliser ceci, une 2D FT-ICR haute 

résolution doit être réalisé pour obtenir ces informations. 

3. Analyse haute résolution : identification structurelle des TAGs 

Pour permettre une identification plus précise, une analyse 2D-FTICR haute 

résolution a été réalisée. Cette méthode a été expliquée dans le chapitre II, partie 3 de 

ce manuscrit. Pour rappel, cette technique consiste à réaliser une acquisition 2D-FTICR 

avec un échantillonnage non uniforme dans la première dimension. Cette analyse a été 

faite avec une taille d’acquisition physique de 16 384 points dans la première dimension 

en utilisant un rapport NUS de 1/16 qui permet après traitement d’obtenir une analyse 

de 262 144 points et une résolution dans la seconde dimension de 512 k points. Cette 

acquisition permet d’avoir une résolution unitaire dans la première dimension et donc 
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d’obtenir des spectres de fragmentation pour chaque TAGs présents dans les 

échantillons. 

Cette analyse a été menée sur l’échantillon de porc. La durée de l’expérience est 

de 16 heures et le traitement informatique de 24 heures. La figure 13 montre la carte 2D 

de l’échantillon de porc. 

 
Figure 13 : Carte 2D FT-ICR NUS 1/16 de graisse de porc. Les lignes des précurseurs et 

fragments sont observés en rouge et bleu. En vert, il s’agit des fragments corresponds à la perte des 
acides gras. 

 

Cette carte 2D montre les lignes des précurseurs [M+Li]+ et fragments [M+Li-

CH2CO2H]+, mais aussi les fragments qui correspondent à la perte des acides gras 

[RCH2CO2H+Li]+. Ces pertes d’acides gras présents dans la zone de masse de m/z 300 

permettent de déterminer les acides gras présents dans les TAGs [12]. 

En réalisant un zoom sur la gamme de masse m/z 885 – 895 dans la dimension 

F1 (figure 14), il est possible de voir que les isotopes des TAGs ne se chevauchent pas. 

La résolution en F1 est d’environ 8 500. Sur la figure 14 b, trois lignes de fragmentation 

sont observées pour les TAG présent dans cette gamme de masse. Ces trois lignes 

correspondent à la perte d’acide gras avec des nombres d’insaturations différentes. 
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Figure 14 : Zoom de la région des précurseurs (a) et des fragments (b) de l’échantillon de porc 

sur la gamme de masse m/z 885 – 895. Trois lignes de fragmentation sont observées sur la figure b. 
 

L’analyse en 2D FT-ICR haute résolution avec un rapport NUS 1/16 pour une 

acquisition de 16k points permet d’obtenir des profils de fragmentation propre et 

spécifique de l’ion sélectionnée (Figure 15). 

a b 

Figure 15 : Profil MS/MS du TAG 54:3, 18:1/18:1/18:1 à m/z 890,797 (a et (b) TAG 54:4, 
18:2/18:1/18:1 à m/z 888,778. 

 

Les spectres MS/MS des ions m/z 890,797 et m/z 888,778 permettent d’identifier 

le TAG. Le spectre MS/MS figure 15 a, correspond à la trioleine composé de 3 acides 

oléiques et le spectre MS/MS figure 15 b montre une composition de 2 acides oléiques 

et 1 acide linoléique. Malheureusement le spectre MS/MS de l’ion à m/z 888,778 ne 

permet de déterminer la position exacte des trois acides gras. Pour obtenir cette 

information, des expériences de MS3 seraient nécessaire comme la dissociation par les 

électrons (EID) [19], l'excitation par impact électronique des ions à partir des composés 

organiques (EIEIO) [20], la dissociation induite par l'ozone (OzID) [21] ou la dissociation 

ultra-violet (UVPD) [22]. 
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L’utilisation de carte 2D permet une comparaison des échantillons rapidement. Il 

est envisageable de crée un score de ressemblance pour permettre une identification. 

La superposition de deux spectres et leur multiplication permettrait de voir les 

similitudes et les différences. 

VI. Conclusion 

La FT-ICR bidimensionnelle peut être utilisé comme une méthode rapide pour 

observer les profils des TAGs dans des échantillons. Cette méthode permet de détecter 

les TAGs et les fragments en une seule expérience et les représenter sur une carte 2D. 

Le temps d’analyse est réduit comparé à une analyse classique 1D FT-ICR où chaque 

masse doit être sélectionné puis fragmentée. 

Une base de donnée peut être crée pour comparer des échantillons inconnus et 

pour identifier famille des TAGs présents (végétale, animale, produit laitier). La carte 2D 

permet d’avoir une visualisation complète de l’échantillon et donc de comparer 

rapidement les échantillons. L’échantillon archéologique analysé en 2D FT puis 

comparé à notre base de donnée a permis de déterminer que les TAGs présent sont 

d’origine animale. 

Les analyses 2D non uniformes ont montré qu’il est possible d’obtenir une 

résolution suffisante pour séparer les isotopes des TAGs et d’obtenir des spectres 

MS/MS spécifiques. Bien que cette analyse reste longue, la qualité des données 

obtenues permet une identification structurale des TAGs. 

A l’heure actuelle, l’échantillon archéologique n’a pas été analysé en 2D FT haute 

résolution car la technique est encore en phase d’amélioration mais il est possible que 

cette analyse permettra de corréler aux données obtenues avec les analyses 1D FT-

ICR. 

La mise en place de fragmentation MS3 permettrait d’avoir des informations de 

localisations des acides gras sur le squelette du TAG, mais aussi la position des 

insaturations des acides gras. 

L’utilisation de la 2D FT-ICR dans l’analyse des lipides archéologiques peut 

permettre d’apporter des informations rapides aux archéologues sur leurs échantillons.
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I. Introduction 

L'objectif principal de l'archéologie est l'étude des activités humaines dans le 

passé. La paléontologie, quant à elle, est la discipline scientifique qui étudie les 

restes fossiles des êtres vivants du passé et les implications évolutives ressortant de 

l'étude de ces restes. Pour étudier ces deux domaines, une large gamme de 

méthodes analytiques est utilisée pour permettre d’obtenir des informations à partir 

d’échantillons uniques et complexes à analyser. 

De tels matériaux sont habituellement complexes au niveau de leur structure 

physique et chimique et peuvent s’altérer de diverses manières pendant les longues 

périodes d’enfouissement dans des environnements qui ne peuvent être totalement 

caractérisés. Ces matériaux se dégradent au cours du temps et sont exposés aux 

contaminants extérieurs, ce qui endommage l’intégrité chimique de la structure 

d’origine. Certains types de matériaux peuvent être ré-échantillonnés, alors que 

d'autres, par exemple, des fragments de pigments provenant de peintures rupestres 

préhistoriques ne peuvent fournir qu'une seule possibilité d'analyse. 

 

II. L’analyse d’échantillons anciens 

Les techniques d’analyse en archéologie et paléontologie sont nombreuses. 

Parmi ces techniques, la datation des échantillons est la plus utilisée [1,2]. Elle 

repose sur plusieurs techniques complémentaires qui vont utiliser les informations 

géologiques ou environnementales comme : 

 Les méthodes de datation des couches de sédiments ou de 

l’environnement (stratigraphie). Ces méthodes permettent de fournir 

des informations sur le contexte dans lequel sont présent les objets ; 

 L’étude du magnétisme terrestre qui est un bon outil de datation et de 

corrélation en archéologie (archéomagnétisme) ; 

 La biochronologie, qui utilise les restes des espèces animales, ou la 

flore végétale pour obtenir une datation ; 

 L’étude des objets présents sur un site, qui permettent d’apporter une 

information sur l’époque car les objets fabriqués évoluent dans le temps 

(typochronologie). 
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Bien évidemment, la datation peut être réalisée sur les objets archéologiques 

et paléontologiques comme : 

 La datation radiométrique qui est une méthode de datation absolue 

utilisant la variation au cours du temps de la proportion de radio-

isotopes (la plus connue étant la datation au carbone 14) ; 

 La thermoluminescence, qui étudie l’émission de rayonnement à partir 

de minéraux qui ont été chauffés par le passé ; 

 La résonance de spin électronique (ESR) qui mesure la dose de 

radiations d’un objet en utilisant les propriétés magnétiques ; 

 La racémisation des acides aminés qui exploite leur chiralité dans des 

organismes fossiles pour permettre une datation ; 

 La datation moléculaire qui étudie l’accumulation des changements 

dans les macromolécules biologiques en partant de l’hypothèse que 

ces changements ont une vitesse moyenne constante sur de longues 

périodes (étude de l’ADN mitochondrial). 

 

Les paléontologues et les archéologues cherchent à obtenir une datation des 

objets découverts, mais également à identifier les échantillons trouvés sur les sites 

de fouilles. L’identification morphologique est, bien sûr, la première arme dont 

dispose les scientifiques mais d’autres méthodes existent. 

Nous nous focaliserons sur les analyses des molécules organiques, avec 

deux objectifs : 

 La détection des protéines dans les échantillons archéologiques en 

utilisant les techniques de colorations et de spectrométries ; 

 Les méthodes d’identification des résidus protéiques contenus dans les 

échantillons archéologiques ou paléontologiques telles que le TOF-

SIMS, qui permet de réaliser de l’imagerie, la chromatographie en 

phase gazeuse et les techniques immunologiques qui permettent de 

cibler les protéines avec des anticorps. 
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III. La détection des protéines dans les échantillons 

archéologiques 

1. Colorations des protéines 

La coloration des protéines est une technique classiquement utilisée pour 

détecter les protéines dans un échantillon en biologie. De nombreuses méthodes 

existent actuellement, de la coloration au bleu de coomassie à la fluorescence, et 

ceci pour des applications variées en recherche ou milieux hospitalier. La coloration 

des protéines dans les fossiles et les échantillons archéologiques a été décrite 

depuis le début des années 1980 [3]. Fosse et al, ont utilisé le mercurochrome sur 

des dents fossiles de mammifères du Crétacé, incluses dans une résine époxy. Ce 

colorant réagit avec les groupes sulfhydryle et les ponts disulfures des protéines. 

Dans cette étude, la coloration des dents fossiles était plus prononcée près de la 

cavité pulpaire, montrant la présence de protéines dans la dentine [3]. 

Des tests colorimétriques basés sur l'utilisation de la ninhydrine qui réagit avec 

les groupements amine des protéines donnant une coloration rose-violet ou d'OPA 

(o-Phthaldialdèhyde) qui réagit avec les groupes amines primaires de protéines pour 

former un produit fluorescent de couleur bleue, ont été utilisés pour détecter la 

présence de protéines sur des outils préhistoriques [4]. Des résidus de sang 

provenant de plusieurs espèces animales ont été découverts à la surface des outils 

préhistoriques de chert, de basalte et d'obsidienne (de 1 000 à 6 000 ans) dans des 

sites en plein air de la côte ouest et de la forêt boréale du Canada. 

À la fin des années 1990, un test colorimétrique qui permet de détecter le 

sang dans les urines, Hemastix, a été appliqué pour détecter la présence de résidus 

de sang sur des artefacts de pierre provenant des fouilles archéologiques de Çayönü 

Tepasi en Turquie [5]. Le test est basé sur l'activité peroxydase de l'hémoglobine qui 

clive les molécules d'oxygène de l'hydroperoxyde et qui catalyse la transformation de 

la 3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine (jaune clair incolore) en sa forme oxydée (orange à 

vert), pour de très fortes concentrations de sang. 

2. Spectrométries vibrationnelles 

Les techniques de spectroscopie vibrationnelle telles que la spectroscopie 

Infra Rouge (IR) et la spectroscopie Raman représentent des méthodes pertinentes 
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pour obtenir des informations moléculaires simultanées sur les phases minérales et 

organiques. 

Ces deux techniques d’analyse utilisent les énergies associées aux 

mouvements vibrationnels entre les atomes d'une molécule. En spectroscopie IR, les 

fréquences absorbées par un échantillon positionné sur le trajet d'un faisceau IR sont 

mesurées (mode transmission ou réflexion), tandis que la technique Raman consiste 

à mesurer la lumière diffusée par un échantillon préalablement excité par un laser. 

a)  Spectroscopie Infra-rouge (IR) 

Edwards et al [6] ont utilisés différentes méthodes pour étudier de la peau 

fossilisée de reptile. L’imagerie IR a permis pour observer la bande amide 1 dans 

des échantillons de peau de reptiles actuel et fossile (figure 2). Cette étude a permis 

de mettre en évidence la préservation de la structure de la peau de reptile fossilisé 

depuis 50 millions d’années (figure 2). 

 
Figure 2 : (a) Image au microscope optique de la peau de reptile actuel avec la lumière 

transmise. (b) Carte de l'absorption à 1653 cm-1 de la peau de reptile actuel (mode de transmission). 
c) Peau de reptile fossilisée en lumière réfléchie (zone encadrée sur la figure 1b). (d) Carte de 
l'absorption à 1653 cm-1 de la peau fossilisée (mode ATR) (extrait de Edwards et al. [6]) 

 
Cotte et al [7] ont montré à l’aide de microscopie IR l’état de dégradation des 

différentes couches de la peau (épiderme, derme) d’une momie Gréco-Romaine en 

étudiant les bandes amide A, B, I et II. 

b) Spectroscopie Raman 

L’analyse par spectrométrie Raman a été utilisée pour étudier des ossements 

notamment lors de la mise en évidence d’épisodes de minéralisation [8]. Cette étude 

s’est focalisée sur la présence de microsphères qui se forment durant la diagenèse 
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de l’os. L’analyse Raman a permis d’étudier les oxydes de fer qui composent les 

hématites et goethites présents dans ces microsphères. La présence des 

microsphères et des autres phases minérales dans l’étude des os a mis en évidence 

deux épisodes de minéralisation (formation d’oxyde de fer lors d’attaque microbienne 

et la cémentation tardive de calcite / barite / gypsum). 

Un autre exemple d’étude par spectroscopie Raman est l’analyse d’ossements 

paléontologique et archéologique pour pré-sélectionner les os en fonction de la 

qualité du collagène. France et al [9] ont étudié des ossements et ont identifié avec 

succès le collagène conservé dans l'os. Ils ont aussi mis en évidence que les 

surfaces fraîches exposées offrent un maximum de succès pour déterminer la qualité 

du collagène. La figure 3 montre les spectres Raman d’échantillons d’ossement de 

bonne qualité en haut, et de mauvaise qualité en bas. Il est possible d’observer la 

diminution d’intensité des bandes amide III, I et de la liaison C-H dans les 

échantillons pour lesquels le collagène était mal préservé. 

 
Figure 3 : Spectres Raman de 4 échantillons d’ossements. Le premier échantillon (442) en 

haut été composé de collagène bien conservé et les trois échantillons du bas (305, 258, 297), 
contenaient du collagène dégradé (extrait de France et al. [9]). 

 

IV. Identification des résidus protéiques contenus dans les 

échantillons archéologiques ou paléontologiques 

1. Analyse par TOF-SIMS 

Le TOF-SIMS (Time of Flight Secondary Ion Mass Spectrometry) est une 

technique non destructive (plusieurs types de mesures possibles sur un échantillon 

unique) permettant l'identification simultanée de composés inorganiques et 

organiques. Le principe repose sur l'analyse des ions secondaires émis suite à une 

irradiation de la surface de l’échantillon à l'aide d'un faisceau d'ions primaires. 
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L'utilisation du TOF-SIMS a été grandement améliorée par le développement 

de sources qui utilisent des « clusters » d’or ou de bismuth, ce qui a eu pour 

conséquence une amélioration de la sensibilité, de la gamme de masse (jusqu'à m/z 

1500) et de la résolution du faisceau d’ion. A titre d’exemple, les « clusters » de 

bismuth ont atteint une résolution inférieure à 400 nm [10]. 

Des analyses TOF-SIMS ont été réalisées sur de la peau de momie[11] 

(figure4) en étudiant les ions des acides aminés (leucine, valine…) et des acides 

gras (acide palmitique, acide oléique). L’analyse TOF-SIMS a permis de mettre en 

évidence une dégradation de la kératine et du collagène (en suivant les ions des 

acides aminés), et d’une redistribution des lipides présents sur la peau. 

 

 
Figure 4 : (a) Photographie de la momie Pica-Tarapacá (1035–1217 AD) provenant du 

laboratoire anthropologie du Muséum National d’Histoire Naturel de Paris. (b) Image TOF-SIMS de 
l’ion palmitate à m/z 255,24 et de l’ion oléate à m/z 281,24 sur une partie de peau de momie (les 
pointillés blancs délimitent la partie de l’épiderme tandis que les pointillés rouge le derme). (Extrait de 
Cersoy et al. [11]) 

 
Le groupe de Surmik et al. [12] a étudié un échantillon fossilisé d’os du milieu 

du Triassique (−252,2 ± 0,5 et −201,3 ± 0,2 millions d'années) et, plus précisément, 

une structure qui pourrait être un vaisseau sanguin. L’analyse TOF-SIMS a permis 

de mettre en évidence la présence d’ions spécifiques de la glycine, alanine, proline, 

lysine, hydroxyproline et hydroxylysine. 

 

2. Méthodes d’analyses des acides aminés 

L’identification des protéines présentes dans les échantillons anciens est 

basée sur l’analyse de la composition des acides aminés. 

Classiquement, cette méthode se réalise en appliquant successivement : 

 Le nettoyage des échantillons, 
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 Le broyage de quelques grammes, 

 L’hydrolyse qui permet de transformer les protéines en acides aminés à 

l’aide, par exemple, d’acide chlorhydrique, 

 La dérivatisation des acides aminés pour les rendre volatiles. 

Lors de l’analyse d’ossements, une étape de décalcification est réalisée à 

l’aide d’une solution acide (HCl 6N) ou basique (NaOH 1M). 

L’étude des protéines présentes dans des fossiles ou des objets 

archéologiques a débuté dans les années 50. 

La première méthode développée a permis l’analyse d’acides aminés par 

chromatographie sur papier, basée sur la séparation des acides aminés adsorbés 

sur un papier de cellulose grâce à un solvant s'élevant par capillarité. La détection 

des acides aminés est réalisée à l’aide de la ninhydrine. Des acides aminés présents 

dans des ossements du Miocène (il y a 23 à 5 millions d'années) [13] ou objets 

égyptiens [14] ont été ainsi analysés. 

La seconde méthode est la chromatographie par échange de cations qui est 

basée sur l'absorbance mesurée des acides aminés dérivés avec la ninhydrine sur 

des ossements du Pléistocène[15] (2,58 millions d'années à 11 700 ans avant le 

présent) ou sur des pots en verre d’Ethiopie [16]. D’autres molécules ont été utilisées 

pour rendre plus sensible la détection des acides aminés comme le 

Phenylisothiocyanate, o-phthalaldehyde [17]. 

La troisième méthode est l’analyse des acides aminés en chromatographie 

liquide ont été réalisées en utilisant des séparations sur colonne C18 [18-21]. 

3. Chromatographie en phase gazeuse 

La chromatographie phase gazeuse (GC) qui est l’une des techniques les plus 

utilisées pour l’analyse d’échantillons anciens. Cette technique présente l’avantage 

de réduire la quantité d’échantillon utilisé. 

Cette méthode se déroule de la façon suivante : 

 La première étape est l’extraction puis l’hydrolyse des protéines, 

 Ensuite, les acides aminés sont dérivés (à l’aide d’alkyle chloroformates 

ou trifluoroacetamide ou alkylsilyle acetamide) pour les rendre volatiles 

pour l’analyse GC 

 Dans un dernier temps, la détection des acides aminés est réalisée à 

l’aide d’un détecteur à ionisation de flamme (FID).  
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Cette technique a permis d’identifier la composition en acides aminés de 

fossiles provenant de fossiles du Pléistocène jusqu’au Jurassique (201,3 à 145 

millions d'années) [22,23]. Mais il a été montré que la quantité d’acides aminés 

diminue avec le temps et que certains acides aminés comme la cystéine ne sont pas 

détectés. 

Le développement du couplage de ces méthodes avec la spectrométrie de 

masse pour l’analyse d’échantillons anciens dans les années 1980 a permis une 

diminution des quantités d’échantillons utilisées (quelques microgrammes) [1]. 

L’utilisation de la chromatographie gazeuse avec pyrolyse couplée à la MS, a été 

proposée pour l’étude d’échantillons anciens. Quelques microgrammes 

d’échantillons sont chauffés à très haute température (500-1000°C). La 

décomposition de l’échantillon génère des produits de pyrolyses qui sont analysés 

par MS. Cette technique est couramment utilisée en paléontologie [24,25] et en 

archéologie [26,27]. Par exemple, Manning et al. [52] ont montrés, la présence de 

composés organiques dérivés de la peau de façon endogène par spectrométrie de 

masse par chromatographie en phase gazeuse avec pyrolyse (Py-GCMS) sur un 

échantillon de Edmontosaurus (dinosaure vivant au Crétacé supérieur, il y a entre 73 

et 66 millions d'années). Cette observation a permis de mettre en évidence la survie 

et la présence de macromolécules partiellement aliphatiques (figure 5). 

 
Figure 5 : (a) Surface dorsale d’une section de Edmontosaurus. (b) chromatogramme du 

courant ionique de l’analyse en Py-GCMS, en haut de l’enveloppe de la peau et en bas le Sédiments 
environnants associés à l'enveloppe de la peau. Le spectre encadré montre le spectre de l’ion à m/z 
57 permettant de voir la distribution de n-alcane avec le nombre indiquant la longueur des chaines 
(Extrait de Manning et al. [28]). 

 

4. Méthodes immunologiques 

Les méthodes immunologiques utilisant des anticorps spécifiques sont 

utilisées pour l’analyse des protéines contenues dans les échantillons anciens depuis 

le début des années 1960. Parmi ces techniques immunologiques, sont utilisées le 
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RIA (Radioimmunoassay), basé sur l'utilisation d’antigènes marqués radioactivement 

ou l’ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), technique immuno-enzymatique 

de détection qui permet de visualiser une réaction antigène-anticorps grâce à une 

réaction colorée produite par l'action sur un substrat d'une enzyme préalablement 

fixée à l'anticorps. 

A titre d’exemple, de l’albumine a été détectée sur un fragment de crâne 

fossile daté d’il y a 1,6 millions d’années à l’aide de techniques immunologiques. 

Cette étude a montré que cette protéine se rapprochait plus de l’albumine présente 

chez l’homme que celle du cheval ou des bovins [29,30]. Ces techniques ont été 

également utilisées pour détecter des traces de sang sur des objets archéologique 

[31-34].  Ces méthodes immunologiques présentent l’inconvénient de ne cibler que 

les protéines à étudier. Bien que les quantités d’échantillons soient faibles pour ce 

genre de méthode, si l’anticorps ne détecte pas l’épitope car celui-ci a été dégradé 

ou sa conformation inexistante, il n’y aura pas détection. 

V. Conclusion 

Comme énoncé précédemment, de nombreuses techniques sont utilisées 

pour l’analyse d’échantillons archéologiques et paléontologiques. Outre les 

techniques de détection, des outils de caractérisation peuvent être utilisées pour 

détecter la présence des acides aminés ou des lipides. D’autres techniques 

permettent de détecter la présence de protéines en utilisant des anticorps 

spécifiques. Mais aucune d’entre elles ne permet l’identification de la séquence des 

protéines ou l’identification de l’espèce sans cibler la protéine. Récemment, une 

nouvelle technique, la protéomique, a été introduite pour l’étude des protéines 

anciennes. Cet outil est apparu dans les années 2000 avec le développement de 

méthode d’ionisation douce en spectrométrie de masse (MALDI et ESI). Elle permet 

d’obtenir l’identification des protéines d’un échantillon à partir du séquençage des 

peptides et de l’utilisation de base de données regroupant les protéines des 

différents organismes (cette méthode est détaillée dans le chapitre II, partie 2).  

Dans la suite de ce manuscrit, deux méthodologies seront développées : 

l’analyse « bottom up » et « top down ». Ces deux techniques seront utilisées pour 

étudier deux types d’échantillons différents et seront optimisées pour permettre 

d’obtenir un grand nombre d’informations et aider les archéologues ou 

paléontologues dans leurs recherches.  
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I. La protéomique 

La protéomique désigne la science consacrée à l'étude des protéines, leur 

identification, leur quantification et l'étude de leur modification (post traductionnelle et 

chimique) à un moment précis dans un environnement donné. Le terme protéomique 

a vu son avènement dans les années 1990 [1]. 

Cette méthode est principalement basée sur l'utilisation de techniques 

complémentaires : 

 La séparation de plusieurs centaines d'analytes par électrophorèse sur 

gel et / ou chromatographie (Mais aussi l’enrichissement des analytes) ; 

 L'analyse par spectrométrie de masse des peptides et/ou des protéines 

en utilisant des techniques d'ionisation douce MALDI et ESI : 

 La bio-informatique, qui intègre des bases de données génomiques ou 

protéiques, permet l'identification des protéines et leur modification à 

l'aide des données de MS et MS/MS. 

Ces trois étapes (séparation, analyse spectrométrique de masse et recherche 

de bases de données) permettent de mettre en place trois stratégies différentes pour 

l'identification des protéines : bottom up, middle down et top down (figure 1). Ces 

techniques se différencient par le traitement de l‘échantillon en amont de l’analyse. 

 
Figure 1: Stratégies bottom-up, middle-down et top-down. La stratégie top-down part de la 

protéine intacte pour arriver aux fragments peptidiques. La stratégie bottom-up et middle down partent 
quant à elles des peptides pour arriver aux protéines. 
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II. L’approche bottom up 

L’approche bottom-up est illustrée dans la figure 2. 

 Les protéines sont séparées sur gel SDS-PAGE 1D ou 2D (selon la 

complexité de l'échantillon) puis subissent une étape de digestion 

enzymatique ; 

 Les protéines sont ensuite fractionnées en solution «off-gel» à l’aide de 

méthodes chromatographiques utilisant les propriétés des protéines 

(poids moléculaire, point isoélectrique, hydrophobicité). Ces protéines 

sont ensuite digérées en solution. 

 Le mélange protéique peut être directement digéré et le mélange 

peptidiques analysé en spectrométrie de masse. Cette méthode est 

appelée « shotgun proteomics », 

 

 
Figure 2 : Schéma de la stratégie bottom-up. L’échantillon de protéine est digéré à l’aide d’une 

enzyme de digestion (type trypsine), puis les peptides sont analysés par spectrométrie de masse en 
mode MS ou MS/MS. Les masses des peptides ou le séquençage des peptides, qui permet d’obtenir 
l’enchaînement en acides aminés, permettent l’identification de la protéine. 

 

En général, l'enzyme utilisée est la trypsine car celle-ci présente une bonne 

spécificité et génère des peptides de taille relativement homogène. De plus, le site 

de coupure de la trypsine, situé après la lysine et après l’arginine au niveau C-

terminal de la protéine, permet une meilleure ionisation des peptides produits. 
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Dans un premier cas, les peptides obtenus sont ensuite analysés par 

spectrométrie de masse en mode MS, comme la méthode PMF ou « Peptide Mass 

Fingerprint » réalisé à l’aide d’un spectromètre de masse MALDI-TOF. Cette 

méthode permet l’identification des protéines à partir des spectres de masse MS. 

Dans un second cas, les peptides peuvent être analysés en mode MS/MS, ce 

qui va permettre d’obtenir l’enchainement de la séquence en acides aminés des 

peptides après leur sélection. 

Une analyse bio-informatique est réalisée pour identifier les protéines à partir 

des masses des peptides ou du séquençage des peptides qui permet d’obtenir 

l’enchaînement en acides aminés. 

1. La préparation des échantillons 

Avant de réaliser l’analyse bottom up, la préparation des échantillons est une 

étape primordiale qui déterminera la réussite de l’analyse. Brièvement, les protéines 

d’intérêt sont extraites via différentes méthodes qui seront spécifiques des 

échantillons [2,3]. Ces méthodes d’extraction peuvent être divisées en 5 groupes : 

l’homogénéisation mécanique, les ultrasons, la pression, un cycle de congélation, la 

lyse osmotique avec détergent. 

Après l’extraction des protéines des échantillons, l’enjeu est de solubiliser les 

protéines en cassant les interactions telles que les interactions hydrophobes, cette 

étape reste une étape critique, si l’on considère la diversité des types de protéines et 

d’échantillons. Pour cela, il est possible d’utiliser des agents chaotropes, des 

détergents, des réducteurs, de modifier le pH des solutions ou la concentration en 

sels. 

Ensuite, il est nécessaire d’éliminer les contaminants tels que : 

 l’ADN ou l’ARN présent dans les échantillons pouvant être éliminés par 

une digestion enzymatique, 

 Les lipides qui peuvent être extraits à l’aide d’une extraction 

liquide/liquide comme la méthode de Folch’s ou Bligh & Dyer, 

 Les sels et détergents qui peuvent être éliminés par dialyse, 

 La précipitation des protéines (par l’acétone, le sulfate d’ammonium, 

l’acétate d’éthyle, l’acide trichloracétique) qui permet d’éliminer les sels, 

les détergents en récupérant les protéines sous forme de culot,  

 La centrifugation, 
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Les protéines obtenues peuvent être séparées, soit par gel SDS-PAGE mono 

ou bidimensionnelle, soit par chromatographie liquide. Dans une dernière étape, les 

protéines sont digérées. 

Dans un souci de clarté, l’analyse par empreinte peptidique ne sera pas 

expliquée mais, par contre, l’analyse par LC-MS/MS le sera. 

2. La digestion des protéines 

Avant de digérer les protéines avec une enzyme, les ponts disulfures entre les 

cystéines sont réduits par des agents réducteurs comme le Dithiothréitol (DTT) ou le 

tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP). Ensuite, les fonctions thiols des cystéines 

sont protégées pour éviter la reformation des ponts disulfures pour permettre une 

digestion et une identification plus facile. De nombreux alkylants existent comme 

l’iodoacétamide, le 2-chloroacétamide, 4-vinylpyrolidine [2-4]. 

Après la réduction et l’alkylation des protéines, celles-ci peuvent être digérées 

pour former des peptides. L’enzyme la plus couramment utilisée pour générer des 

peptides protéolytiques est la trypsine. C’est une protéase stable, qui clive les 

protéines en peptides de manière très spécifique du côté C-terminal des résidus de 

lysine et d’arginine [5].Cette enzyme permet d’obtenir des fragment de masse 

moyenne de 1500 Da, ce qui permet une bonne détection en MALDI ou lors du 

couplage avec une source ESI. De plus, les peptides générés sont facilement 

ionisables car les chaînes latérales des sites basiques ont des affinités protoniques 

élevées et le groupe amine N-terminal peut également se protonner [6]. La trypsine 

n’est pas la seule enzyme à être utilisée. De nombreuse autres enzyme qui peuvent 

être utilisées pour la digestion des protéines et l’analyse protéomique comme la 

LysC qui coupe les protéines en C-terminal après la lysine, l’AspN qui digère les 

protéines après les acides aspartique en N-terminal … [4]. 

De nombreuses méthodes de digestion existent pour réaliser une analyse 

bottom up, allant de la simple digestion en gel ou liquide en passant par la digestion 

en utilisant des unités de filtration (FASP ou Filter Aide Sample Preparation) ou des 

cônes (iST ou In Stage Tips) [7-10]. 

Le séquençage du génome de divers organismes, comme celui de l’être 

humain, a permis de déterminer les séquences en acides aminés de la majeure 

partie des protéines de ces organismes. Les bases de données comme SwissProt 

(http://www.uniprot.org/) ou NCBi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) regroupent ces 
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séquences de protéines. Ainsi, si la séquence d'une protéine est connue, il est 

possible de prédire le site de coupure de l'enzyme, et déterminer la séquence et la 

masse des peptides. 

L’analyse bio-informatique qui suit permet de comparer les spectres de 

fragmentation des peptides de mélange de protéines obtenues par spectrométrie de 

masse aux spectres théoriques de fragmentation des peptides crées par les logiciels 

de bio-informatiques à partir des bases de données. 

3. Séparation des peptides par couplage chromatographique 

La séparation des peptides issus de la digestion enzymatique des protéines 

est réalisée le plus souvent en utilisant la chromatographie liquide. Les peptides sont 

séparés en règle générale sur une colonne contenant de la phase C18, car cette 

phase est adaptée aux petites molécules hydrophobes comme les peptides. Ces 

molécules hydrophobes ou peptides présents dans la phase mobile polaire (eau) 

tendent à s'adsorber à la phase stationnaire hydrophobe (C18), et les molécules 

hydrophiles dans la phase mobile traverseront la colonne et sont éluées en premier. 

L’élution des peptides fixes sur la phase est réalisée à l’aide d’un gradient avec une 

phase mobile polaire (acétonitrile) de plus en plus élevé. Les peptides sont élués à 

des temps spécifique appelés temps de rétention (RT) ou temps d’élution. 

Les peptides élués sont ionisés dans une source électronébulisation, et 

injectés directement dans le spectromètre de masse. Celui-ci les détecte, les 

sélectionne et les fragmente. Classiquement en protéomique, la nanoLC-MS/MS est 

utilisée, car elle permet de travailler à des débits de l’ordre du nanolitre par minutes, 

d’utiliser des colonnes de longueur de 50 centimètres avec un diamètre de 75 µm et 

des particules de phase C18 de 2 µm. Ce type de configuration améliore la résolution 

chromatographique et donc la séparation des peptides isobariques à des temps 

d’élution différents et de les identifier. Comme les peptides sont séparés, le nombre 

d’ions introduits dans le spectromètre est réduit donc l’effet de suppression d'ion, où 

le signal d’un ion majoritaire supprime celui d'un autre ion minoritaire, est diminué 

[11], ce qui augmente la gamme dynamique observable. 

4. La MS/MS ou spectrométrie de masse en tandem  

Afin d’obtenir des informations sur la séquence en acides aminés d’un 

peptide, la spectrométrie de masse en tandem (ou MS/MS) peut être utilisée. Il s’agit 

d’un processus de fragmentation d’une ou plusieurs liaisons de la molécule. Les 
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processus de fragmentation des peptides varient en fonction de l’environnement et la 

nature des chaînes latérales. Une nomenclature a été établie en fonction de la 

localisation de la fragmentation et de la position de la charge sur la séquence 

peptidique (partie N-terminale ou C-terminale) [12,13]. 

La fragmentation peptidique intervient au niveau de la liaison amide entre les 

acides aminés (figure 3). Cette fragmentation permet d’obtenir des séries de 

fragments N-terminaux et C-terminaux (appelés respectivement ions b et y pour la 

fragmentation CID, HCD ou IRMPD). 

 
Figure 3 : Nomenclature des différentes séries d’ions peptidiques qui peuvent être générés 

lors de la fragmentation MS/MS. Proposée initialement par Roepstorff et Fohlman [14], elle fut 
modifiée par Johnson et al.  [15] avant d’être définitivement adoptée. La charge portée par les 
fragments permettra leur détection. Si la charge du côté N-terminal alors l’ion est dit de série a, b ou c. 
Si la charge du côté C-terminal alors l’ion est dit de série x, y ou z. 

 
Le spectre de fragmentation est composé de pic correspondant aux fragments 

des peptides. La différence entre ces pics permet de déterminer la masse d’un acide 

aminé et l’enchainement de ces acides aminés dans le spectre de fragmentation 

rend possible l’identification des protéines. Ces spectres de fragmentation obtenus 

par spectrométrie de masse seront ensuite analysés avec des logiciels de bio-

informatique pour identifier les peptides et les protéines. 

5. Bio-informatique 

L’identification des protéines après digestion est réalisée à l’aide de banques 

de données protéiques ou nucléiques. Les spectres MS/MS obtenus par 

spectrométrie de masse sont comparés aux spectres théoriques de chaque peptide, 

issu de la digestion in silico des protéines contenues dans les banques de données. 

Différents paramètres de recherche sont définis comme : la taxonomie, l’enzyme de 

digestion, le nombre de sites de coupure manqués, les modifications chimiques ou 

post-traductionnelles, le type de fragmentation, l’erreur tolérée en masse pour les 

précurseurs et les fragments. 
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Il existe de nombreuses bases de données comme UniProtKB 

(http://www.uniprot.org/) qui regroupe les bases de données Swiss-Prot (555 594 

séquences) et TrEMBL (90 050 711 séquences). La base de données Swiss-Prot est 

composée de séquences « révisées » qui sont vérifiées manuellement avec la 

littérature et par informatique, mais également des séquences « non révisées », 

annotées par informatique uniquement. 

La deuxième base de données la plus utilisée est NCBi avec 95 563 598 

séquences (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), qui regroupe les séquences de plusieurs 

sources y compris des traductions de régions de codage annotées dans GenBank, 

RefSeq et TPA, ainsi que des enregistrements de SwissProt, PIR (proteins informatic 

ressource), PRF (Protein Research Foundation) et PDB (protein data bank). 

Il existe différents algorithmes de recherche qui permettent d’identifier les 

protéines à partir des spectres de fragmentations comme Mascot [16], Sequest [17] 

et Andromeda [18] qui ont été utilisés au cours de ce projet. Mais de nombreux 

autres algorithmes ont été développés comme Protein prospector [19], ProbID [20], 

X!Tandem [21], OMSSA [22], ProSight [23] et Inspect [24]. Ces algorithmes 

comparent les spectres de fragmentations obtenus par spectrométrie de masse, 

issus des mélanges peptidiques de protéines digérées, aux spectres théoriques de 

fragmentation des peptides de toutes les protéines présentes dans les bases de 

données. Ces algorithmes intègrent différents paramètres de recherche comme les 

modifications post-traductionnelles, l’erreur de masse du spectromètre, les 

différentes bases de données, mais aussi les différents taxons des organismes 

vivants. Le résultat final est l’identification des protéines grâce aux peptides 

fragmentés par spectrométrie de masse et l’obtention d’un score qui permet de filtrer 

les données. 

Chaque moteur de recherche calcule un score et une probabilité statistique. 

Le score obtenu est un score statistique indiquant dans quelle mesure les données 

expérimentales correspondent à la séquence de la base de données. Le plus 

souvent, ce score est accompagné d’une probabilité statistique appelé E-value pour 

Mascot qui est, le nombre de fois où il est possible d’obtenir un score X ou mieux par 

hasard. Une autre valeur statistique trouvée, est la P-value pour Byonic qui est la 

probabilité qu'un événement se produise par hasard. 

Cette comparaison entre les spectres MS/MS expérimentaux et théoriques 

peut également se faire à l'aide d'une bibliothèque de spectres MS/MS de peptides 
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acquis et identifiés au préalable. Cet outil est intégré dans les logiciels comme 

MyProMS [25] ou sur Proteome discover 2.1 avec l’outil MSPepSearch [26]. Les 

logiciels attribuent un score qui mesure le degré de similitude entre le spectre 

expérimental et le spectre théorique. Ce score d’identification dépend de la banque 

utilisée et de la tolérance de masse qui permet aussi de filtrer les identifications. 

Il existe d’autres méthodes pour identifier les protéines après digestion. Le 

séquençage de novo lors duquel les spectres MS/MS sont analysés et annotés pour 

déterminer la séquence en acides aminés. Cette méthode n’utilise pas de base de 

données de séquences. Des logiciels ont été conçus pour faciliter la tâche des 

analystes tels que PEAKS [27], PepNovo [28], Novor [29] ou DenoGui qui est une 

interface qui regroupe plusieurs algorithmes de de novo [30]. 

III. Bottom up – archéologie & paléontologie 

La variation de la structure d’une protéine exprimée dans différentes espèces 

est l'aboutissement d'une longue histoire de sélection naturelle et de mutations 

tempérées par l'environnement au sein de laquelle les organismes ont évolué. 

L’étude des séquences de base de l'ADN révèle cette variation montrant que 

certaines protéines sont bien conservées, avec une séquence similaire de paires de 

bases d'une espèce à l'autre (comme le collagène), tandis que d'autres présentent 

des variations importantes dues à la pression sélective. 

La spectrométrie de masse (MS), et plus particulièrement la protéomique, peut 

permettre l’étude de la structure primaire des protéines qui sont réellement présentes 

dans les cellules. En plus de fournir une information sur la structure des protéines et 

leurs fonctions, la MS peut révéler des changements évolutifs de la séquence en 

acides aminés dans une protéine présentant un intérêt pour les archéologues et les 

paléontologues. 

La protéomique est extrêmement sensible et ne nécessite aucune 

amplification pour séquencer la structure des protéines. De plus, les développements 

récents dans la miniaturisation des techniques d'ionisation douce et la 

chromatographie à l'échelle nanométrique ont permis de l'appliquer à de très petites 

quantités d'échantillons, en étendant les applications potentielles à un contexte 

archéologique [31,32]. 
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L’analyse protéomique permet de répondre à différentes questions en 

archéologie ou en paléontologie comme : 

 Fournir des méthodes pour identifier les protéines présentes dans les 

échantillons de différentes natures. 

En 2014, Shevchenko et al [33] ont identifié des protéines dans des restes de 

pain retrouvé en Chine sur un site archéologique daté de 500 à 300 avant JC. Pour 

réaliser cette identification, ils ont extrait les protéines de l’échantillon puis séparé les 

protéines sur gel SDS-PAGE et analysé chaque bande par nanoLC-MS/MS. Cette 

analyse a mis en évidence que la nourriture retrouvée dans le tombeau de Subeixi 

était du pain au levain fabriqué à partir d'orge blanchie avec addition de millet et de 

sorgho en utilisant de la levure de boulanger et des bactéries lactiques. 

 Distinguer les espèces en utilisant des protéines trouvées dans des 

restes archéologiques ou paléontologiques. 

En Solazzo et al [34], ont pour la première fois montré que la protéomique 

permettait d’identifier des protéines et les espèces dont elles sont issues à partir de 

250 mg d’échantillons archéologiques. Ils ont montré que des protéines musculaires 

de pinnipèdes et cétacés étaient présentes dans des échantillons archéologiques de 

1200 – 1400 après Jésus Christ. 

Une autre source clairement importante de protéines sont les restes osseux. 

Les principales protéines de l’os sont le collagène et l'ostéocalcine. Ces deux 

protéines peuvent être conservées longtemps après la disparition de l'ADN, en raison 

en partie, des effets protecteurs de la phase minérale de l'os. Les premières 

tentatives ont été faites sur l'extraction de l'ostéocalcine, une protéine relativement 

petite qui représente environ 3% des protéines osseuses. Sa petite taille et ses 

propriétés de liaison minérale suggèrent qu'elle serait appropriée pour l'analyse des 

peptides. Nielsen-Marsch et al ont analysé l’ostéocalcine par méthode bottom up 

avec une digestion trypsique pour déterminer la séquence de cette protéine chez 

Neandertal et des primates [35]. De nombreuses équipes ont travaillé sur la 

détection du collagène contenu dans les ossements anciens. Collins et al ont 

développé une méthode de détection des protéines des os par PMF (Peptide Mass 

Fingerprint) appelé ZooMS [36]. Elle consiste en une digestion des ossements puis 

purification des peptides et analyse MS et MS/MS par MALDI-TOF. Ensuite, une 

comparaison des peptides identifiés peut être réalisée entre les échantillons. 
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Cette méthode et l’analyse bottom up ont été appliquées à de nombreux 

échantillons de restes humains jusqu’au fossiles de dinosaures pour répondre à 

différentes questions : 

 L’identification du collagène contenu dans des échantillons de 

mammouth et mastodonte. 

Deux équipes Buckley et al, Cappellini et al, ont identifié des protéines 

provenant d’ossements de mammouth et mastodonte avec la méthode ZooMS à 

partir d’une centaine de milligrammes de poudre d’os. Après digestion de l’ossement, 

des peptides du collagène ont été identifiés et ont permis de différencier les deux 

espèces [37,38]. 

 La distinction entre des espèces à partir de la séquence de collagène. 

Buckley et al. ont différencié à partir de peptides issus du collagène deux 

échantillons provenant de chèvre et de mouton [39] à l’aide d’une analyse PMF. 

Cette même équipe a montré qu’il est possible de distinguer les différentes espèces 

de rongeur à partir d’une analyse MS d’ossement [40]. Ceci a été possible avec 

l’identification du collagène 1 alpha 1 et alpha 2 à partir de 60-80 peptides qui 

représentes environ 50 à 60 % de couverture de séquence. L’identification de 

peptides spécifiques du collagène a permis de différencier les espèces de rongeurs. 

 L’étude de l’évolution des espèces. 

Welker et al a montré avec la méthode ZooMS que le collagène 1 (alpha 1 et 

alpha 2) contenu dans les os chez les mammifères placentaires possède 

suffisamment de variabilité pour fournir des informations systématiques fiables [41]. 

Bien sûr, une phylogénie basée sur deux protéines peut être sensible à différents 

facteurs tels que les taxons manquants, les taux de variations moléculaires 

aberrants, la sélection agissant sur les séquences codant pour les protéines. 

 La détermination de marqueurs de vieillissement grâce aux sites de 

déamidation, 

Van Dorm et al ont montré que la déamidation de la glutamine est un 

marqueur de la dégradation des ossements en utilisant la méthode ZooMS [42]. Ils 

ont montré que la déamidation était influencée par les conditions d'enfouissement et 

l'âge thermique. 

 L’analyse d’ossements très anciens comme ceux du Brachylophosaure 

ou du Tyrannosaure Rex 
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Les avancées technologiques en spectrométrie de masse au niveau de la 

sensibilité de détection et les méthodes de préparation ont permis de détecter des 

peptides de collagène d’ossements de dinosaures datant de plusieurs millions 

d’années [43-45]. Pour ce faire, Schroeter et al.[45] ont extrait les protéines 

contenues dans 1 gramme d’os de Brachylophosaurus canadensis, puis séparé ces 

protéines sur gel SDS-PAGE, digéré les protéines et analysé par couplage LC-

MS/MS. Cette étude a permis d’identifier 8 peptides uniques de collagène 1, et de 

compléter une étude antérieure réalisée par Schweitzer et al.[46]. 

 L’information sur le processus d’altération du matériel organique 

Freinais et al [47] ont mis au point une approche protéomique pour la 

caractérisation des cheveux provenant de momies datées de 3880 ans. Cette 

méthode, nécessitant 500 µg d’échantillon, a permis d’identifier des kératines des 

cheveux de cette momie et d’évaluer, pour la première fois, la préservation 

moléculaire de cheveux par une approche protéomique. Par exemple certaines 

modifications chimiques telles que la déamidation des glutamines et asparagines ou 

l’oxydation des cystéines ont été étudiées et comparées aux résultats obtenus pour 

les cheveux modernes. 

La protéomique bottom up est aussi utilisée pour l’identification des protéines 

archéologiques provenant d’autres types d’échantillons tels que les dents [48], ou 

encore la peau [49] de momies.  

IV. Objectifs 

Dans cette partie, l’objectif a été de mettre au point une nouvelle méthode 

robuste d’extraction, d’analyse et d’identification des échantillons archéologiques ou 

paléontologiques. Cette méthode doit intégrer de nombreux points, comme la faible 

quantité d’échantillon mis à disposition, la provenance de ces échantillons 

(enfouissement sous terre, immersions dans la mer, céramique…). 

Cette méthode aura pour but d’améliorer la préparation des échantillons 

archéologiques en travaillant sur des quantités inférieures à 100 mg d’ossement. 

Elle devra permettre d’obtenir une meilleure couverture de séquence des 

protéines identifiées (supérieur à 60 %), et un nombre de peptides identifiés 

important. L’un des objectifs est d’obtenir des informations sur les modifications 

présentes sur les séquences des protéines.   
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V. Matériels et méthodes 

1. Echantillons d’ossements analysés 

L’optimisation du protocole d’extraction a été réalisée à partir d’un échantillon 

d’ossement de crâne humain frais, appelé « Témoin1 » (figure 4), fourni dans le 

cadre d’une collaboration avec l’unité de Taphonomie Médicolégale (EA 7367, Lille 

2) dirigée par le Professeur Valery Hédouin. 

 
Figure 4 : Échantillon de crâne humain utilisé pour les tests de mise au point 
 

Les échantillons archéologiques étudiés sont des ossements qui nous ont été 

confiés par le Professeur Christine Keyser (laboratoire d'anthropologie moléculaire 

de l'Université de Strasbourg). 

L’échantillon EG26 provient d’un os longs (fémurs) prélevé sur un individu 

datant de la période Xiongnu (3ème siècle av. J.-C. - 2ème siècle de notre ère) 

(figure 5 a) et exhumés du site d'Egyin Gol situé dans le Nord de la Mongolie [50,51]. 

Le second échantillon YAKa12, provenant également d'une diaphyse fémorale 

prélevé sur un individu exhumé de Yakoutie centrale (Sibérie) et datant du 15ème 

siècle (figure 5 b)  [52,53]. 

 
Figure 5 : Echantillon EG26 (a) et YAKa12 (b). 
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2. Optimisation de la composition du tampon de déminéralisation 

La composition du tampon de déminéralisation a été optimisée. En particulier, 

les tampons suivants ont été utilisés : l’HCl (0,6 N), NaOH (1 N), des solutions 

contenant différents pourcentages de TFA (0,5, 1, 2,5, 5 et 10%). L’effet des 

tampons sur la composition chimique a été étudié à partir d’une protéine témoin, le 

lysozyme. Cette protéine a été préparée à une concentration de 1 mg/mL (69,88 

pmol/µL) dans différents tampons. 

Un volume de 200 µL a été utilisé pour réaliser l’optimisation. Un témoin a été 

placé dans le même volume d’eau milliQ. 

Les solutions ont été placées à 4 °C avec agitation pendant 24 heures, puis 

ces solutions ont été diluées avec une solution contenant 0,1% de TFA pour obtenir 

une solution à 10 pmol/µL. L’analyse a été réalisée avec le spectromètre de masse 

Apex Qe FT-ICR 9.4 T (Bruker Daltonics) en injection directe avec une seringue à un 

débit de 10 µL/h et d’une aiguille d’infusion PicoTip Emitter de diamètre 10 +/- 1 µm 

(MS wil GmbH). 

Un voltage de 1600 V a été appliqué sur l’aiguille dans la source nanoESI. 

Une acquisition de 100 scans a été réalisée avec une résolution de 1 M points. 

Ces tampons ont été utilisés sur une côte broyée à l’aide d’un mortier pour 

obtenir une fine poudre. Ensuite, la poudre d’os a été transférée dans un eppendorf 

de 2 mL puis différents tampons de déminéralisation ont été ajoutés comme 

précédemment. Des photos ont été réalisées pour comparer la déminéralisation sur 

la poudre d’ossement. 

3. Analyse protéomique des ossements 

Les ossements ont été broyés à l’aide d’un mortier pour obtenir une fine 

poudre. Ensuite, une quantité de 10 mg de cette poudre d’os a été transférée dans 

un eppendorf de 2 mL puis 1 mL de solution de déminéralisation (eau avec 5% TFA) 

a été ajouté. 

La solution a été mise sous agitation 24 heures à 4 °C, puis centrifugée 10 

minutes à 10 000 g à température ambiante. La solution de déminéralisation 

récupérée a été évaporée au Speed Vac à température ambiante. 

La poudre a été lavée avec 1 mL d’eau milliQ puis placée sous agitation 10 

minutes à 4°C. La solution a été centrifugée 5 minutes à 10 000 g, puis le surnageant 

a été éliminé et la poudre a été nettoyée une deuxième fois avec l’eau milliQ. 
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Ensuite, une étape de délipidation a été réalisée : 100 µL d’eau milliQ ont été 

ajouté sur la poudre puis 900 µL d’une solution chloroforme / méthanol (2/1) ont été 

ajouté. L’échantillon a été agité 1 heures à 4 °C puis centrifugé 10 min à 10 000 g. La 

phase inférieure (chloroforme) qui contient les lipides a été éliminée. La poudre a été 

lavée 2 fois à l’eau milliQ. Cette poudre a été ensuite évaporée au speed vac pour 

éliminer l’eau milliQ. La poudre d’os et la solution de déminéralisation évaporée ont 

été reprises dans 200 µL de tampon de lyse (8 M d’urée, 4% SDS, 0,2% DCA, 50 

mM DTT, 100 mM ammonium bicarbonate pH 8,8) puis incubés avec agitation à 4°C 

pour l’étape de digestion eFASP. 

4. Digestion des échantillons (méthode eFASP) 

Les filtres Amicons®, avec un seuil de coupure de 10 KDa, ont été incubés 

toute la nuit dans la solution de passivation contenant 5% (v/v) de TWEEN®-20. 

L’échantillon a été transféré dans le filtre Amicons® puis 100 µL de tampon 

d’échange (8 M d’urée, 0,2% DCA, 100 mM ammonium bicarbonate pH 8,8) ont été 

ajoutés dans l’Eppendorf et l’ensemble a été transféré dans l’Amicon® puis centrifugé 

30 minutes à 10 000 g, le filtrat a été éliminé. 200 µL de tampon d’échange ont été 

de nouveaux ajoutés dans l’Amicon® et centrifugés, l’opération a été répétée deux 

fois. Les protéines ont été alkylées pendant une heure à température dans le noir à 

l’aide de 100 µL de tampon d’alkylation (8 M urée, 50 mM iodoacétamide, et 100 mM 

ammonium bicarbonate, pH 8,8) puis centrifugé 30 minutes à 10 000 g, le filtrat a été 

éliminé. Après l’alkylation des protéines, 200 µL de tampon d’échange ont été 

ajoutés à l’Amicon®, centrifugé, le filtrat a été éliminé. 200 µL de tampon de digestion 

(0,2% DCA, 50 mM ammonium bicarbonate pH 8,8) ont été ajoutés à l’Amicon® puis 

centrifugé. Cette étape a été répétée deux fois, en éliminant le filtrat à chaque étape. 

L’Amicon® a été transféré dans un nouveau tube de 2 mL. 100 µL de tampon de 

digestion et 40 µL de trypsine (trypsine : protéine 1/50 w : w) ont été ajoutés et 

incubés toute la nuit à 37 °C. Après cette étape, les peptides présents dans 

l’Amicon® ont été récupérés dans le tube grâce à une centrifugation de 15 min à 10 

000 g, l’Amicon® a été lavé 2 fois avec 50 µL d’ammonium bicarbonate (50 mM pH 

8,8). Le filtrat contenant tous les peptides a été transféré dans un Eppendorf de 1,5 

mL. 200 µL d’acétate d’éthyle et 2,5 µL de TFA ont été ajoutés (un précipité blanc 

apparait). 800 µL d’acétate d’éthyle ont été de nouveau ajoutés puis l’ensemble a été 

centrifugé 10 minutes à 10 000 g. La phase organique a été éliminée. Cette étape a 
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été répétée deux fois. Les Eppendorfs ont été placés 5 minutes à 60°C pour éliminer 

l’acétate d’éthyle restant. Les échantillons ont été évaporés à sec, puis 100 µL d’un 

mélange méthanol/eau (50/50) ont été ajoutés puis de nouveau évaporés à sec. Les 

échantillons ont été analysés par spectrométrie de masse (figure 6). 

 
Figure 6 : Schéma de la méthode eFASP. 
 

5. Couplage LC-MS/MS Orbitrap. 

Les échantillons ont été repris dans 10 µl de solution H2O contenant 0,1% 

d’acide formique Le spectromètre de masse Orbitrap Q Exactive plus utilise un 

système microfluidique HPLC U3000 RSLC Thermo Fisher Scientific. Une pré-

colonne Thermo Scientific, Acclaim PepMap100 C18 (5 µm, 300 µm i.d x 5 mm) a 

été utilisée, dans laquelle a été injecté 1 µl du mélange de peptides avec un solvant 

A : (5% acétonitrile et 0,1% acide formique) pendant 3 min à un débit de 10 µl.min-1. 

Les peptides ont été ensuite séparés sur une colonne à phase inverse C18 Acclaim 

PepMap100 C18 (3 μm, 75 mm i.d. × 500 mm), grâce à un gradient linéaire (5-40%) 

de solution B (75% ACN et 0,1% acide formique) à un débit de 250 nL/min en 160 

minutes puis 100% de solution B en 5 minutes. La colonne a été lavée durant 5 

minutes avec le tampon B puis rééquilibré avec le tampon A. La colonne et la pré-

colonne se trouvaient à une température de 45°C. La durée totale de l’analyse était 

de 180 minutes. 

Les paramètres de l’Orbitrap Q-Exactive les plus utilisés pour l’analyse MS et 

MS sont décrits ci-dessous. 
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 MS MS/MS 

Résolution 70 000 35 000 

AGC target 1e6 5e5 

Maximum IT 80 ms 160 ms 

Scan range 350 à 1600 m/z  

Fragmentation HCD à 28ev, exclusion des charges de 1, 8 et plus. 

6. Analyse Bio-informatique des extractions 

L’analyse de comparaison des extractions des protéines de la solution de 

déminéralisation et de la poudre d’os a été réalisée avec le logiciel Maxquant 1.5.5.0. 

Les données de l’Orbitrap ont été analysées avec le software contre la base de 

données SwissProt_Human_2017 (Homo sapiens, composée de 71 785 protéines) 

additionnée d’une liste de protéines contaminantes contenant 115 protéines 

(protéines contaminantes classiquement retrouvées lors des analyses par 

spectrométrie de masse). L’analyse a été réalisée en utilisant une erreur de masse 

en MS et MS/MS de 10 ppm. Les modifications fixes des peptides recherchés sont la 

carbamydométhylation des cystéines. Les modifications variables recherchées sur 

les peptides sont l’oxydation des méthionines et des prolines, la déamidation des 

arginines et glutamines. La trypsine a été utilisée comme enzyme de digestion avec 

3 sites de coupure manqués. Seules les protéines identifiées avec un seuil de FDR 

de 0.01% ont été analysées. L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel 

Perseus 1.5.6.0. Classiquement, les protéines contaminantes ont été retirées puis 

les intensités ont été transformées en Log2. Les valeurs non attribués (les valeurs 

avec une intensité de 0 qui après transformation en Log2 ne peuvent pas données 

de chiffres) sont remplacées par des valeurs suivant une loi normale. La 

comparaison des groupes a été réalisée avec un t-test avec une correction de 

Benjamini Hochberg et un FDR (False Discovery Rate) de 0,05%. Un test ANOVA a 

été appliqué sur tous les groupes pour identifier les protéines ayant une expression 

significative. Les données ont été normalisées avec en utilisant le z-score (équation 

1). 

Equation 1 : 	 	
, ou σ = déviation standard de la protéine,  = 

moyenne de la protéine,  = valeur d’une protéine pour un échantillon. 

Une analyse en composant principale est réalisée sur les protéines ayant une 

expression différentielle significative à partir des résultats du test statistique AVONA. 
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Puis une carte d’expression est réalisée en utilisant un regroupement hiérarchique 

euclidien. 

L’analyse biologique des protéines identifiées a été réalisée avec le logiciel 

STRAP 2.0 qui permet d’obtenir les informations sur leurs localisations cellulaires, 

leurs fonctions, leurs activités. 

7. Analyse bio-informatique des ossements archéologique 

Pour l’analyse de l’ossement ancien, les fichiers obtenus à partir de l’Orbitrap 

ont été analysés avec le logiciel PEAKS 7.0 (Bioinformatics Solutions Inc.). Les 

fichiers ont été interrogés sur toute la base de données NCBi All_Entries (composée 

de 88 385 530 protéines à la date du 13 juin 2017) avec PEAKS DB. L’analyse utilise 

une erreur de masse de +/- 10 ppm pour la MS et 0,01 Da pour la MS/MS. Les 

mêmes modifications que précédemment ont été utilisées pour la recherche sur la 

base de données. La trypsine a été utilisée comme enzyme de digestion avec 3 sites 

de coupure manqués. Le logiciel PEAKS a réalisé une analyse de novo qui consiste 

à interpréter directement chaque spectre de fragmentation MS/MS et à le traduire en 

séquence d'acides aminés. Les séquences obtenues, bien qu’incomplètes, ont été 

utilisées pour identifier les protéines par homologie de séquence. Le logiciel PEAKs 

a utilisé, une analyse avec l’algorithme SPIDER, qui permet de faire correspondre les 

séquences des peptides, obtenues avec l’analyse de novo, avec les protéines de la 

base de données NCBi utilisée. Lorsqu'une similitude significative a été trouvée, 

l'algorithme a tenté d'utiliser à la fois les erreurs de séquençage de novo et les 

mutations de peptides homologiques pour expliquer les différences. L’identification 

des protéines a été validée à partir de deux peptides uniques et d’un score PEAKS –

10log P > 20.  

8. Phylogénie des protéines 

Pour observer les variations de séquence entre les espèces, une analyse de 

phylogénie a été réalisée sur les collagènes 1 de type alpha 1 et alpha 2 de 14 

séquences. Le fichier fasta contenant les séquences des collagènes est en annexe. 

Les différentes espèces sont : Homo sapiens, Rattus norvegicus, Mus musculus, Bos 

taurus, Gallus gallus, Canis lupus familiaris, Pan troglodytes, Pongo abelii, 

Ailuropoda melanoleuca, Macaca mulatta, Gorilla gorilla gorilla, Papio anubis, Equus 

caballus, Homo sapiens neanderthalensis. Les outils en ligne du site 

http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cgi ont été utilisés dans l’ordre suivant : 
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 Alignement de séquence avec MUSCLE 3.7 

 Mesure des distances avec PhyML 3.0 

 Création de l’arbre phylogénique à l’aide de TreeDyn 198.3. 
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VI. Analyse des résultats sur les ossements 

Comme démontré précédemment, l’analyse protéomique est récemment 

devenue l’outil analytique de choix pour l’étude des protéines anciennes. Pour 

l’analyse archéologique et paléontologique, les ossements représentes des 

échantillons d’intérêt car ils se conservent des millions d’années et les protéines 

contenues se dégradent lentement car elles sont incluses dans des matrices 

minérales. 

Notre objectif est de proposer une méthode d’analyse d’ossements anciens 

reproductible, sensible et précise dans le but de diminuer la quantité d’échantillons, 

d’améliorer l’identification des protéines et des espèces. 

1. Mise au point du tampon de déminéralisation 

La première étape a consisté en l’optimisation de la déminéralisation des 

ossements pour éviter l’apparition de modifications chimiques. 

Classiquement, cette étape consiste à mettre en présence la poudre 

d’ossement (le plus souvent broyé à l’aide d’un mortier) en présence d’une solution 

acide comme l’acide chlorhydrique (HCl) ou basique comme l’hydroxyde de sodium 

(NaOH) [54,55]. Cette étape permet de libérer les protéines faiblement liées à l’os et 

d’éliminer les constituants inorganiques. Quand la solution d’HCl est utilisée, 

l'hydroxyapatite de calcium constituant l’os réagit avec l’acide formant du mono 

calcium de phosphate et du chlorure de calcium. 

Dans le cadre de ce travail, nous avons développé une méthode de 

déminéralisation utilisant un autre acide, l’acide trifluoroacétique (TFA). Cette 

première étude a consisté à mettre en présence le lysozyme, protéine témoin, en 

présence de d’HCl (0,6 M), NaOH (1M), de l’eau mQ ou de TFA (0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 et 

10%) pendant 24 heures à 4 °C sous agitation. Ensuite, une analyse en protéines 

entière a été réalisée injection directe sur le FT-ICR (Bruker Daltonics) en nano ESI. 

Un massif multichargé de 8 à 15 charges est détecté pour le lysozyme témoin 

dans l’eau mQ (figure 7). La masse du lysozyme issue de la déconvolution du 

spectre est de 14 304,80 Da et peu de modifications ont été détectées. 

L’étape de déminéralisation a été réalisée à 4 °C pour éviter les modifications 

telles que des oxydations ou des déamidations. Les spectres du lysozyme dans le 

tampon TFA 0,1, 0,5, 1% en TFA sont similaires au spectre témoin dans l’eau mQ. 

Par contre, pour les spectres 2,5 et 5% de faibles différences sont observées 
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(intensité des modifications), comparé au lysozyme dans les solutions NaOH, HCl et 

TFA 10% qui présentent de nombreuses modifications avec des intensités élevées. 

La figure 8 présente les spectres du massif multichargé 10+ à m/z 1431,3748 

du lysozyme. Cette masse correspond à la formule brute C613H951N193O185S10. Sur le 

spectre du lysozyme dans l’eau mQ, différentes masses ont été détectées : la masse 

du lysozyme natif à m/z 1431,3748 (∆m < 1 ppm), la perte d’une molécule d’eau à 

m/z 1429,6374 (C613H949N193O184S10; ∆m < 1 ppm). Des massifs à m/z 1432,9745 

(C613H949N193O185S10) et m/z 1434,5748 (C613H949N193O186S10), correspondent à 

l’addition d’un ou deux oxygènes sur le lysozyme. 

Comme dit précédemment le lysozyme dans les solutions TFA 0,1, 0,5% sont 

peu différents du témoin. Pour la solution 1, 2,5 et 5% des massifs d’oxydations sont 

détectés mais leur intensité est faible. 

Les spectres du lysozyme dans la solution HCl, NaOH et TFA 10% montrent 

la présence de nombreuses formes d’oxydations avec des intensités très élevées 
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Figure 7 : Spectres du lysozyme à 10 pmol / µL. anlayse par nanoESI Qh FTICR 9.4T dans les différentes solutions de déminéralisation. Sur le 

spectre du lysozyme témoin dans l’eau mQ, les états de charges sont annotés de 15 à 8. 



Analyse bottom-up des échantillons archéologiques et paléontologiques 

173 

 
Figure 8 : Zoom sur le massif du lysozyme [M+10H]10+ pour chaque solution de déminéralisation. Observation de perte d’eau et d’oxydations. 
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Cette première étape montre que la solution de TFA jusque 5% induit peu de 

modifications de type oxydations chimiques sur le lysozyme comparé aux solutions 

d’HCl et de NaOH qui sont les tampons de déminéralisation les plus utilisés dans les 

études de protéomique sur les ossements archéologiques [37,39]. 

2. Déminéralisation des ossements 

Les solutions ont été testées sur 10 mg de poudre d’ossements dans les 

mêmes conditions (une nuit à 4 °C avec agitation). 

La première observation est que la masse d’ossement présente dans le fond 

du tube diminue avec le pourcentage de TFA. Après récupération de cette poudre, 

élimination du surnageant et séchage, les poudres ont été pesée. 

Les échantillons issus des déminéralisations par le TFA 5% et l’HCl 0,6 M 

possèdent la même quantité de poudre après déminéralisation (tableau 1) tandis que 

la déminéralisation de l’ossement avec la solution TFA 10% est plus faible. Cette 

mesure de masse résiduelle de poudre d’ossement après déminéralisation montre 

que la solution TFA 5% permet une diminution de la masse d’ossement similaire au 

protocole classique avec l’HCl 0,6 M. 

  
Eau 
mQ 

0,6 M 
HCl 

1 M 
NaOH

0,1% 
TFA 

0,5% 
TFA 

1% 
TFA 

2,5% 
TFA 

5% 
TFA 

10% 
TFA 

quantité en 
mg restante 
de poudre 

d'os 

49,5 36 30 49,5 48 45 39 35 20 

Tableau 1 : Quantité en milligramme de poudre d'os restant après déminéralisation. 
 
La figure 9 montre l’effet des solutions de déminéralisation sur la poudre 

d’ossement. La solution TFA à 10% présente une couleur différente de celle des 

autres solutions de déminéralisation, de même que la solution NaOH. En utilisant la 

solution HCl 0,6 M comme référence, les solutions à base de TFA sont similaires à 

cette solution. 
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Figure 9 : Photographies de tubes contenant la poudre d’ossement avec différentes solutions 

de déminéralisation. 
 
Habituellement, la déminéralisation est réalisée avec des solutions contenant 

de l’HCl, NaOH, EDTA [55]. La solution TFA à 5% permet d’éviter la formation de 

modifications chimiques sur les protéines d’ossement comme expliqué dans le 

paragraphe VI-1. La solution HCl 0,6 M et TFA à 5% permettent une diminution de la 

masse de la poudre d’ossement similaire. Ainsi, nous utiliserons donc la solution TFA 

à 5% comme solution de déminéralisation pour la suite de l’étude. Cette solution de 

déminéralisation est une alternative aux tampons actuels. 

3. Analyse protéomique 

Après avoir optimisé cette étape de déminéralisation, nous avons effectué une 

digestion eFASP [56] de la solution de déminéralisation et la poudre d’ossement 

provenant de l’ossement témoin « Témoin1 », après traitement au TFA 0,5%, 5%, 

HCl 0,6M et eau milliQ pour observer l’influence de la solution acide et observer la 

différence en les protéines détectées dans la solution de déminéralisation et dans la 

poudre. 

La première étape de la méthode eFASP est la dénaturation et la réduction 

des protéines. Cette étape a été réalisée à 4 °C pour éviter la formation de 

modifications sur les protéines. 

La digestion eFASP a été utilisée car elle possède différents avantages : 

 L’utilisation de filtre pour permettre d’éliminer les sels, les détergents ou 

autres molécules. L’échantillon est ainsi solubilisé dans un tampon comportant 

des agents réducteurs, chaotropes et des détergents car ceux-ci seront 

éliminés avec les lavages. 
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 L’incubation des filtres Amicon® dans une solution de tween 5% pour 

permettre de diminuer la fixation aspécifique des protéines sur la membrane. 

 L’incubation des échantillons dans une solution de lyse contenant du SDS, de 

l’urée, du déoxycholate permet une dénaturation optimale. L’addition de 

réducteur comme le dithiotréitol réduit les ponts disulfures des protéines. 

 L’amélioration de la digestion due à l’utilisation de déoxycholate dans le 

tampon de digestion qui permet une meilleure solubilisation des protéines et 

peptides. 

 Cette méthode permet d’utiliser une combinaison d’enzymes de digestion en 

une fois ou en série. Le filtre permet de récupérer de façon séquentielle les 

peptides après chaque digestion. 

 

Les données de spectrométrie de masse obtenues à partir de toutes les fractions ont 

été analysées à en utilisant différentes informations : 

 Le nombre de peptides identifiés à partir des spectres pour une protéine 

(PSM) et les peptides identifiés. 

 L’analyse du collagène présent dans les ossements. 

 L’analyse en composante principale. 

 Le regroupement hiérarchique euclidien. 

 L’analyse des réseaux protéines - protéines. 

a) Etude des tampons de déminéralisation sur les protéines identifiées 

dans la solution de déminéralisation et dans la poudre d’ossement. 

L’identification des protéines a été réalisée avec le logiciel Maxquant en 

utilisant la base de données Homo sapiens. Le logiciel Maxquant est un logiciel qui 

permet l’identification des protéines en utilisant des bases de données et aussi la 

quantification des protéines entre les échantillons [57]. Les données obtenues avec 

Maxquant ont ensuite été analysées avec le logiciel Perseus qui permet de filtrer les 

données (élimination contaminants, protéines sans valeurs), d’ajouter les 

informations de fonctions des protéines, de réaliser des tests statistiques (t-test, 

ANOVA), ainsi que des analyses ACP et des cartes d’expression [58]. 

La figure 10 expose le nombre de protéines, de peptides et de PSM (peptides 

identifiés à partir des spectres pour une protéine) identifiés avec le logiciel Maxquant, 

pour les 4 tampons de déminéralisation différents pour la fraction acide ou fraction 
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déminéralisation et la fraction de poudre d’ossement obtenus sur l’échantillon témoin 

frais « Témoin1 ». 

 
Figure 10 : Nombre de protéines, peptides et PSM identifiés avec les 4 tampons eau mQ, HCl, 

TFA 0,5% et TFA 5%. Pour la fraction acide ou déminéralisation (en bleu) et la fraction de poudre 
d’ossement (en orange). 

 

Le tampon TFA à 5% permet l’identification du plus grand nombre de 

protéines, peptides et PSM pour la fraction déminéralisation et poudre d’os, par 

rapport aux autres tampons de déminéralisation. Par exemple, pour la solution TFA à 

5%, 181 et 126 protéines ont été identifiées dans la fraction déminéralisation et 

poudre d’os comparé aux 116 et 126 protéines identifiées pour le tampon eau mQ. 

Le tissu osseux est constitué d'eau (environ 1/4 du poids de l'os), de matières 

organiques (environ 1/3 du poids de l'os, dont la majeure partie est représentée par 

des protéines) et de sels minéraux inorganiques (le calcium, le phosphore, et le 

magnésium prédominent, bien que l'on trouve également du fer, du sodium, du 

potassium, du chlore, et du fluor en petites quantités). En se focalisant sur le 

collagène 1 chaine A1, une protéine d’environ 300 kDa, des différences sont 

observées en fonction des tampons utilisés (figure 11). 
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Figure 11 : Analyse du COL1A1 dans la fraction acide (bleu) et la fraction de poudre 

d’ossement (orange) pour les quatre tampons de déminéralisation. 
 

La figure 11 montre la couverture de séquence pour le collagène 1 alpha1, le 

nombre de peptides et le nombre de PSM (peptides identifiés à partir des spectres 

pour une protéine) identifiés, pour les 4 tampons de déminéralisation et pour la 

fraction acide (ou fraction de déminéralisation) et la fraction de poudre d’ossement 

obtenus sur l’échantillon témoin frais « Témoin1 ». 

Le tampon de déminéralisation au TFA à 5% permet une identification du 

collagène avec 60% de couverture, grâce à l’identification de 74 à 95 peptides et de 

628 à 1856 PSM pour la fraction acide et poudre d’ossement. Les autres tampons 

ont des nombres de peptides, de PSM inférieurs ainsi que des couvertures de 

séquences plus faibles. 

Ces résultats permettent de montrer que la solution de déminéralisation avec 

la solution de TFA à 5% permet une meilleure identification des protéines. 

b) Analyse quantitative des protéines après déminéralisation. 

L’Analyse en Composantes Principales (ACP) est une méthode statistique 

exploratoire permettant une description essentiellement graphique de l’information 

contenue dans des grands tableaux de données [59]. L’ACP est une méthode très 

efficace pour représenter des données corrélées entre elles. Elle condense 

l’information contenue dans un jeu de données immense en un petit nombre de 

facteurs. Ces facteurs permettent d’expliquer la majorité des variances observées. 
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Une composante principale (CP) est une combinaison linéaire calculée en fonction 

des variables existantes (protéines). Concrètement, si des protéines possèdent des 

valeurs élevées dans une CP spécifique, ceci implique que ces protéines expliquent 

une part importante de la variance de l’échantillon. 

 
Figure 12 : Analyse en composante principale des différents tampons pour les protéines 

identifiées et quantifiées dans la solution de déminéralisation (Dem) et la poudre d’ossement (Os). Les 
croix bleues correspondent au tampon eau mQ, carré rouge : HCl, rond vert : TFA 0,5%, triangle noir : 
TFA 5%. 
 

L’analyse ACP (figure 12) réalisé avec le logiciel Perseus, montre une 

séparation de la fraction déminéralisation et poudre d’ossement via l’axe de la 

composante 1 (60,8%). Seules les protéines ayant une différence d’expression 

significative (test ANOVA avec p < 0,05) entre les groupes sont utilisées pour réaliser 

l’ACP. L’analyse ACP sépare les types de tampons selon l’axe de la composant 2 

(10,2%). Les protéines identifiées dans les différents tampons permettent de 

distinguer les deux types de fractions (poudre et déminéralisation). 

La carte d’expression (figure 13) montre l’expression des protéines dans les 

échantillons HCl, eau, TFA 0,5% et 5% pour les fractions déminéralisation et poudre 

d’ossement. En rouge sont représentées les protéines les plus exprimées ou dont la 

quantité est la plus élevée dans la fraction, et en vert sont représentées les protéines 

les moins présentes. Le regroupement hiérarchique euclidien permet de regrouper 

les échantillons en fonction de leur ressemblance. 



Analyse bottom-up des échantillons archéologiques et paléontologiques 

178 

 
Figure 13 : Carte d’expression des protéines réalisées à partir d’un regroupement hiérarchique 

euclidien pour la fraction déminéralisation (Dem) et poudre d’ossement (Os). On distingue la formation 
de groupe de protéines spécifique de certains tampons. En rouge les protéines les plus présente et en 
vert celle qui sont en quantité moins élevé. Le regroupement hiérarchique euclidien sépare les deux 
fractions et une différence d’expression des protéines est observée pour les tampons utilisés. 

 

Dans la fraction déminéralisation, 142 protéines possèdent une expression 

différentielle significative (p > 0,05). Ces protéines correspondent aux contaminants 

de type kératine, mais également à des protéines spécifiques des os comme 

l’ostéonectine, la lumican ou la sialiprotéine. D’autres protéines ont été identifiées, 

provenant du plasma, avec des fonctions dans le développement des os et d’autres 

avec une fonction de coagulation comme l’albumine, transferrine, fibrinogène ou 

impliqué dans le transport de lipoprotéines (APOA1, fetuin). 

La carte d’expression pour la poudre d’ossement montre un groupe de 59 

protéines ayant une expression différentielle significative de couleur rouge qui 

indique que celles-ci sont présentes en plus grande quantité dans cette fraction. 

Elles correspondent aux protéines collagéniques (différents types de collagène), à 

l’ostéocalcine…. Ce groupe est composé de protéines de l’os et avec une fonction de 

liaison. 

Une analyse des réseaux de protéines fonctionnelles est réalisée avec le 

logiciel STRING [60] (« Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins », 

version 10.5). Le logiciel prédit les interactions protéines – protéines en utilisant les 

informations de génomique, les fonctions des protéines. 

Les résultats de l’analyse STRING (figure 14) montrent que les différentes 

fractions possèdent des protéines spécifiques. La figure 14 a et b représentent les 
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protéines identifiées dans les différentes fractions (142 protéines pour la fraction 

déminéralisation et 59 protéines pour la fraction de poudre d’ossement) ayant une 

différence significative (p>0,05). Les protéines ayant une ressemblance sont très 

proches les unes des autres. Ceci se voit très clairement sur la figure 14b où les 

protéines collagéniques sont regroupées au centre. Ces protéines correspondent aux 

différents types collagènes (exemple : collagène 1 alpha 1, 2, collagène 2 alpha 1…). 

a b 

Figure 14 : Analyse avec le logiciel STRING des protéines présentes en plus grandes quantité 
dans la fraction déminéralisation (a) et la fraction de poudre d’ossement (b). 

 

Pour la fraction déminéralisation, trois groupes peuvent être observés sur le 

diagramme de STRING (figure 14 a). En bleu, un premier groupe correspondant aux 

collagènes, en rouge celui des contaminants comme les kératines et en vert, les 

protéines plasmatiques comme l’albumine, la vimentine. 

 

Pour conclure sur la méthode de préparation des ossements et leurs 

analyses, il a été montré que la solution TFA 5% permet d’éviter la formation de 

modifications chimiques sur les protéines. 

La méthode de digestion eFASP permet une identification des protéines 

présentes dans les différentes fractions : déminéralisation et poudre d’os. La quantité 

analysée par digestion eFASP est de 10 mg, mais cette quantité peut être diminuée 

pour les ossements frais car les protéines ne sont pas encore dégradées comme 

c’est le cas dans des échantillons archéologiques. 
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Les protéines identifiées correspondent bien à un protéome d’ossement [61] 

car les protéines comme le collagène, l’ostéocalcine, le lumican ont été identifiées. 

Des protéines du plasma ont été identifiées dans la fraction déminéralisation car 

l’ossement analysé a été conservée à -80°C et que cet ossement n’était pas ancien. 

Les protéines contenues dans l’échantillon ont donc été correctement conservées. 

Les analyses statistiques montrent une différence des protéines entre la 

fraction de poudre d’os et déminéralisation. Cette différence est aussi retrouvée dans 

de nombreuses études sur les ossements anciens ou actuels [55,61,62]. 

4. Analyse des échantillons anciens 

La méthodologie mise au point précédemment a été appliquée à l’analyse des 

échantillons archéologiques qui nous ont été confié par le Professeur Christine 

Keyser (laboratoire d'anthropologie moléculaire de l'Université de Strasbourg). 

L’échantillon EG26 provenant d’un os longs (fémurs) prélevé sur un individu datant 

de la période Xiongnu (3ème siècle av. J.-C. - 2ème siècle de notre ère) et exhumés 

du site d'Egyin Gol situé dans le Nord de la Mongolie. Le second échantillon 

YAKa12, provenant également d'une diaphyse fémorale prélevée sur un individu 

exhumé de Yakoutie centrale (Sibérie) et datant du 15ème siècle. Ces ossements 

archéologiques seront comparés à un ossement témoin, d’Homo sapiens datant de 

moins de 50 ans, que nous appellerons « Témoin1 » 

L’objectif est de savoir si les ossements archéologiques contiennent toujours 

des protéines et de valider qu’il s’agit d’ossement de l’espèce Homo sapiens. 

Dans la bibliographie, il a été montré la possibilité d’identifier différentes 

espèces avec une approche protéomique [34,41,54,63]. 

a) Analyse bio-informatique 

Dix milligrammes d’ossement ont été broyés, puis ont été déminéralisés avec 

la solution de TFA 5%. La partie interne de l’ossement a été broyée pour limiter la 

contamination par des protéines extérieures. 

Ensuite, chaque fraction a été digérée avec la méthode eFASP puis analysée 

en nano LC-MS/MS. Les fichiers Orbitrap ont été analysés sur le logiciel PEAKS 

pour identifier les protéines. Le tableau 1 regroupe les informations de MS, MS/MS et 

résultat de l’analyse PEAKS sur les ossements. 
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 fraction déminéralisation fraction poudre d'os 

 EG26_Dem YAKa12_Dem Témoin1_Dem EG26_Os YAKa12_Os Témoin1_Os

Nombre de 
scans MS 

19207 16722 38007 20824 21229 38515 

Nombre de 
scans MS/MS 

8450 10771 22238 6899 6520 21134 

Peptide-
Spectrum 
Matches 

2756 3712 4 404 2686 2930 4 846 

Groupe de 
protéines 

23 56 162 18 32 165 

Protéines 51 131 312 49 89 221 

Site de coupure 
manqué = 0 

965 1246 1845 1021 1336 1503 

Site de coupure 
manqué = 1 

557 552 686 556 960 712 

Site de coupure 
manqué = 2 

181 43 129 153 359 210 

Site de coupure 
manqué = 3 

71 12 58 59 147 77 

 
Tableau 2 : Tableau récapitulant les données des analyses LC-MS/MS avec le logiciel PEAK 

7.0. Dénomination : Dem = déminéralisation et Os = poudre d’ossement. 
 

La compilation des résultats de PEAKS montre que le nombre de MS et 

MS/MS pour l’échantillon Témoin1sont plus important que pour les deux échantillons 

archéologiques. Ensuite, dans l’échantillon témoin « Témoin1 » un nombre plus 

élevé de protéines est détecté dans la fraction acide et dans l’ossement par rapport 

au deux autres échantillons. Cette différence  de nombre de MS , MS/MS, protéines 

est due au faite que l’échantillon « Témoin1 » est plus récent et a été conservé dans 

de meilleurs conditions. 

Il faut noter l’analyse protéomique utilisée, permet d’identifier des protéines 

dans les échantillons archéologiques. Le nombre de protéines identifiées est plus 

faible dans les échantillons archéologiques, car les protéines ont été dégradées. 

Cette dégradation des protéines peut être due à la présence de bactéries dans les 

ossements, dans l’environnement mais aussi aux conditions de conservation 

(température, sols, luminosité, conditions climatiques). 

b) Protéines présentes et contaminants 

L’interrogation a été réalisée sur la base de données NCBi « All entries » 

contenant plus de 88 385 530 protéines de toutes les espèces. Quatre-vingt-dix 

pourcent des protéines identifiées sont des protéines de mammifères (figure 15). 

L’analyse des spectres montre une faible identification de protéines provenant 
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d’espèces non vertébrées, qui correspondent aux contaminations de 

l’environnement. 

a b 

c 

Figure 15 : Représentation en camembert de la 
proportion des espèces identifiées dans les 
échantillons EG26 (a), YAKa12 (b) et Témoin1 
(c). 
 

 

En examinant les protéinés identifiées, plusieurs protéines contaminantes 

comme les protéines de la peau (les keratines, l’hornerine, les desmoplakines) et de 

la sueur (dermicine) sont détectées. Ces protéines sont présentes car les 

paléontologues manipulent les ossements sans moyen de protection adapté aux 

analyses de protéomique (figure 16). 

 
Figure 16 : Histogramme du pourcentage de kératine détectée dans les échantillons. 
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c) Le collagène 

Dans les trois échantillons de nombreux types de collagènes ont été 

identifiées comme le COL1A1, COL2A1, COL3A1, COL1A5, COL5A1, COL12A1 

ainsi que des protéines du cartilage comme l’ostéopontine, l’ostéomoduline, la 

chondroadhérine. 

De nombreuses protéines non collagéniques ont également été identifiées 

comme : l’Alpha-2-HS-glycoprotéine, le biglycan, la vitronectine, la protéine du 

complément C9, la décorine, la bone sialiproteine, la tetranectine et la prothrombine. 

Malgré l’enfouissement et la dégradation subis par les ossements 

archéologique, des protéines collagéniques et non collagèniques sont encore 

détectées. Des publications ont montré que l’os est une partie du corps qui permet la 

conservation des protéines pendant de très longues années [64-69]. 

Cinquante-cinq protéines uniques différentes ont été détectées dans l’os et la 

fraction acide de EG26 (protéines uniques des deux fractions, non redondante) et 

138 protéines uniques différentes ont été détectées dans l’os et la fraction acide de 

YAKa12. Après une analyse des numéros Gene Ontology des protéines, leur 

fonction moléculaire principale identifiée est la fonction de liaison, ce qui correspond 

à la fonction du collagène. Leurs localisations sont principalement extracellulaires. 

Ces protéines sont reparties majoritairement dans deux processus biologiques : la 

régulation et les processus cellulaires (figure 17). 

a 
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b 

c 

Figure 17 : Répartition des protéines identifiées au sein de l’os EG26 en fonction de leur 
localisation cellulaire (a), fonction moléculaire (b) et processus biologique (c). 

 

Après l’élimination des protéines contaminantes dans les trois échantillons, les 

protéines présentes possèdent des similitudes au niveau de leurs fonctions, 

structures (exemple : nombreux type de collagènes identifiés). Ceci suggère que les 

ossements archéologiques possèdent des protéines d’os et que ces protéines 

identifiées ne proviennent pas de contaminent environnementaux. 

 

En se focalisant uniquement sur la famille du collagène, de nombreux types 

ont été détectés provenant d’espèces différentes (tableau 3). Le collagène 1A1, 1A2 

et 2A1 sont retrouvés dans chaque ossement. 
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EG26 Yaka Témoin1 

 
Deminéra-

lisation 
Poudre d'os 

Deminéra-
lisation 

Poudre 
d'os 

Deminéra-
lisation 

Poudre 
d'os 

COL11A1 × � × � × � 
COL11a2 � � × � × � 
COL12A1 � × � � � � 
COL14A1 × � × × � × 
COL17A1 × × � × � × 
COL18A1 × � × × × × 
COL1A1 • • • • • • 
COL1A2 • • • • • • 
COL21A1 � � × × × × 
COL22A1 � � × � � � 
COL2A1 • • • • • • 
COL39 � × × � × � 

COL3A1 × � × � � � 
COL4A3 � � × � × � 
COL4A4 × × × × � × 
COL4A5 � � � × × × 
COL5A1 × � × � � � 
COL5A2 � × × � � � 
COL6A1 � � × × � × 
COL6A3 × � × × � × 

 

Tableau 3 : Collagènes identifiés dans la fraction acide et poudre d’ossement pour les trois 
échantillons. Le point noir indique la présence de la protéine et la croix l’absence. En gras et rouge 
sont indiqués les collagènes détectés dans les deux ossements. 

 

Le collagène de type I représente 90% de la matière organique de l'os et la 

triple hélice de collagène est composée de deux chaînes alpha 1 et d'une chaîne 

alpha 2. Par conséquent, il est attendu que la proportion de collagène de type I soit 

dominante dans les os archéologiques. Dans nos échantillons, le collagène type I 

alpha 1 (COL1A1) a le plus grand nombre de peptides uniques suivis du collagène 

type I alpha 2 (COL1A2) (tableau 4). De plus, les peptides identifiés pour ces 

collagènes dans l’ossement archéologique sont principalement retrouvés sur la 

séquence du collagène d’Homo sapiens de la base de données NCBi. La 

composition protéique et le rapport entre le collagène A1 et A2 est similaire entre 

l’ossement de Témoin1 et celui des deux échantillons archéologiques EG26 et 

YAKa12. 
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d) Analyse de la déamidation des peptides du collagène 

La déamidation est un indicateur de la qualité de conservation, de 

nombreuses études ont montré que l’augmentation de la déamidation du collagène 

peut être corrélée avec l’âge et l’environnement dans lequel l’ossement a été 

conservé [42,70-74]. Bien sûr, il a été démontré par ailleurs que certaines 

procédures d'extraction des protéines peuvent induire une déamidation lors de la 

déminéralisation et/ou lors de leur solubilisation [75-77]. Ces procédures d'extraction 

en général diffèrent entre les sources publiées. 

Cette étude sur les déamidations de la glutamine (Q) a été faite à partir des 

extractions des ions de deux des peptides étudiés par van Doorn et al. [42,72] 

(Figure 21 et 22). Les peptides étudiés, GVQGPPGPAGPR, COL1α1 de masse 

[M+H]2+ m/z 553,2914 en position 686-697 et DGEAGAQGPPGPAGPAGER, 

COL1α1 de masse [M+H]2+ m/z 853,8905 en position 613-631 [70] (tableau 5). 

 

Séquence 
peptides 

Protéine Charges Position 
Masse 

peptides 
Intensité 

EG26 
Intensité 

Yaka 
Intensité 
Témoin1 

Déami-
dation 
EG26 

Déami-
dation 
Yaka 

Déam-
idation 
Tem1 

GVQGPPGPAGPR COL1α1 2 669-687 553,2914 1,16 10+8 1,01 10+8 2,8 10+7 
30% 36% 22% 

GVQGPPGPAGPR COL1α1 2 669-687 553,7827 3,5 10+7 3,69 10+7 0,61 10+7 

DGEAGAQGPPGP
AGPAGER 

COL1α1 2 613-631 853,8905 8,92 10+5 5.30 10+6 8,22 10+6 
36% 33% 20% 

DGEAGAQGPPGP
AGPAGER 

COL1α1 2 613-631 854,3820 3,25 10+5 1,65 10+6 2,79 10+6 

 
Tableau 5 : Tableau récapitulatif des deux peptides étudiés pour l’analyse de déamidation 

avec la charge, la position sur la chaine du COL1α1, la masse et intensité des peptides dans chacun 
des échantillons et le pourcentage des peptides déamidés présent dans les 3 échantillons. 

 
Ces peptides ne contiennent qu'une seule position qui peut subir une 

déamidation et possèdent des taux de déamidation bas par rapport aux autres 

positions de glutamine dans le COL1 [42]. Le pourcentage de déamidation des deux 

peptides du collagène COL1A1 dans les ossements est calculé en réalisant le 

rapport des appels des ions des peptides natifs sur les peptides déamidés. 

Une différence est observée entre les échantillons archéologiques et 

l’échantillon témoin Témoin1. Dans les échantillons archéologiques entre 30 et 36% 

des peptides sont déamidés contre 20-22% dans l’échantillon Témoin1. La figure 18 

correspond à l’extraction des ions des peptides sans déamidation et avec dans 

l’échantillon Témoin1. 
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Figure 18 : Courant ionique total de la digestion eFASP de l’échantillon témoin « Témoin1 » 

avec l’extraction des courants ioniques des peptides utilisés pour l’analyse de la déamidation (a). Les 
spectres MS de ion du peptide GVQGPPGPAGP sans déamidation et avec déamidation sont 
observés en b et c. Pour le peptide DGEAGAQGPPGPAGPAGER, les spectres sont observés en d et 
e. La déamidation est détectée avec un décalage de masse de 0,5 Da. 

 

La fragmentation de ces peptides est montrée dans la figure 19 et permet de 

vérifier la séquence des peptides et la position de la modification. 
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Figure 19 : Spectres MS/MS des peptides utilisés pour étudier le pourcentage de déamidation. 

Spectres MSMS du peptide GVQGPPGPAGPR (a) et GVQGPPGPAGPR (b). Les spectres de 
fragmentation du peptide DGEAGAQGPPGPAGPAGER (c) et DGEAGAQGPPGPAGPAGER (d). 

 

La déamidation est un indicateur de la qualité de conservation, ce 

pourcentage élevé de déamidation indique que les ossements archéologiques sont 

ancien [42,73]. 

 

e) Identification du genre de l’ossement 

L’analyse avec le logiciel PEAK sur la base de données NCBi « all entries » 

identifie des protéines d’Homo sapiens avec un grand nombre de peptides pour les 

deux échantillons. Ces protéines correspondent à COL1A2, K1C9, COL1A1. Dans le 

tableau 4, sont rassemblés les résultats sur les collagènes humains identifiés 

COL1A1 et A2. 

 

 

 



Analyse bottom-up des échantillons archéologiques et paléontologiques 

189 

  
Accession ID Gène Organisme Taille -10lgP 

Couverture 
(%) 

Peptides 
Peptides 
uniques 

E
G

2
6

 

Poudre 
d'os 

P08123 
CO1A2_
HUMAN 

COL1A2 
Homo 

sapiens 
1366 476 72 363 86 

P02452 
CO1A1_
HUMAN 

COL1A1 
Homo 

sapiens 
1464 513 69 275 30 

Déminéra
-lisation 

P02452 
CO1A1_
HUMAN 

COL1A1 
Homo 

sapiens 
1464 545 70 499 51 

P08123 
CO1A2_
HUMAN 

COL1A2 
Homo 

sapiens 
1366 448 73 223 53 

Y
A

K
A

1
2

 

Poudre 
d'os 

P08123 
CO1A2_
HUMAN 

COL1A2 
Homo 

sapiens 
1366 564 79 254 58 

P02452 
CO1A1_
HUMAN 

COL1A1 
Homo 

sapiens 
1464 484 73 313 34 

Déminéra
-lisation 

P02452 
CO1A1_
HUMAN 

COL1A1 
Homo 

sapiens 
1464 489 71 495 48 

P08123 
CO1A2_
HUMAN 

COL1A2 
Homo 

sapiens 
1366 450 74 399 97 

T
é
m

o
in

1
 

Poudre 
d'os 

P08123 
CO1A2_
HUMAN 

COL1A2 
Homo 

sapiens 
1366 328 73 219 54 

P02452 
CO1A1_
HUMAN 

COL1A1 
Homo 

sapiens 
1464 336 70 239 30 

Déminéra
-lisation 

P02452 
CO1A1_
HUMAN 

COL1A1 
Homo 

sapiens 
1464 351 69 473 46 

P08123 
CO1A2_
HUMAN 

COL1A2 
Homo 

sapiens 
1366 338 72 452 98 

Tableau 4 : Compilation des résultats de PEAKS 7.0 sur les 2 types de collagènes identifiés 
avec le plus grand nombre de peptides. 

 
Les résultats montrent une identification des collagènes 1A1 et 1A2 avec un 

haut pourcentage de couverture (d’environ 70%), des nombres de peptides et 

peptides uniques très élevés pour les trois échantillons et dans les deux fractions. 

Environ 300 peptides sont identifiés sur le CO1A1 et CO1A2 dans les trois 

échantillons pour la fraction de poudre d’ossement. 

Seul les parties N et C-terminal ne sont pas identifiées car elles contiennent le 

peptide signal et les pro-peptides qui sont clivés lors de la maturation de la protéine 

(figure 20). De nombreuses  modifications ont été identifiées comme : les 

hydroxylations des prolines (P) qui sont des modifications naturelles sur le collagène. 

L’analyse protéomique montre que plus de 70% des prolines du collagène 1 alpha 1 

(figure 20) et 1 alpha 2 sont hydroxylées. 

Des oxydations sur les méthionines (M) et déamidation des glutamines (Q) et 

asparagine (N) sont détectées, et peuvent être induites lors de la digestion. 
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Figure 20 : Séquence du collagène 1 alpha 1 de Homo sapiens, identifiée dans la fraction 

poudre d’os dans l’échantillon de EG26. 275 peptides ont été identifiés recouvrant 70 % de la 
séquence. En gris est indiqué ou les peptides ont été identifiés avec les modifications h : hydroxylation 
proline, d : déamidation arginine ou acide aspartique, o : oxydation des méthionines. 

 
Sur la base des résultats d’identification du collagène, une étude phylogénique 

a été réalisée pour observer la divergence du collagène 1 alpha 1 et 2 dans 

différentes espèces (figure 21) à l’aide de l’outil en ligne « phylogeny » [78] et des 

séquences de 13 espèces différentes dont les séquences du collagène de Homo 

neanderthalensis. Dans un premier temps, les séquences protéiques des collagènes 

ont été alignées avec l’outil MUSCLE 3.7 (MUltiple Sequence Comparison by Log- 

Expectation). Puis l’outil PhyML 3.0, qui est un logiciel de phylogénie basé sur le 

principe du maximum de vraisemblance, a été utilisé. Il calcule une ressemblance 

entre les séquences et évalue une hypothèse sur l'histoire de l'évolution en termes 

de probabilité. Puis l’arbre phylogénique a été créé à l’aide de TreeDyn 198.3. 

 
Figure 21 : Phylogénie des séquences des collagènes I alpha 1 (b) et alpha 2 (a) réalisé avec 

les outils sur le site http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cgi. La valeur en rouge ou en gris 
correspond à la distance « génétique » entre les séquences. Plus la valeur en rouge est élevée, plus 
les séquences sont proches. 
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Comme montré dans la figure 21, les séquences des collagènes sont très 

similaires (plus de 90% de similarité) pour la famille des Hominidae (Gorilla, Homo, 

Papio, Pongo, Macaca, Pan troglodyte, neandethalis). Les résultats de protéomique 

et de phylogénie montrent une forte ressemblance entre Homo sapiens et Homo 

neanderthalensis, avec une valeur de similarité des séquences de 99%. Des 

données de littératures ont montré des résultats similaires à partir d’analyse 

protéomique sur les collagènes de différentes espèces [64,79]. 

Nos résultats permettent de montrer que les ossements archéologiques EG26, 

YAKa12 sont de la famille des Hominidae, du genre Homo. Les informations 

archéologiques, stratigraphique, ADN combinées aux informations de protéomique 

tendent à prouver que ces ossements pourraient être de la famille Homo sapiens 

[50-53]. 

Pour vérifier ces données, une analyse comparative des collagènes 1 et 2 

entre Homo sapiens et Homo neanderthalensis va être réalisée, puis les peptides 

spécifiques de la famille Homo sapiens vont être analysés avec l’outil BlastP pour 

confirmer que ces peptides soient uniques de cette famille. 

f) Etude des peptides spécifiques 

Il existe une similitude de 99% entre Homo Sapiens et Homo neandertalensis 

pour les séquences de collagènes 1A1 et 1A2. Entre ces deux espèces, il existe des 

modifications d’acides aminés spécifiques. Ces variations ont été identifiées sur la 

dans « The Neanderthal Genome » [78]. Pour le collagène 1 alpha 1, 41 variations 

ou single nucleotide polymorphism (SNP) ont été répertoriées sur le gène dans le 

génome de Neandertal.  Sur ces 41 SNP, 20 sont des SNP codantes, ce qui signifie 

que la SNP provoque un changement d’acides aminés (tableau 5). 

. 

Position SNP ID Allèles Acide aminé 

120 rs35183627 C/T R, Q 

197 rs8179178 C/A ou C>T G, C 

476 rs57377812 C/G ou C/T G, R 

564 rs1800211 C/T R, H 

571 rs5028520 G/A P, L 

591 rs1135345 C/T E, K 

823 rs1800214 G/C ou G/T P, A 

993 rs62062995 C/A ou C/T E, * 

1019 rs1135348 C/G G, A 
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1072 rs11556513 C/A ou C/T A, S 

1075 rs1800215 C/T A, T 

1141 rs41316713 C/T R, Q 

1177 rs41316719 C/T V, I 

1251 rs3205325 C/G T, S 

1379 rs3205509 G/T K, Q 

1391 rs2586486 G/T K, Q 

1431 rs1059454 T/G P, T 

1434 rs1800220 T/A T, S 

1438 rs17857117 G/C P, R 

1460 rs17853657 G/T P, H 

Tableau 5 : SNP codantes présents sur le gène du collagène 1 alpha 1 localisé sur le 
chromosome 17 du génome de Neandertal. La première colonne correspond à la position de l’acide 
aminé qui varie, la seconde colonne est la référence de la SNP, la colonne allèles correspond au 
nucléotide qui change C en T pour rs1800215, la dernière colonne correspond à la variation de l’acide 
aminé R en Q. * veut dire aucun acide aminé. 

 

La SNP correspond à l’identifiant rs1800215 correspond à l’acide aminé en 

position 1075 sur le collagène 1A1 qui correspond à une substitution de l’alanine (A) 

en thréonine (T) en avec une fréquence qui varie entre le génome d’Homo sapiens et 

d’Homo neandertalensis. Pour confirmer que les ossements anciens correspondent à 

des ossement de l’espèce Homo Sapiens, cette substitution a été recherchée dans 

les trois échantillons. Les extractions des ions m/z 773,9022 et m/z 788,9075 

correspondent aux peptides GETGPAGPAGPVGPVGAR et 

GETGPAGPTGPVGPVGAR ont été réalisées. Le rapport du signal extrait de l’ion du 

peptide deux fois chargé GETGPAGPAGPVGPVGAR (SNP A) à m/z 773,9022 

(C66H107N21O22) sur l’ion du peptide GETGPAGPTGPVGPVGAR (SNP T) à m/z 

788,9075 (C61H97N17O22) deux fois chargé (figure 22) nous permet d’obtenir une 

estimation de la fréquence de substitution (tableau 6). 
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Figure 22 : Spectres MS (a) et MS/MS (b) du peptide GETGPAGPAGPVGPVGAR contenant 

l’acide aminé A en position 1075. Spectres MS (c) et MS/MS (d) du peptide 
GETGPAGPTGPVGPVGAR. 

 
 
Les spectres de fragmentation des deux peptides avec et sans la substitution 

de l’alanine (A) en thréonine (T) sont présentés figure 22. Les peptides sont identifiés 

avec plus de 90 % des ions b et y, ce qui permet une identification de la substitution. 

La fréquence de substitution de l’acide aminé A en position 1075 du collagène 

1A1 est d’environ 95% pour les échantillons et 5% pour l’acide aminé T, ce qui 

suggère que les ossements sont de la famille de Homidae, du genre Homo, de 

l’espèce Sapiens, car pour la famille Homo neandertalensis seul la substitution en 

thréonine T est présente et ceux d’après les informations obtenue sur le site « The 

Neanderthal Genome ». 
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COL1A1 1075 rs1800215 T A , T 97,9 , 2,1 95,63 4,37 
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COL1A1 1075 rs1800215 T A , T 97,9 , 2,1 95,94 4,06 

fra
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tio

n
 

a
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id

e
 

COL1A1 1075 rs1800215 T A , T 97,9 , 2,1 95,89 4,11 

 
Tableau 6 : Fréquence de la substitution en position 1075 présent du le collagène COL1A1 

identifiée dans les trois échantillons pour les deux fractions. La colonne Neanderthal correspond à 
l’acide aminé présent dans le génome de Neanderthalensis, AA homo sapiens indique les acides 
aminés dans le génome de Homo sapiens, Fréquence théorique indiqué sur le site 
http://www.internationalgenome.org/, freq SNP A ou T corresponds au pourcentage de présence de la 
SNP dans les échantillons. 

 

Une analyse avec le logiciel Blast P est ensuite utilisée pour vérifier la 

présence de peptides spécifique de la famille Homo Sapiens (tableau 7). L’analyse 

Blast P consiste à rechercher une séquence d’acides aminés dans une base de 

données de protéines et de chercher les homologies. Le résultat est un score S 

correspondant à la somme des alignements des acides aminés de la séquence 

(exemple : L – L = +4, E··Q = +2) et une p-value qui est la probabilité d'obtenir par 

hasard un score x au moins égal au score S. 

Cette analyse montre que le peptide GETGPAGPAGPVGPVGAR est 

spécifique du collagène 1 alpha 1 provenant de la famille Homo Sapiens car ce 

peptide a été trouvé dans la base de données de Blast P (protéine non redondante 

de GenBank) avec un p-value très faible (8,00E-12) et un pourcentage d’identité de 

100% (tableau 7 A). La famille suivante identifiée avec ce peptide est Macaca 

mulatta avec une p-value de 0,32 et un pourcentage d’identité de 67% (tableau 7 B). 
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Le second peptide EQGPPGPPGFQGLPGPSGPAGEVGK est spécifique du 

collagène 1 alpha 2 provenant de la famille Homo Sapiens car ce peptide a été 

trouvé dans la base de données de Blast P (protéine non redondante de GenBank) 

avec un p-value très faible (3,00E-16) et un pourcentage d’identité de 100% (tableau 

7 C). La famille suivante identifiée avec ce peptide est Colobus angolensis palliatus 

avec une p-value très faible de 3,00E-14, mais avec un pourcentage d’identité de 

96% et une séquence peptidique de 25 acides aminés utilisée au lieu de 26 (tableau 

7 D). 

Score p-value Identité A
67,7 8,00E-12 18/18 (100%)  

 Début Séquence Fin 

peptide identifié 1 GETGPAGPAGPVGPVGAR 18 

  GETGPAGPAGPVGPVGAR  

correspondance 1067 GETGPAGPAGPVGPVGAR 1084 

    

Score p-value Identité B
37,5 0,32 12/18 (67%)  

 Début Séquence Fin 

peptide identifié 2 GETGPAGPAGPVGPVGAR 18 

  GETGP  G P  G        P  GAR  

correspondance 1101 GETGPSGPAG- -  - PTGAR 1118 

    

Score p-value Identité C
81,2 3,00E-16 26/26 (100%)  

 Début Séquence Fin 

peptide identifié 1 GEQGPPGPPGFQGLPGPSGPAGEVGK 26 

  GEQGPPGPPGFQGLPGPSGPAGEVGK  

correspondance 544 GEQGPPGPPGFQGLPGPSGPAGEVGK 569 

    

Score p-value Identité D
74,4 3,00E-14 24/25 (96%)  

 Début Séquence Fin 

peptide identifié 4 EQGPPGPPGFQGLPGPSGPAGEVGK 22 

  EQGP  GPPGFQGLPGPSGPAGEVGK  

correspondance 547 EQGPSGPPGFQGLPGPSGPAGEVGK 471 

 
Tableau 7 : Analyse BlastP du peptide GETGPAGPAGPVGPVGAR du collagène 1A1. A) 

Résultat Blast P avec une identité de 100% sur le collagène 1A1 d’Homo sapiens, B) Blast P du 
même peptide mais avec une identité de 67% sur le collagène 1A1 de Macaca mulatta. Analyse 
BlastP du peptide  GEQGPPGPPGFQGLPGPSGPAGEVGK du collagène 1A2, C) résultat Blast P 
avec une identité de 100% sur le collagène 1A2 d’Homo sapiens, D) Blast P du même peptide mais 
avec une identité de 96% sur le collagène 1A2 de Colobus angolensis palliatus. 
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VII. Conclusion 

La méthode développée a été appliquée avec succès à l’étude d’un 

échantillon ancien. Parmi les faits marquants de notre méthodologie peuvent être 

cités : 

 L’utilisation de la solution de TFA 5% pour réaliser la déminéralisation 

des ossements. Cette solution permet de limiter la formation d’oxydations au 

cours de l’étape de déminéralisation comparé aux méthodes classiques (HCl, 

NaOH). 

 L’utilisation de la méthode eFASP permet d’obtenir des couvertures de 

séquence pour le collagène de plus de 70%, ainsi qu’un nombre de peptides 

identifiées de 300 peptides pour le collagène dans un échantillon témoin et 

ancien. 

 La quantité utilisée sur l’échantillon témoin est de 10 mg pour l’étude, 

mais cette quantité peut être diminuée à plusieurs centaines de 

microgrammes, car les protéines présentes sont correctement conservées. 

 L’analyse quantitative par spectrométrie de masse sur les fractions 

déminéralisation et poudre d’os a permis de mettre en évidence la présence 

de protéines différentes dans chaque fraction. Dans la fraction 

déminéralisation, les protéines du plasma et du sang comme l’albumine, la 

vimentine… y sont majoritaires, tandis que dans la poudre d’ossement, il s’agit 

des protéines constituant l’os. 

 Pour les ossements anciens, 10 mg ont été utilisés et ont permis 

d’identifier de nombreuses protéines (contaminantes et de l’ossement). Notre 

méthode permet de diminuer les quantités d’échantillons (méthodes 

classique : 50 à 100 mg). Les couvertures de séquence sur le collagène 1 

alpha 1 et 2 humain sont de 70% et plus 300 peptides ont été identifiées.  

 L’étude de peptides natifs et déamidés sur le collagène 1 alpha 1, 

permet de monter une variation du pourcentage de déamidation entre 

l’échantillon témoin et anciens (20 et 35 % respectivement). Le pourcentage 

élevé de déamidation présent sur les peptides des ossements anciens du 

permet de valider qu’il s’agit d’échantillons ancien. 

 L’analyse protéomique bottom-up montre que les ossements anciens 

correspondent à la l’espèce Hominidae et plus précisément à Homo Sapiens. 
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L’un des défis des paléontologues est d’obtenir des informations 

phylogéniques sur des espèces éteintes. La génomique peut répondre à cette 

question en étudiant l’ADN mitochondrial [80] mais cette analyse est limitée par la 

présence d’ADN dans l’ossement et des études ont montré que les ossements 

contiennent de moins en moins de matériel et la limite actuel est de 430 000 ans 

pour un ossement d’Hominidae [81] et 700 000 pour celui d’un cheval [82]. La 

protéomique est capable de détecter des protéines jusqu’à plusieurs millions 

d’années [83]. L’utilisation de la protéomique bottom up et de la LC-MSMS avec des 

spectromètres de masse haute résolution pourrait permettre d’identifier des espèces 

inconnues. L’implémentation de différents logiciel de novo [84] et des moteurs de 

recherche [85] permettraient d’identifier d’avantage de peptides et de substitutions 

d’acides aminés pour permettre une meilleure identification des espèces. De plus, il 

est envisageable de mettre en place des algorithmes de classification [86-88] pour 

identifier les échantillons à partir de base de données d’ossements déjà analysés et 

pour identifier des espèces inconnues en utilisant la ressemblance entre deux 

analyses LC-MSMS ou à partir des données de de novo. 
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I. L’approche top-down 

La protéomique top-down (TDP) est l'étude des protéoformes. Ce terme désigne 

l'ensemble des différentes formes moléculaires sous lesquelles le produit protéique d'un 

gène unique peut être trouvé. Il englobe toutes les formes de variation génétique, les 

épissages alternatifs des transcrits ARN et les modifications post-traductionnelles (PTM) 

[1]. 

Le terme protéoforme, désigne l'unité de base du TDP : une structure primaire 

spécifique d’une protéine traduite à partir d'un gène spécifique possède des 

combinaisons de PTM, de variant d'épissage, et de variation génétique (figure 1). À 

l'heure actuelle, il n'y a pas d’analogue universel du numéro d'accession de la protéine 

pour les protéoformes. 

 
 
Figure 1 : Schéma de la variabilité protéique. A partir d'un gène spécifique, pouvant porter des de 

variations génétiques, plusieurs transcrits d’ARNm sont créés avec des variants d'épissages. Ces 
transcrits sont traduits en protéines portant les modifications du gène. Ces protéines traduites subissent 
des combinaisons de PTM. Le résultat final est la création de protéoformes. 

 
Le TDP représente un changement de modèle majeur par rapport à la 

protéomique classique bottom-up (BUP), qui utilise des enzymes protéolytiques pour 

digérer les protéoformes et protéomes entiers en peptides avant l'analyse (figure 2). Il y 
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a de nombreuses raisons pour l’utilisation des techniques BUP. En général, il est plus 

aisé d’analyser les peptides car ils sont très solubles et se séparent facilement avant la 

MS. Les spectres de fragmentations sont plus facilement interprétables, ce qui permet 

une identification grâce aux différentes bases de données [2]. Lors de l’analyse BUP, 

l’étape de digestion enzymatique ne permet plus d’observer les interactions entre 

protéines ce qui complique l’interprétation des données biologique [3]. 

L’analyse TDP n’utilise pas d’enzyme pour digérer les protéines. Ceci entraine 

des défis au niveau de la séparation, de la spectrométrie de masse et de l’analyse 

l'informatique. Tout d'abord, il est fondamental de noter que des informations 

importantes sont perdues lors de la digestion des protéoformes (figure 2). 

 
Figure 2 : Comparaison de la spectrométrie de masse top-down et bottom-up. Dans l'approche 

bottom-up traditionnelle, les protéines sont digérées pour obtenir des peptides avant l'introduction dans le 
spectromètre de masse où elles sont ensuite fragmentées et détectées. Dans La spectrométrie de masse 
top-down, la protéine est ionisée directement, puis fragmentée et détectée. Cette méthode qui permet 
d'améliorer la couverture des séquences et la détection des PTM 

 
La découverte de l’ionisation ESI par Fenn et al. [4], [5] a permis le 

développement de la protéomique. Ensuite, les études fondamentales du laboratoire de 

McLafferty au début et au milieu des années 1990 ont contribuées à formaliser l’analyse 
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TDP et d’établir l’utilisation de spectromètre de masse à haute résolution de type FT-

ICR avec fragmentation pour l’analyse de grands polypeptides [6]. Le groupe de 

Kelleher et al [7],[8] ont montré que l’utilisation de la spectromètrie de masse à haute 

résolution et la fragmentation en source permettait d’étudier des protéines de haut poids 

moléculaire (la thiaminase I 42 kDa, l’anhydrase carbonique 29 kDa) et d’obtenir des 

couvertures de séquence proche de 100%. 

La TDP est une technique plus difficile à mettre en œuvre que le BUP. De 

nombreuses limitations existes, comme l’augmentation de l’effet de charge du a la taille 

des protéines, la complexité des spectres de fragmentation (présences de fragments 

multichargés), la faible résolution de séparation des protéines en LC-MS. 

L’analyse TPD peut être séparée en trois parties: 

 Le fractionnement de mélanges complexes, 

 L’acquisition de spectre de masse MS et MS/MS à haute résolution, 

 Le traitement des données des bases de recherche et d’annotation [9]. 

II. Les premières étapes de l’analyse TDP : le 

fractionnement des protéines 

Le protéome est extraordinairement complexe. Si nous supposons qu'une variété 

de PTM et des variants de séquences peuvent se produire, dans une combinaison 

quelconque, à travers les produits des 20 300 gènes identifiés dans le génome humain, 

des millions, voire des milliards de protéoformes possibles peuvent exister. Cette 

variabilité peut évoluer car les protéomes évoluent au cours du temps La gamme 

dynamique du protéome est vaste et celle des spectromètres de masse limitée de telle 

sorte que seules les protéoformes les plus abondantes peuvent être identifiées si la 

complexité de l'échantillon n’est pas réduite avant l’analyse MS. 

La première étape de l’analyse TPD a été largement étudiée pour permettre de 

réduire la complexité de l'échantillon avant l’analyse MS [10]. En 1998, Kelleher et al ont 

montré que l’utilisation de mini colonne contenant de la résine de phase inverse, et en 

réalisant des élutions séquentielles pouvait permettre une réduction de la complexité 

des échantillons avant l’analyse par spectrométrie de masse [11]. 
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Peu après, d’autres groupes de recherche ont montré que l’analyse à haut débit 

en spectrométrie de masse de protéines digérées et intactes était possible en utilisant la 

chromatographie capillaire liquide en phase inverse [12,13] ou une focalisation 

isoélectrique capillaire (CIEF) [14] couplée à un FTICR qui pouvaient faciliter l'étude des 

mélanges complexes de protéines. 

Une autre méthode, l’isoélectrofocalisation, est une stratégie de fractionnement 

efficace avant le TDP, bien que la récupération des protéines reste un problème majeur 

de la technique [10,15]. L’électrophorèse capillaire de zone a également prouvé son 

efficacité, en raison de ses faibles débits compatibles avec l’ESI, ce qui permet de 

détecter des quantités de protéines de quelques attomoles [16]. 

Le développement de l'électrophorèse sur gel avec élution liquide de fractions 

(Gelfree) par Tran et Doucette [17] a grandement facilité la séparation 

multidimensionnelle pour l’analyse top-down en fonction du poids moléculaire des 

protéines à partir de protéomes complexes. De multiples études ont combiné la 

séparation Gelfree avec d'autres techniques de fractionnement pour développer des 

workflows puissants à grande échelle permettant l’analyse de protéines intactes dans 

des protéomes [18-23]. Une limitation importante de la Gelfree, est l'utilisation du SDS 

(sodium dodécylsulfate), qui est un tensioactif qui interfère fortement avec l’ESI et qui 

doit donc être éliminé des échantillons. 

La méthode pour éliminer ce SDS est le plus souvent effectuée par une 

précipitation au méthanol/chloroforme, mais il est possible d’utiliser des spins colonnes, 

qui permettent une analyse reproductible ou automatisable. Kim et al [24] ont développé 

une méthode pour permettre l’élimination du SDS en quelque minutes est l’utilisation du 

fractionnement par flux d'écoulement asymétrique entre la Gelfree et la MS partir 

d'échantillons en seulement 5 minutes. 

Très récemment une équipe a réalisé des analyses top-down sur des protéines 

extraites de gel SDS-PAGE hydrolysable [25], et d’autre ont mis en place  

Un autre développement récent et intéressant dans le domaine des séparations, 

intègre la séparation des ions avec la mobilité ionique des fragments des protéoformes, 

par la dissociation induite par collision (CID) [26]. 
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La chromatographie d'interaction hydrophobe est aussi utilisée comme technique 

de préfractionnement pour la séparation à haute résolution des protéines intactes, grâce 

à l'adoption de tartrate d'ammonium en tant que sel compatible avec la MS et qui est 

complémentaire à celle de la phase inverse [27]. La majorité des progrès récents dans 

le préfractionnement des protéoformes avant la MS ont servi à augmenter la dynamique 

d’identification du protéome réalisé par TDP à grande échelle. La figure 3 montre des 

méthodologies d’analyse pour les expériences top-down, en utilisant plusieurs 

dimensions de séparation. 

 
Figure 3 : Méthode d’analyse pour les expériences top-down. La première étape consiste à 

réaliser un préfractionnement des protéines de l’échantillon puis séparation des protéines contenues dans 
les fraction par nanoHPLC et analyse par spectrométrie de masse [28]. 

 

III. Instruments et techniques de fragmentation 

En général, la caractérisation par spectrométrie de masse des polypeptides 

nécessite trois étapes principales: 

 L'ionisation, qui permet le passage du polypeptide à partir du liquide 

à la phase gazeuse, en tant que particule chargée qui peuvent être 

manipulées à l'intérieur du spectromètre de masse [4], 

 La détermination de la masse intacte du polypeptide par MS, 
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 L'acquisition d'informations des séquences peptidiques par 

l'activation et la fragmentation des ions précurseurs sélectionnés ou MS/MS, 

Dans le cas des protéoformes, ces opérations sont compliquées à cause de la 

taille de la chaîne polypeptidique. Bien que des exemples de protéines intactes 

analysées par MALDI existent [29], l’analyse TDP emploie traditionnellement l’ionisation 

ESI comme la technique d'ionisation de choix. 

Les spectromètres de masse de haute résolution sont fortement préférés pour 

l’analyse TDP, en particulier lors de l’analyse des ions fragments créés lors d’une 

expérience en tandem. Pour les données MS sur les protéoformes intactes, la résolution 

isotopique des clusters d'ions est utile mais pas nécessaire pour déterminer leur état de 

charge. Cependant, les spectres de fragmentation des protéoformes intactes sont 

compliqués et contiennent de nombreux ions avec différents états de charge qui 

peuvent se chevaucher. Un pouvoir de résolution supérieur à 50 000 est généralement 

nécessaire pour déconvoluer correctement les spectres et interpréter les fragmentations 

obtenues. Le pouvoir de résolution nécessaire pour l’analyse TPD peut être obtenu par 

de nombreux appareils hybrides à temps de vol (Q-TOF) et analyseurs à transformée de 

Fourier (FT-ICR, Orbitrap). 

Le spectromètre de masse à transformée de Fourier FT-ICR était l’instrument 

dédié à l’analyse TDP grâce aux avancées technologiques clés comme l’amélioration du 

piège de Penning, l'accumulation sélective d'ions avec la résolution du quadripôle et 

l’augmentation du signal sur bruit grâce à l'application d'un gradient de tension continue 

sur l’octopole au cours d'accumulation durant le transfert des ions [30]. D'autres 

améliorations au niveau de la cellule de piégeage d'ions ont permis de diminuer le vide 

pour tenir compte de l'augmentation de l'énergie cinétique des ions [31]. 

Récemment, l’Orbitrap est devenu une alternative au FT-ICR car cet instrument 

peut être utilisé dans de nombreux champs de recherche [32-34]. La résolution élevée 

(1 000 000 pour l’Orbitrap Fusion Lumos) et la sensibilité (quelques femtomole de 

proteine) de l'Orbitrap ont été rapidement mises en évidence pour faciliter les mesures 

des protéines dont le poids moléculaire est inférieur à 30 kDa [35].  

Ces appareils ne sont pas les seuls à être utilisés pour l’analyse top-down, 

l’utilisation d’instrumentation à temps de vol pour l'analyse des protéines intactes est 
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possible. Par exemple, l’utilisation d’un spectromètre de masse de type Q-TOF 

(quadripolaire et temps de vol) a permis l’analyse de protéines de moyenne et grande 

taille [36], [37]. 

Les spectromètres de masse, généralement utilisés pour l’analyse TDP 

combinent souvent un analyseur haute résolution dans des architectures hybrides. La 

présence de multiples analyseurs de masse en série permet non seulement des 

manipulations d'ions plus complexes, mais, est aussi avantageuse pour la réalisation 

d'activation d'ions / fragmentation pour de gros ions biomoléculaires. 

La technique de fragmentation « higher energy collisional dissociation » (HCD) 

ou « Collision-Induced Dissociation » qui sont réalisées dans des dispositifs 

quadripolaires ou multipolaires, permettent des identifications de protéines mais avec 

des pourcentages de couverture de séquences de l’ordre de 50 %. 

Il est possible d’augmenter ce pourcentage, par des techniques d'activation d'ions 

radicaux, à savoir la dissociation par capture d’électron (ECD) et la dissociation par 

transfert d’électron (ETD) [38], mais la faible efficacité de fragmentation limite l’utilisation 

de ces méthodes. L’ECD et ETD sont généralement appliquées à la caractérisation des 

protéines de petite et grande taille [39], [40]. 

Les photons infrarouges à faible énergie ont été utilisés pour augmenter la 

l'efficacité de l’ETD, dans un processus appelé activation d’ion ETD. Sur des protéines 

modèles, son utilisation permet d’obtenir un rapport signal sur bruit élevé au niveau des 

ions fragments [41]. De plus, l’utilisation de photons ultra-violets à 193 nm a été utilisée 

pour caractériser les protéines ribosomiques en LC-MS/MS sur des échantillons 

complexes. Cette fragmentation est appelée photodissociation par ultra-violet (UVPD) 

[42]. Cette méthode utilise l'absorption du rayonnement UV par la chaine d’acides 

aminés de la protéine qui initie un clivage de la protéine et permet d’obtenir un haut 

pourcentage de couverture [43].  

Une autre étude réalisée au synchrotron SOLEIL a permis à partir de la 

fragmentation appelée vacuum UV (VUV) avec des photons de 193 nm et 157 nm, de 

déterminer le site de fixation de tanin procyanidine sur la protéine humaine IDP 

(intrinsically disordered protein) [44]. 
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Par exemple, Shaw et al. [45] ont utilisé l’UVPD sur un instrument Orbitrap pour 

caractériser une protéoforme de Pin1 humain di-oxydé. Cette protéine est impliquée 

dans la maladie d'Alzheimer et dans différents cancers.  

La combinaison de ces différents types de fragmentation ETD et HCD (ou CID) 

permet d’obtenir des spectres MS/MS plus informatifs par rapport à l’utilisation d’un seul 

type de fragmentation [46]. La combinaison de ces types de fragmentation est appelé 

EThcD et ETciD. L’utilisation de ces méthodes de fragmentations a permis d’identifier 

les protéoformes de l’histones H3 et de localiser jusqu'à huit sites de méthylations sur 

cette protéine [47]. Dans le domaine de la biopharmaceutique, une autre étude a montré 

qu’il est possible d’obtenir une couverture de séquence de 95% sur la protéine GCSF 

(granulocytic colonny stimulating factor) par le biais de la combinaison de ETD, HCD et 

CID [48] 

IV. Applications de l’analyse top-down à des échantillons 

complexes. 

Les premières mises en place des méthodes TDP entre 2000 et 2010 ont porté 

sur des bactéries, des archées et des levures car elles permettaient de développer 

toutes les étapes (préparation de l'échantillon, acquisition de données, et analyse 

informatique). Par exemple, Bunger et al. [49] ont appliqué les récents développements 

liés à ETD et aux fractionnements multidimensionnels pour identifier 322 protéoformes 

correspondant à 174 protéines dans Escherichia coli en utilisant des bases de données 

personnalisées et des algorithmes de score. Un grand nombre d’analyses TDP ont 

permis d’approfondir le protéome de Saccharomyces cerevisiae et ont permis de 

développer de nouvelles approches de préfractionnement en deux dimensions pour 

identifier les protéines non annotées qui ne sont pas identifiées par l’analyse bottom-up 

[50]. 

Pour transférer les progrès de l’analyse TDP développée à l’aide des systèmes 

microbiens aux cellules humaines, Roth et al. [51] ont réalisé une étude protéomique 

axée sur les leucocytes humains primaires. Ils ont utilisé une stratégie de séparation 

bidimensionnelle pour la caractérisation des protéines par top-down. Ce travail a conduit 

à l’identification de 133 protéoformes identifiées à partir de 67 gènes uniques. 
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Tran et al. [18] ont utilisé plusieurs avancées pour améliorer le préfractionnement 

en introduisant une séparation à quatre dimensions : une focalisation isoélectrique 

suivie d’une séparation par Gelfree, puis une LC-MSMS pour les bas et hautes masses 

moléculaires à partir de lysat de cellules humaines. 

Ces récentes études du protéome humain par l’analyse TPD ont montré la 

capacité de l’analyse TDP pour caractériser des protéoformes en haut débit et pour 

permettre leur application dans le domaine de la biologie.  

V. La quantification des protéines entières 

La stratégie de quantification des protéines dans les études protéomiques 

représente un autre thème dans la progression de l’analyse TDP (figure 4). La capacité 

de quantifier les abondances des protéoformes à travers des échantillons va ouvrir la 

voie à une augmentation d’analyse TDP dans les domaines cliniques et en particulier 

dans le domaine de la découverte de biomarqueurs. 

 
Figure 4 : Aperçu de la protéomique quantitative par spectrométrie de masse. Deux types de 

méthodes de quantification existent : la quantification relative qui permet d’avoir une estimation de la 
quantité des protéines dans les échantillons et la quantification absolue qui donne une concentration des 
protéines ciblées. 
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De nombreuses stratégies de marquage in vitro et in vivo ont été explorées pour 

quantifier les protéoformes à travers des protéomes entiers. Le marquage des cystéines 

et le marquage métabolique avec de l’azote 14N/15N ont été utilisés avec succès chez la 

levure. Du et al. ont quantifié 50 protéines et ont ainsi identifié 14 protéines uniques [52]. 

Cette méthode est limitée à l’utilisation d’isotopes stables incorporés dans les cellules 

levures ou bactéries pendant leur croissance. Ces études ont permis d'établir une 

preuve de concept d’étude quantitative de protéines intactes par l’analyse top-down.  

Peu après, Collier et al. [53] ont testé la faisabilité de quantification par TDP à 

l'aide d’un marquage grâce à des acides aminés marqués dans des cultures cellulaires 

(SILAC), apparentés aux méthodes de quantification en bottom-up [54]. La limitation de 

cette technique est le pourcentage d’intégration d’arginines marquées dans les 

protéines de haute masse moléculaire [53]. 

John F. Kellie et al [55] ont développé une méthode TDP robuste, pour profiler 

des espèces d'alpha-synucléine provenant d'autopsies de tissus cérébraux du cortex 

frontal d’humain provenant de témoins et de patients atteint de la maladie de Parkinson. 

La quantification de alpha-synucléine a été réalisé dans des échantillons de cerveaux 

en ajoutant alpha-synucléine 15N et avec une courbe de calibration de cette protéine. 

Dans cette étude, tous les états de charges de la protéine ont été extraits et intégrés 

pour la quantification. 

La méthode de quantification sans marquage, dite « label free », pour quantifier 

les protéomes peut être appliquée pour l’analyse TPD. Cette méthode est facile à mettre 

en œuvre, car la préparation  des échantillons ne nécessite aucun marquage. Cette 

technique peut être automatisée pour permettre une quantification des protéines d’un 

protéome avec des analyses LC-MS/MS. Il faut alors obtenir les rapports masse sur 

charge, les temps de rétention, les d’intensités des pics d’intérêt et réaliser l’analyse en 

répliquat [56]. En 2010, Mazur et al. [57] ont publié une preuve du concept d’analyse 

quantitative sans marquage différentiel sur les protéoformes de l’apolipoprotéine dans 

les HDL de patients présentant un bas ou un haut niveau de cholestérol. En 2014, Ntai I 

et al [23] ont réalisés une quantification label free sur une souche de levure de 

Saccharomyces cerevisiae sauvage versus un mutant. Ils ont quantifiés 100 
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proteoformes qui possédés une expression différentielle et une hyperacétylation des 

histones. 

Même avec l'avènement des études de quantification sans marquage pour 

quantifier les protéoformes dans l'ensemble des protéomes, des limitations existent 

toujours. Par exemple, les analyses statistiques dans la plupart de ces études ont été 

limitées à un t test de Student, ce qui est insuffisant pour répondre aux nombreuses 

sources de variations techniques. Cette méthode de quantification sans marquage 

représente un outil pour l'avenir de la recherche car elle peut être appliquée à divers 

types d'échantillons qui ne peuvent être métaboliquement marqués. L’amélioration des 

méthodes statistiques pourra permettre de traiter un grand nombre de données. 

VI. L’analyse bio-informatique 

Bien que les dispositifs de séparation soient performants et que les 

spectromètres de masse soient de plus en plus puissants pour générer des données 

impressionnantes en qualité et en quantité, ces données doivent être traités de manière 

adéquate afin d'identifier et de caractériser les protéoformes. 

La première étape d’interprétation des spectres top-down est généralement de 

transformer le fichier obtenu par le spectromètre en fichiers lisibles par les logiciels. Le 

plus souvent ces fichiers sont transformés en fichier mzXML qui est un fichier 

standardisé à l’aide du logiciel MSconvert [58]. Le spectre est ensuite déconvolué à 

l’aide du logiciel MSdeconv [59] qui permet de transformer les masses des fragments 

multichargés en monochargés, puis cette liste de masse peut être interrogée contre une 

base de données contenant des protéines pour permettre d’obtenir une identification 

avec un score appelé PrSM (Protein-Spectrum-Match). 

De nombreux logiciels ont été mis au point pour permettre l'identification des 

protéines intactes. Une liste des principaux logiciels est indiquée dans le tableau 1. 
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Logiciel fonction Références 

ProSight PTM 2.0 
Identification des protéines à partir des données de 

fragmentation, après déconvolution des spectres 
[60] [61] 

ProsightPC 
Logiciel de la société Thermo Scientific qui utilise 

différents modes de recherche 
[62] 

BIG Mascot 
MascotTD 

Utilise le logiciel Mascot et permet d’analyser des 
spectres de fragmentations de protéines de 16 kDa 

à 110 kDa. 
[63,64] 

PIITA 

Logiciel libre d’accès pour l’identification des 
protéines pas analyse TDP 

[64] 
YADA [65] 
pTOP [66] 
MS Align+ [67] 
TopPIC [68] 
MASH [69] 

Byonic 
Logiciel de la société Protein Metric pour l’analyse 

TDP ou BUP. 

 
Tableau 1 : Liste des logiciels utilisés pour l’analyse des données TDP. 
 

VII. L’analyse TPD pour l’archéologie et la paléontologie 

La possibilité d'analyser les protéines anciennes dans leur forme intacte est l'un 

des défis actuels pour permettre d’obtenir des informations sur leur dégradation, sur les 

modifications chimiques et sur les substitutions d’acides aminés. 

Les premières expériences fournissant des informations sur les poids 

moléculaires des protéines intactes extraites d'échantillons anciens (fossiles) ont été 

réalisées à l'aide de techniques comme le gel électrophorétique à la fin des années 

1980 [70,71]. Cette technique a permis de vérifier la teneur en protéines après une 

extraction. Avec cette méthode, il a été possible d’observer sur le gel la présence de 

protéines coupées suite à des mécanismes de dégradation. 

Les premières expériences pour analyser des protéines intactes en utilisant la 

spectrométrie de masse résultant de l'extraction de fossiles ont été effectuées à l'aide 

de l'analyse MALDI-TOF dans les années 2000 [72,73]. Les spectres ont permis de 
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déterminer des poids moléculaires moyens de protéines (erreur de mesure liée à 

l’hétérogénéité de la protéine ciblée et à la résolution de l'instrument). 

L'analyse des protéines natives (pour étudier les modifications des protéines et 

les dégradations de la séquence des protéines) et l’ajout des expériences de TDP (pour 

obtenir la séquence d'acides aminés et la localisation potentielle des modifications) 

représentent des outils puissants pour l'étude des échantillons du patrimoine culturel. 

Ces techniques sont capables de fournir de nouvelles informations mais elles restent un 

challenge analytique. 

VIII. Objectifs 

L’analyse BUP sur les échantillons archéologique ou paléontologique est très 

développée comme nous l’avons vu dans le chapitre III, partie 2. Cette technique 

permet d’identifier les protéines et les modifications présentes sur la protéine, mais 

certains points ne peuvent être étudiés comme la dégradation in situ. 

Dans cette partie, est présenté le développement d’une méthode de préparation 

des échantillons pour l’analyse TDP et son application à un échantillon archéologique 

dans le but d’identifier les protéines présentes dans l’échantillon et les modifications 

présentes sur ces protéines. Il faut noter que cette étude représente la première 

application de l’analyse top-down à des échantillons du patrimoine culturel. 
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IX. Matériels et méthodes 

1. Echantillons utilisés pour l’optimisation du protocole 

L’optimisation du protocole d’extraction a été réalisée à partir d’une solution 

d’alpha lactalbumine (Sigma Aldrich) préparée à une concentration de 1 mg/mL dans de 

l’eau mQ. Cette solution va permettre l’optimisation de la méthode de préparation des 

protéines en utilisant des filtres Amicons®. 

Le protocole mis en place a ensuite été testé sur deux échantillons complexes 

pour valider notre méthodologie. 1 mg de bactérie Escherichia coli et 1 mg de muscle 

d’autruche ont été mis en présence de 500 µL de tampon de lyse (4 M urée, 0,2% DCA, 

50 mM Tris HCl, pH 7,5), puis soniqué 30 secondes avec une sonde ultrasons à 50% de 

puissance dans la glace. La solution a été incubée à 4°C pendant 1 heure sous agitation 

puis centrifugée 30 minutes à 10 000 g à température ambiante. Le surnageant a été 

récupéré puis dosé avec la méthode BCA à 575 nm. Les échantillons ont ensuite été 

traités avec la méthode de préparation des protéines en utilisant des filtres Amicons®. 

Un échantillon de lait de vache demi-écrémé provenant du magasin Auchan V2 

(Villeneuve d’Ascq) a été traité avec notre méthodologie pour obtenir un témoin pour 

notre échantillon archéologique. 100 µL de lait de vache ont été additionnés à 500 µL de 

tampon de lyse (4 M urée, 0,2% DCA, 50 mM Tris HCl, pH 7,5). La solution a été 

incubée à 4°C pendant 1 heure sous agitation puis centrifugée 30 minutes à 10 000 g à 

température ambiante. L’échantillon a ensuite été traité avec la méthode de préparation 

des protéines en utilisant des filtres Amicons®. 

2. Echantillon archéologique 

L’échantillon archéologique utilisé pour cette étude nous a été fourni par le Dr 

Nicolas Garnier (S.A.S, LNG, Vic Le Comte). Cet échantillon provient d’une céramique 

retrouvée dans la commune de Bad Zurzach en Suisse. Cette amphore a été prélevée 

sur le site de la nécropole du camp militaire établie à l’époque claudienne (de 41 à 54 

après Jésus Christ) dans la cité antique de Tenedo. 
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a b 

Figure 5 : Amphore Zurarch 55 (a) et prélèvement intérieur de céramique de l’amphore (b). 
 

110 mg de l’échantillon de Zurzarch 55 (figure 5) ont été broyés dans un mortier 

en verre dépoli. 

Dix milligrammes de la poudre obtenues ont été mis en présence de 100 µL du 

tampon de lyse eFASP (8 M d’urée, 4% SDS, 0,2% DCA, 50 mM DTT, 100 mM 

ammonium bicarbonate pH 8,8) pour réaliser l’analyse bottom-up, puis agité à 4°C toute 

la nuit. 

Cent milligrammes de la poudre obtenues ont été mis en présence de 500 µL de 

tampon d’extraction (4 M urée, 0,2% DCA, 0,2% SDS, 50 mM DTT, 50 mM Tris HCl pH 

7,5), pour l’analyse top-down, puis agité à 4°C toute la nuit. 

3. Digestion des protéines avec la méthode eFASP 

La méthode a été détaillée dans le chapitre III partie 2. La digestion eFASP a été 

réalisée avec des filtres Amicon® avec un seuil de coupure de 10 kDa et en utilisant une 

digestion par la trypsine. 

4. Méthode de préparation des protéines 

Les filtres Amicons® avec un seuil de coupure de 3 KDa ont été incubés toute la 

nuit dans la solution de passivation contenant 5% (v/v) de TWEEN®-20. 100 µL de 

tampon d’échange (4 M d’urée; 0,2% DCA, 50 mM tris HCl pH 7,5) ont été ajoutés dans 

l’Eppendorf et transférés dans un Amicon® puis centrifugés 30 minutes à 10 000 g, le 

filtrat a été éliminé. 200 µL de tampon d’échange ont été à nouveau ajoutés dans 

l’Amicon® et centrifugés, l’opération a été répétée deux fois. 
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Les protéines ont été alkylées pendant une heure à température ambiante dans 

le noir à l’aide de 100 µL de tampon d’alkylation (4 M urée, 50 mM iodoacétamide, et 50 

mM Tris HCl, pH 7,5) puis centrifugés 30 minutes à 10 000 g, le filtrat a été éliminé. 

Après l’alkylation des protéines, 200 µL de tampon d’échange ont été ajoutés dans 

l’Amicon®, centrifugé, puis le filtrat a été éliminé. 200 µL de tampon de lavage (50 mM 

Tris HCl pH 7,5) ont été ajoutés à l’Amicon® puis centrifugé, le filtrat a été éliminé. 200 

µL d’eau milliQ ont été de nouveaux ajoutés dans l’Amicon® et centrifugés, l’opération a 

été répétée deux fois. Le surnageant contenus dans le filtre Amicon® a été récupéré, 

puis a été analysé par spectrométrie de masse (figure 6). 

 
Figure 6 : Schéma de la méthode de préparation des protéines natives pour une analyse TDP. 
 

5. Analyse des protéines par MALDI TOF 

Les protéines ont été analysées par MALDI TOF en mélangeant 1 µL 

d’échantillon avec 2 µL de matrice HCCA à 10 mg/mL (30% H2O, 70% ACN, 0,1% TFA). 

1 µL a été déposé sur la plaque MALDI. L’analyse a été réalisée en mode linéaire, 

positif et 1000 scans ont été enregistrés. 

6. Analyse des protéines par nanoLC-MS/MS 

Les échantillons ont été repris dans 10 µl de solution H2O contenant 0,1% d’acide 

formique. Le spectromètre de masse Orbitrap Q Exactive plus utilise un système 

microfluidique HPLC U3000 RSLC Thermo Fisher Scientific. Une pré-colonne Thermo 
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Scientific, Acclaim PepMap100 C18 (5 µm, 300 µm i.d x 5 mm) a été utilisée, dans 

laquelle a été injecté 1 µl du mélange de peptides et protéines avec un solvant A (95% 

H2O, 5% acétonitrile, 0,1% acide formique) pendant 3 minutes à un débit de 10 µl.min-1. 

Les peptides ont été ensuite séparés sur une colonne à phase inverse C18 (Acclaim 

PepMap100 C18, 3 μm, 75 mm i.d. × 500 mm), grâce à un gradient linéaire (5-40%) de 

solution B (25% H2O, 75% ACN, 0,1% acide formique) à un débit de 250 nL/min en 160 

minutes puis 100% de solution B en 5 minutes. La colonne a été lavée durant 5 minutes 

avec le tampon B puis rééquilibrée avec le tampon A. La colonne et la pré-colonne 

étaient placées à une température de 45 °C. La durée totale de l’analyse a été de 180 

minutes. Les paramètres utilisés pour l’analyse bottom-up et top-down sont regroupés 

dans le tableau 2. 

Paramètres analyse peptides Paramètres analyse protéines 
 MS MS/MS 
Résolution 70 000 35 000 
AGC target 1e6                  5e5 
Maximum IT 80 ms 120 ms 
Scan range 350 à 1600 m/z 
Scan 1 scan / spectre 
HCD 28 ev 
isolation 1,6 m/z 
exclusion 1, 8 et plus 

 MS MS/MS 
Résolution 70 000 70 000 
AGC target 1e6                    1e6 
Maximum IT 100 ms 200 ms 
Scan range 350 à 2000 m/z 
Scan 4 scans / spectre 
HCD 30 ev 
isolation 5 m/z 
exclusion 1, 2, 3 

Tableau 2 : paramètres de l’Orbitrap Q-Exactive plus pour l’analyse BUP et TDP. 
 

Pour l’analyse des protéines, l’Orbitrap Q-Exactive était en mode protéine 

(optimisation de pression au sein de la C-trap). 

7. Analyse Bio-informatique 

L’analyse du fichier obtenu par l’Orbitrap de la digestion eFASP a été réalisée 

avec le logiciel Proteome discover 2.1. Le fichier a été interrogé sur toute la base de 

données NCBi avec le moteur de recherche SEQUEST. Une erreur de masse de +/- 10 

ppm pour la MS et 0,01 Da pour la MS/MS a été appliquée. Les modifications fixes des 

peptides recherchées sont la carbamydométhylation des cystéines. Les modifications 

variables recherchées sur les peptides sont l’oxydation des méthionines et des prolines, 

la déamidation des arginines et glutamines. La trypsine a été utilisée comme enzyme de 

digestion avec la possibilité d’avoir 3 sites de coupure manqués. 
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Le fichier obtenu par l’Orbitrap pour l’analyse top-down a été analysé avec le 

logiciel Byonic (Protein Metrics). Le fichier a été interrogé sur toute la base de données 

Bos Taurus (Swissprot, 2017, 32 202 séquences). Une erreur de masse de +/- 20 ppm 

pour la MS et MS/MS a été appliquée. Les modifications variables utilisées pour la 

recherche dans les banques de données sont les oxydations des méthionines et 

prolines, les déamidations des arginines et glutamines. 
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X. Résultats et discussions 

1. Méthodes de préparation des protéines intactes 

La méthode de préparation des protéines intactes a été mise au point en se 

basant sur la méthode eFASP de Erde J. et al [74]. Les différences majeures avec la 

méthode eFASP sont liées à la composition des tampons et l’absence d’utilisation 

d’enzymes de digestion. 

Dans la méthode eFASP, la première étape est l’incubation des filtres Amicon® 

dans le tween 20 à 0,5%. Cette étape a été conservée car elle permet une diminution 

des fixations des protéines sur la membrane. 

Ensuite, l’échantillon est dénaturé dans une solution différente de la méthode 

eFASP. Le SDS a été éliminé pour éviter les contaminations mais il est possible de 

réaliser une extraction chloroforme/méthanol pour l’éliminer mais une perte d’échantillon 

est observée [75]. 

Il est possible d’ajouter du dithiotreitol (DTT) pour réduire les ponts disulfures des 

protéines. Ensuite, ces protéines ont été lavées avec une solution 4 M d’urée, 50 mM 

tris HCl pH 7,5. Puis une étape d’alkylation a été réalisée pour protéger les fonctions 

thiol des cystéines. Cette étape se réalise à température ambiante car, à 37°C, il est 

possible de créer des modifications de types carbamylation sur la protéine à cause de la 

présence de l’urée [76,77]. Les échantillons ont été une nouvelle fois lavés pour éliminer 

l’excès du réactif d’alkylation. 

L’étape suivante consiste à réaliser un échange de tampons, dans un premier 

temps, avec un tampon Tris HCl (50 mM pH 7,5), puis dans un second avec de l’eau 

mQ. Les protéines peuvent être ensuite analysées en spectrométrie de masse MALDI-

TOF ou en couplage nano LC-MS/MS. 

 

La figure 7 montre les spectres de l’alpha lactalbumine préparée avec cette 

méthode. Six tampons ont été testés : 

 

 Eau, 

 100 mM ammonium bicarbonate (ABC) pH 8,8, 
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 6 M urée avec 100 mM ABC pH 8,8, 

 6 M urée avec 0,2% déoxycholate (DCA), 

 100 mM ABC pH 8,8, 4 M urée, 0,2% déoxycholate (DCA), 50 mM tris HCl 

pH 7,5, 

 6 M urée avec 0,2% déoxycholate (DCA), 0,2% sodium dodécylsulfate 

(SDS) et 100 mM ABC pH 8,8. 

  

L’alpha lactalbumine a été détecté dans tous les cas. Le signal de la protéine est 

plus faible pour le tampon contenant du SDS. Ceci signifie que le détergent n’est pas 

totalement éliminé et provoque une perte de signal. Bien sûr, il est possible de réaliser 

une purification pour éliminer le SDS restant en utilisant des spin cartouche « detergant 

removal » (Thermo Scientific) ou une extraction chloroforme méthanol mais cela ajoute 

une étape et augmente la probabilité de perdre de l’échantillon. 



 
Figure 7 : Spectres MALDI de l’alpha lactalbumine traitée avec notre protocole dans différents tampons. Les spectres ont été réalisés en 

mode positif, linéaire avec la matrice HCCA. En (A) la protéine témoin dans l’eau, (B) 100 mM ammonium bicarbonate (ABC) pH 8,8, (C) 6 M urée, 
100 mM ammonium bicarbonate (ABC) pH 8,8, (D) 6 M urée, 0,2% déoxycholate (DCA), 100 mM ammonium bicarbonate (ABC) pH 8,8, (E) 4 M 
urée, 0,2% déoxycholate (DCA), 50 mM Tris HCl pH 7,5, (F) 6 M urée, 0,2% déoxycholate (DCA), 0,2% sodium dodécylsulfalte (SDS), 100 mM 
ammonium bicarbonate (ABC) pH 8,8. 



Cette méthode a été appliquée sur un échantillon de protéines de lysat de 

bactérie Escherichia coli et d’extraction de protéines provenant de muscle d’autruche 

dans le tampon 4 M urée, 0,2% déoxycholate (DCA), 50 mM Tris HCl pH 7,5. Cent 

microgrammes ont été traités avec notre méthode sans réaliser de réduction et 

alkylation. 

Des protéines de poids moléculaire de 10 à 20 kDa ont été observées sur le 

spectre MALDI TOF de lysat d’Escherichia coli et de 10 à 70 kDa pour le lysat de 

muscle d’autruche (figure 8). La méthode de préparation permet de traiter des protéines 

seules ou en mélange. L’utilisation du filtre permet l’utilisation de détergent (avec des 

concentrations limites) dans la solution d’extraction, car ils seront éliminés par les 

centrifugations.  

 
Figure 8 : Spectres MALDI-TOF de l’extrait de bactérie et de muscle traité avec la méthode 

eFASP modifié dans le tampon 4 M urée, 0,2% déoxycholate (DCA), 50 mM Tris HCl pH 7,5. 
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Comme décrit dans l’introduction, de nombreuses méthodes de préparation 

d’échantillons en vue de l’analyse sans digestion existent mais contrairement à ces 

méthodes, celle mise au point dans le cadre de ce travail est rapide et permet de traiter 

l’échantillon de différentes façons (réalisation ou non des étapes de réduction et 

alkylation). 

2. Analyse de l’échantillon Zubarch 55 par nanoLC-MSMS eFASP 

10 mg de l’échantillon Zurzarch 55 ont été digérés avec la méthode eFASP à 

l’aide d’un Amicon® avec un seuil de coupure de 10 kDa puis analysés par nanoLC 

Orbitrap Q-Exactive plus. L’analyse bio-informatique a été réalisée avec le logiciel 

Proteome Discoverer 2.1 en utilisant la base de données Swissprot All Entries.  

161 protéines ont été identifiées à partir de la base de données Swissprot All 

Entries. Parmi ces 161 protéines, 21% ont été identifiées comme étant des kératines, 

28,5% sont des protéines identifiées chez le bovin et 35% chez l’humain. Connaissant le 

contexte archéologique de l’échantillon (amphore biberon), notre analyse s’est focalisée 

sur les protéines provenant de l’espèce Bos taurus. 

Les peptides identifiés dans l’échantillon après digestion par la trypsine ont une 

masse moyenne de 2000 Da (jusque 5000 Da) et l’erreur de masse de ces peptides est 

centrée autour de 0,5 +/- 3 ppm (figure 9). Ce résultat indique que la digestion a 

fonctionné et qu’il est possible d’obtenir une haute précision de mesure avec l’Orbitrap. 

 
Figure 9 : Violin plot représentant la répartition des masses des peptides détectés dans 

l’échantillon après digestion (a) et un violin plot représentant l’erreur en ppm des peptides identifiés (b). 
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Dans le tableau 3 sont regroupés les protéines identifiées dans l’échantillon en 

éliminant les contaminants de type kératine présents en grande quantité et en réalisant 

l’interrogation des données sur la base de données de Swissprot Bos Taurus contenant 

32 204 séquences protéiques. 



Accession Description 
Couverture

% 
Peptides PSMs 

Unique 
Peptides 

MW 
[kDa] 

calc. pI emPAI 
Score 

Sequest 
HT 

P24627 
Lactotransferrin 
OS=Bos taurus 

GN=LTF PE=1 SV=2 
58,76 42 141 29 78,0 8,32 44,61 538,98 

P02769 
Serum albumin 
OS=Bos taurus 

GN=ALB PE=1 SV=4 
63,26 34 140 32 69,2 6,18 18,85 478,06 

P02663 

Alpha-S2-casein 
OS=Bos taurus 

GN=CSN1S2 PE=1 
SV=2 

61,26 23 670 23 26,0 8,43 1493,63 2005,32 

P02662 

Alpha-S1-casein 
OS=Bos taurus 

GN=CSN1S1 PE=1 
SV=2 

78,04 17 1111 16 24,5 5,02 4923,17 3803,18 

Q95114 
Lactadherin OS=Bos 
taurus GN=MFGE8 

PE=1 SV=2 
39,11 14 52 14 47,4 7,15 5,62 157,36 

P02754 
Beta-lactoglobulin 

OS=Bos taurus 
GN=LGB PE=1 SV=3 

70,22 13 218 5 19,9 5,02 463,15 785,85 

P00711 
Alpha-lactalbumin 

OS=Bos taurus 
GN=LALBA PE=1 SV=2

45,77 12 64 12 16,2 5,14 681,69 198,57 

P80025 
Lactoperoxidase 
OS=Bos taurus 

GN=LPO PE=1 SV=1 
18,82 11 20 11 80,6 8,54 1,11 52,27 

 
Tableau 3 : Protéines identifiées dans l’échantillon Zurzach 55 après digestion avec la méthode eFASP et analyse par nanoLC Orbitrap Q-

exactive plus. 



De nombreuses protéines du lait ont été détectées dans l’échantillon Zurzach 55 

provenant de la céramique de l’amphore. La méthode eFASP et l’utilisation de l’Orbitrap 

appliquées à un échantillon archéologique permettent une identification des protéines 

avec un haut pourcentage de couverture et un grand nombre de peptides (tableau 3). La 

caséine alpha S1 a été identifiée avec 78 % de couverture, 17 peptides et 16 peptides 

uniques identifiés sur la séquence. Le score emPAI qui permet d’avoir une information 

sur la quantité relative d’une protéine dans un échantillon [78] indique que l’alpha 

caséine S1 et S2 sont les protéines de lait les plus présentes. Dans la littérature, il est 

décrit que les caséines représentent 80% des protéines du lait [79], ce qui montre que 

du lait était présent dans l’amphore biberon Zurzach 55. 

L’analyse avec le logiciel Blast P a permis de mettre en évidence des peptides 

spécifiques de la caséine alpha 1 de l’espèce Bos taurus (tableau 4). L’analyse Blast P 

consiste à rechercher une séquence d’acides aminés dans une base de données de 

protéines et de chercher les homologies. Le résultat est un score S correspondant à la 

somme des alignements des acides aminés de la séquence (exemple : L – L = +4, E··Q 

= +2) et une p-value qui est la probabilité d'obtenir par hasard un score x au moins égal 

au score S. 

Cette analyse montre que le peptide DIGSESTEDQAMEDIK est spécifique de 

l’alpha-S1-caseine provenant de Bos taurus car ce peptide a été trouvé dans la base de 

données de Blast P (protéine non redondante de GenBank) avec un p-value de 1,00E-

07 et un pourcentage d’identité de 100%. Le peptide correspondant à la position 58 à 73 

sur la séquence de l’alpha-S1-caseine. 

 

Score  p‐value  Identité 
54,5  1,00E‐07  16/16 (100%) 

      
 Début peptide  Séquence  Fin peptide 

peptide identifié 1  DIGSESTEDQAMEDIK  16 
   1  DIGSESTEDQAMEDIK  16 
correspondance 58  DIGSESTEDQAMEDIK  73 

 
Tableau 4 : Résultats de l’analyse Blast P sur le peptide DIGSESTEDQAMEDIK. L’analyse 

permet de montrer que le peptide est de l’espèce Bos taurus et provient de la protéine alpha caséine S1. 
Les colonnes correspondent au score, à la p-value, à l’identité (pourcentage de ressemblance). 
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L’analyse protéomique a permis de mettre en évidence la présence de lait de 

vache dans ces amphores biberon. Dans la littérature, des publications ont mis en 

évidence la présence de lait dans des échantillons archéologiques à l’aide de la 

protéomique [80-82]. La protéomique est une méthode très utilisée pour l’identification 

de protéines contenues dans des objets archéologiques [82-84]. 

A l’heure actuelle, aucun travail de recherche n’a permis de démontrer l’utilisation 

de l’analyse sans digestion ou top down sur un échantillon archéologique. 

3. Analyse top down de l’échantillon Zurzach 55 

a) Analyse top down de lait de vache 

Avant de traiter et d’analyser l’échantillon archéologique Zurzach 55 avec la 

méthode de préparation des protéines mises au point au cours de ce travail de thèse, 

un échantillon de lait de vache a été analysé pour vérifier que les caséines peuvent être 

analysées et détectées par spectrométrie de masse. 

Un volume de 100 µL de lait de vache a été traité avec notre méthode de 

préparation des protéines puis ces dernières ont été séparés à l’aide de la 

chromatographie liquide C18 couplée à l’obitrap Q-ecxactive plus. La figure 10 montre 

l’analyse du lait de vache dilué cent fois sur une colonne C18 couplée avec un 

spectromètre de masse de type Orbitrap Q-Exactive plus. Des protéines ont été 

détectées comme le montre la figure 10b, dans lequel on observe un massif composé 

de 27 à 13 charges a été observé. La figure 10c montre le massif de la protéine avec 10 

charges à m/z 1411,7771correspondant à une masse de M = 24493,1 Da. La masse 

observée peut correspondre à l’alpha-S2-caséine bovine, avec le numéro d’accession 

P02663 et la séquence en acides aminés de 16 – 222. La masse moyenne théorique de 

cette protéine est de 24348,2 (formule brute : C1083H1707N287O338S6). La différence de 

masse observée est due à la présence de modifications post-traductionnelles. Dix sites 

de phosphorylation de sérine ont été identifiés sur l’alpha-S2 caséine-bovine [85]. 
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Figure 10 : Solution de lait diluée 100 fois et les protéines ont été séparées sur une colonne C18 

couplée avec un spectromètre de masse de type Orbitrap Q-Exactive plus. Le courant total des ions est 
observé sur le chromatogramme (a), le spectre MS de la caséine alpha en b et en c le zoom sur le pic à 
m/z 1411,7771, z=17. 

 

Cette analyse a permis de valider la méthode et l’adéquation de la méthodologie 

analytique pour l’analyse des protéines de lait. L’utilisation de notre méthode de 

préparation de protéines, la séparation sur une colonne C18 et la détection avec une 

Orbitrap Q-Exactive plus permettent de séparer les protéines du lait mais aussi de les 

détecter. 

b) Analyse top down de l’échantillon archéologique Zurzach 55 

L’analyse précédente a montré que les protéines de lait pouvaient être séparées 

en appliquant la méthodologie analytique que nous avons mise au point. Ainsi, 

l’échantillon archéologique a été préparé de la même façon. Une quantité plus 

importante d’échantillons a été utilisée pour l’analyse top down. En effet, 100 mg 

d’échantillon ont été nécessaires pour obtenir des spectres de bonne qualité. La figure 

11 montre le chromatogramme du courant ionique total de l’analyse LC-MSMS de 

l’échantillon Zurzarch 55. Le signal MS est présent sur tout le long du chromatogramme 

avec une intensité élevée ce qui va permettre d’obtenir des spectres MS et MS/MS de 

bonne qualité. 
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Figure 11 : Chromatogramme du courant des ions totaux (TIC) de l’analyse LC-MSMS top down 

de l’échantillon archéologique. 
 

La figure 12 montre l’histogramme des charges des masses dans l’analyse LC-

MS/MS. Les masses détectées dans l’analyse possèdent de 2 à 10 charges. Ceci 

permet de dire que les protéines de l’échantillon ne sont pas entières car elles ont subi 

une dégradation au cours du temps. De plus, la majorité des molécules détectées 

possèdent 2 ou 3 charges. 

 
Figure 12 : Histogramme de la répartition des charges des masses détectées dans le 

chromatogramme. 
 

4. Analyse bio-informatique 

A partir de l’analyse bio-informatique réalisée sur le logiciel Byonic, les peptides 

identifiés possèdent des poids moléculaire de 800 Da à 10 000 Da. L’analyse permet de 



Analyse sans digestion des échantillons archéologiques et paléontologiques 

209 

montrer que les peptides identifiés possèdent une erreur de masse centrée autour de 

0,8 +/- 3 ppm (figure 13). En comparant les résultats de l’analyse top-down et bottom-

up, l’analyse top-down permet de détecter des peptides ou des petites protéines de plus 

grande taille. 

 

 
Figure 13 : Violin plot représentant la répartition des masses des peptides détectés dans 

l’échantillon après extraction et analyse top down (a) et un violin plot représentant l’erreur en ppm des 
peptides identifiés (b). 

 

Le tableau 5 montre les protéines identifiées par analyse top-down dans 

l’échantillon en utilisant une interrogation sur la base de données de l’espèce Bos 

taurus. Les protéines identifiées correspondent à celle de l’analyse bottom-up. Le 

nombre de peptides identifiés et la couverture de séquence sont élevés. L’analyse TDP 

a fonctionné sur l’échantillon Zurzach 55 et elle permet d’identifier l’alpha caséine 1 

avec 90 peptides uniques et 74% de couverture de séquence.  

Numéro accéssion 
Protéines Log P 

Peptides 
uniques 

Couverture 
% 

Acides 
aminés

P02666 CASB_BOVIN Beta-casein 3401,88 56 73,3 224 
P02662 CASA1_BOVIN Alpha-S1-casein 2096.84 90 74,9 214 

P02663 CASA2_BOVIN Alpha-S2-casein 1804.2 76 71,9 222 
P02668 CASK_BOVIN Kappa-casein 129,74 49 40 190 
P31096 OSTP_BOVIN Osteopontin 94,54 35 37,1 278 

P24627 TRFL_BOVIN Lactotransferrin 107,57 6 28 708 
 
Tableau 5 : Protéines identifiées à partir de l’analyse TDP dans l’échantillon archéologique avec 

le logiciel Byonic en utilisant la banque de donnée Swissprot Bos Taurus. Les colonnes correspondent 
aux protéines, au Log P (Log base 10 de la p-value de la protéine), aux peptides uniques, au pourcentage 
de couverture et au nombre d’acides aminés. 
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Des modifications ont été identifiées sur les séquences de protéines comme des 

oxydations des méthionines (M), proline (P), la conversion de Glutamate en 

Pyroglutamate en N-terminal (Gln->pyro-Glu),  

Lors de l’approche bottom-up, un Amicon® avec un seuil de coupure de 10 kDa a 

été utilisé. Tandis que lors de l’analyse top-down un Amicon® avec un seuil de coupure 

de 3 kDa a été utilisé, ce qui permet d’expliquer l’identification d’un plus grand nombre 

de peptides à l’issue de l’analyse top-down. Lors de l’analyse bottom-up, une digestion 

à la trypsine est réalisée, ce qui diminue la taille des peptides. Certains peptides ne 

seront par détectés lors de l’analyse par spectrométrie de masse car leur masse est trop 

faible. 

En examinant la caséine beta, des peptides de masse de 800 à 9000 Da ont été 

identifiés avec des charges de z = 2 à z = 7. En analysant les spectres MS/MS, les 

peptides de grande taille (m/z 5000 à 9000) possèdent des ions de fragmentation de la 

série b et y (figure 14). Le peptide de masse M= 9821,1484 est identifié avec une série 

d’ion b et y sur les extrémités N et C-terminales et possède une oxydation sur la proline. 

Ceci peut être dû à l’utilisation de la fragmentation HCD qui n’est pas parfaitement 

adaptée aux peptides de grande masse. L’utilisation de fragmentation mixte comme 

EtHCD ou la fragmentation avec l’utilisation d’ultra-violet [41,46,86]. 

 

 
Figure 14 : Spectre de fragmentation HCD du peptide de la beta caséine à m/z 1404,1602 z=7 à 

gauche. A droite spectre MS du peptide multichargé détecté par l’Orbitrap. 
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Un autre exemple de peptide de masse à m/z 1214,9034, z = 4 (peptide de 

masse M= 4855,6136) possèdent des spectres MS/MS informatif avec des séries d’ions 

fragments b et y qui couvrent les parties N et C-terminales de la séquence peptidique 

(figure 15). 

 

 
Figure 15 : Spectre de fragmentation HCD du peptide de la beta caséine à m/z 1214,4014 z=4 à 

gauche. A droite spectre MS du peptide multichargé détecté par l’Orbitrap 
 

Des peptides de masse similaire ont été identifiés sur la protéine alpha caséine 

S1. La figure 16 montre le spectre de fragmentation d’un peptide possédant une masse 

de M= 5485,9378. 
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Figure 16 : Spectre de fragmentation HCD du peptide à m/z 1037,5099 z=4 de l’alpha caséine 

ainsi que le spectre MS du peptide. 
 

L’analyse top down sur l’échantillon Zurzach 55 a permis d’identifier de la caséine 

sous la forme de fragments. Il s’agit de la première étude en top down sur un échantillon 

archéologique. Malheureusement, aucune protéine intacte n’a été détectée dans 

l’échantillon, ce qui montre que ces protéines ont été dégradées au cours du temps et 

par les conditions environnementales. 

Cette première analyse top-down d’un échantillon archéologique ouvre les portes 

sur de nouvelles possibilités d’informations. Cette technique pourrait permettre d’étudier 

les protéines contenues dans des amphores et d’observer si ces protéines ont subi des 

modifications lors de leur préparation (chauffage, fermentation). 

L’utilisation de la fragmentation UVPD ou EtHCD pourrait permettre une meilleure 

identification des protéines, des fragmentations des protéines et de couverture de 

séquence des peptides et des protéines. Ce type de fragmentation est implémenté sur 

les nouveaux appareils de type Orbitrap fusion de thermo Scientifique. 
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XI. Conclusion 

Les analyses bottom-up et top-down ont permis de mettre en évidence la 

présence de protéines de lait dans l’échantillon Zurzarch 55. Les protéines identifiées, 

majoritairement de la caséine, l’ont été avec une couverture de séquence importante, ce 

qui prouve que, malgré les années et les conditions d’enfouissement, les protéines 

imprégnées dans les céramiques peuvent encore être identifiées avec succès. 

Après l’interrogation des bases de données et l’élimination des protéines 

contaminantes, ces deux méthodes ont permis d’identifier les protéines comme étant 

des protéines de l’espèce Bos taurus. 

L’analyse top down a permis d’identifier de nombreux peptides avec des masses 

élevées mais aucune protéine intacte n’a été détectée. L’utilisation de la spectrométrie 

de masse haute résolution a permis de montrer qu’il était possible de détecter des 

protéines sans effectuer de digestion au préalable pour observer la dégradation de 

celle-ci. Une analyse approfondie des modifications chimiques sur les peptides identifiés 

permettrait de connaitre l’utilisation de ces protéines. Ce travail est actuellement en 

cours au laboratoire. 

Il serait intéressant de déterminer si les phosphorylations des caséines sont 

encore présentes ou si des modifications types lactosylations peuvent être détectées. 

L’étude d’échantillons archéologiques par spectrométrie de masse haute 

résolution sans digestion ouvre une nouvelle voie dans l’analyse. Les archéologues, à 

partir de l’objet et des données de spectrométrie de masse, pourraient obtenir de 

nouvelles informations sur l’utilisation des objets découverts sur les sites 

archéologiques, mais aussi sur les modes de vie sociétaux comme la préparation de 

l’alimentation à cette époque. 
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I. Séquences des protéines utilisées pour l’analyse 

phylogénique du collagène I alpha 1 

 
>sp|P02452|CO1A1_HUMAN Collagen alpha-1(I) chain OS=Homo sapiens GN=COL1A1 PE=1 SV=5 
MFSFVDLRLLLLLAATALLTHGQEEGQVEGQDEDIPPITCVQNGLRYHDRDVWKPEPCRI 
CVCDNGKVLCDDVICDETKNCPGAEVPEGECCPVCPDGSESPTDQETTGVEGPKGDTGPR 
GPRGPAGPPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFAPQLSYGYDEKSTGGISVPGP 
MGPSGPRGLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGR 
PGERGPPGPQGARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQ 
MGPRGLPGERGRPGAPGPAGARGNDGATGAAGPPGPTGPAGPPGFPGAVGAKGEAGPQGP 
RGSEGPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSGP 
QGPGGPPGPKGNSGEPGAPGSKGDTGAKGEPGPVGVQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPTGL 
PGPPGERGGPGSRGFPGADGVAGPKGPAGERGSPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGL 
TGSPGSPGPDGKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGV 
PGPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGE 
QGVPGDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGS 
QGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGD 
KGESGPSGPAGPTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGP 
PGPAGPAGPPGPIGNVGAPGAKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGP 
AGKEGGKGPRGETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGV 
VGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGAPGA 
EGSPGRDGSPGAKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKSGDRGETGPAGPTGPVGP 
VGARGPAGPQGPRGDKGETGEQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGP 
RGPPGSAGAPGKDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDAGPVGPPGPPGPPGPPGPPSAGFDFSF 
LPQPPQEKAHDGGRYYRADDANVVRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCR 
DLKMCHSDWKSGEYWIDPNQGCNLDAIKVFCNMETGETCVYPTQPSVAQKNWYISKNPKD 
KRHVWFGESMTDGFQFEYGGQGSDPADVAIQLTFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQ 
TGNLKKALLLQGSNEIEIRAEGNSRFTYSVTVDGCTSHTGAWGKTVIEYKTTKTSRLPII 
DVAPLDVGAPDQEFGFDVGPVCFL 
 
>sp|P02454|CO1A1_RAT Collagen alpha-1(I) chain OS=Rattus norvegicus GN=Col1a1 PE=1 SV=5 
MFSFVDLRLLLLLGATALLTHGQEDIPEVSCIHNGLRVPNGETWKPDVCLICICHNGTAV 
CDGVLCKEDLDCPNPQKREGECCPFCPEEYVSPDAEVIGVEGPKGDPGPQGPRGPVGPPG 
QDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFASQMSYGYDEKSAGVSVPGPMGPSGPRGLPG 
PPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGRPGERGPPGPQG 
ARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDTGPAGPKGEPGSPGENGAPGQMGPRGLPGERG 
RPGPPGSAGARGNDGAVGAAGPPGPTGPTGPPGFPGAAGAKGEAGPQGARGSEGPQGVRG 
EPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSGPQGPSGAPGPKG 
NSGEPGAPGNKGDTGAKGEPGPAGVQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPSGLPGPPGERGGPG 
SRGFPGADGVAGPKGPAGERGSPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGLTGSPGSPGPDG 
KTGPPGPAGQDGRPGPAGPPGARGQAGVMGFPGPKGTAGEPGKAGERGVPGPPGAVGPAG 
KDGEAGAQGAPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGEQGVPGDLGAPG 
PSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGNNGAPGNDGAKGDTGAPGAPGSQGAPGLQGMPG 
ERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGDKGETGPSGPAG 
PTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDTGVKGDAGPPGPAGPAGPPG 
PIGNVGAPGPKGSRGAAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGPVGKEGGKGPRG 
ETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAGSPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERG 
FPGLPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGSPGAEGSPGRDGAPG 
AKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKNGDRGETGPAGPAGPIGPAGARGPAGPQG 
PRGDKGETGEQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGSPGSPGEQGPSGASGPAGPRGPPGSAGSPG 
KDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDSGPAGPPGPPGPPGPPGPPSGGYDFSFLPQPPQEKSQD 
GGRYYRADDANVVRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCRDLKMCHSDWKS 
GEYWIDPNQGCNLDAIKVYCNMETGQTCVFPTQPSVPQKNWYISPNPKEKKHVWFGESMT 
DGFQFEYGSEGSDPADVAIQLTFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQTGNLKKSLLLQ 
GSNEIELRGEGNSRFTYSTLVDGCTSHTGTWGKTVIEYKTTKTSRLPIIDVAPLDIGAPD 
QEFGMDIGPACFV 
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>sp|P11087|CO1A1_MOUSE Collagen alpha-1(I) chain OS=Mus musculus GN=Col1a1 PE=1 SV=4 
MFSFVDLRLLLLLGATALLTHGQEDIPEVSCIHNGLRVPNGETWKPEVCLICICHNGTAV 
CDDVQCNEELDCPNPQRREGECCAFCPEEYVSPNSEDVGVEGPKGDPGPQGPRGPVGPPG 
RDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFASQMSYGYDEKSAGVSVPGPMGPSGPRGLPG 
PPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGGSGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGRPGERGPPGPQG 
ARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQMGPRGLPGERG 
RPGPPGTAGARGNDGAVGAAGPPGPTGPTGPPGFPGAVGAKGEAGPQGARGSEGPQGVRG 
EPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSGPQGPSGPPGPKG 
NSGEPGAPGNKGDTGAKGEPGATGVQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPSGLPGPPGERGGPG 
SRGFPGADGVAGPKGPSGERGAPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGLTGSPGSPGPDG 
KTGPPGPAGQDGRPGPAGPPGARGQAGVMGFPGPKGTAGEPGKAGERGLPGPPGAVGPAG 
KDGEAGAQGAPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGEQGVPGDLGAPG 
PSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGNNGAPGNDGAKGDTGAPGAPGSQGAPGLQGMPG 
ERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGARGLTGPIGPPGPAGAPGDKGEAGPSGPPG 
PTGARGAPGDRGEAGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDTGVKGDAGPPGPAGPAGPPG 
PIGNVGAPGPKGPRGAAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGPVGKEGGKGPRG 
ETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAGSPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERG 
FPGLPGPSGEPGKQGPSGSSGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGSPGAEGSPGRDGAPG 
AKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKNGDRGETGPAGPAGPIGPAGARGPAGPQG 
PRGDKGETGEQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGSPGSPGEQGPSGASGPAGPRGPPGSAGSPG 
KDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDSGPAGPPGPPGPPGPPGPPSGGYDFSFLPQPPQEKSQD 
GGRYYRADDANVVRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCRDLKMCHSDWKS 
GEYWIDPNQGCNLDAIKVYCNMETGQTCVFPTQPSVPQKNWYISPNPKEKKHVWFGESMT 
DGFPFEYGSEGSDPADVAIQLTFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQTGNLKKALLLQ 
GSNEIELRGEGNSRFTYSTLVDGCTSHTGTWGKTVIEYKTTKTSRLPIIDVAPLDIGAPD 
QEFGLDIGPACFV 
 
>sp|P02453|CO1A1_BOVIN Collagen alpha-1(I) chain OS=Bos taurus GN=COL1A1 PE=1 SV=3 
MFSFVDLRLLLLLAATALLTHGQEEGQEEGQEEDIPPVTCVQNGLRYHDRDVWKPVPCQI 
CVCDNGNVLCDDVICDELKDCPNAKVPTDECCPVCPEGQESPTDQETTGVEGPKGDTGPR 
GPRGPAGPPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFAPQLSYGYDEKSTGISVPGPM 
GPSGPRGLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGRP 
GERGPPGPQGARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQM 
GPRGLPGERGRPGAPGPAGARGNDGATGAAGPPGPTGPAGPPGFPGAVGAKGEGGPQGPR 
GSEGPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSGPQ 
GPSGPPGPKGNSGEPGAPGSKGDTGAKGEPGPTGIQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPAGLP 
GPPGERGGPGSRGFPGADGVAGPKGPAGERGAPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGLT 
GSPGSPGPDGKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGVP 
GPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGEQ 
GVPGDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGSQ 
GAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGAPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGDK 
GEAGPSGPAGPTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGPP 
GPAGPAGPPGPIGNVGAPGPKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGPA 
GKEGSKGPRGETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGAPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVV 
GLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGAPGAE 
GSPGRDGSPGAKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKSGDRGETGPAGPAGPIGPV 
GARGPAGPQGPRGDKGETGEQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPR 
GPPGSAGSPGKDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDAGPAGPPGPPGPPGPPGPPSGGYDLSFL 
PQPPQEKAHDGGRYYRADDANVVRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCRD 
LKMCHSDWKSGEYWIDPNQGCNLDAIKVFCNMETGETCVYPTQPSVAQKNWYISKNPKEK 
RHVWYGESMTGGFQFEYGGQGSDPADVAIQLTFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQT 
GNLKKALLLQGSNEIEIRAEGNSRFTYSVTYDGCTSHTGAWGKTVIEYKTTKTSRLPIID 
VAPLDVGAPDQEFGFDVGPACFL 
 
>sp|P02457|CO1A1_CHICK Collagen alpha-1(I) chain OS=Gallus gallus GN=COL1A1 PE=1 SV=3 
MFSFVDSRLLLLIAATVLLTRGEGEEDIQTGSCVQDGLTYNDKDVWKPEPCQICVCDSGN 
ILCDEVICEDTSDCPNAEIPFGECCPICPDVDASPVYPESAGVEGPKGDTGPRGDRGLPG 
PPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGLGGNFAPQMSYGYDEKSAGVAVPGPMGPAGPRGLPG 
PPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPAGPPGKNGDDGEAGKPGRPGQRGPPGPQG 
ARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGQPGPAGPKGEPGSPGENGAPGQMGPRGLPGERG 
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RPGPSGPAGARGNDGAPGAAGPPGPTGPAGPPGFPGAAGAKGETGPQGARGSEGPQGSRG 
EPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGATGAPGIAGAPGFPGARGPSGPQGPSGAPGPKG 
NSGEPGAPGNKGDTGAKGEPGPAGVQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPAGLPGPAGERGAPG 
SRGFPGADGIAGPKGPPGERGSPGAVGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGLTGSPGSPGPDG 
KTGPPGPAGQDGRPGPAGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKPGERGAPGPPGAVGAAG 
KDGEAGAQGPPGPTGPAGERGEQGPAGAPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGEQGVPGNAGAPG 
PAGARGERGFPGERGVQGPPGPQGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGNEGPPGLEGMPG 
ERGAAGLPGAKGDRGDPGPKGADGAPGKDGLRGLTGPIGPPGPAGAPGDKGEAGPPGPAG 
PTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGETGDAGAKGDAGPPGPAGPTGAPG 
PAGZVGAPGPKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNIGLPGPPGPAGKZGSKGPRG 
ETGPAGRPGEPGPAGPPGPPGEKGSPGADGPIGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERG 
FPGLPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPMGPPGLAGPPGEAGREGAPGAEGAPGRDGAAG 
PKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKNGDRGETGPAGPAGPPGPAGARGPAGPQG 
PRGDKGETGEQGDRGMKGHRGFSGLQGPPGPPGAPGEQGPSGASGPAGPRGPPGSAGAAG 
KDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGEVGPVGPPGPPGPPGPPGPPSGGFDLSFLPQPPQEKAHD 
GGRYYRADDANVMRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGTRKNPARTCRDLKMCHGDWKS 
GEYWIDPNQGCNLDAIKVYCNMETGETCVYPTQATIAQKNWYLSKNPKEKKHVWFGETMS 
DGFQFEYGGEGSNPADVAIQLTFLRLMSTEATQNVTYHCKNSVAYMDHDTGNLKKALLLQ 
GANEIEIRAEGNSRFTYGVTEDGCTSHTGAWGKTVIEYKTTKTSRLPIIDLAPMDVGAPD 
QEFGIDIGPVCFL 
 
>sp|Q9XSJ7|CO1A1_CANLF Collagen alpha-1(I) chain OS=Canis lupus familiaris GN=COL1A1 PE=1 
SV=1 
MFSFVDLRLLLLLAATALLTHGQEEGQEEDIPPVTCVQNGLRYYDRDVWKPEACRICVCD 
NGNVLCDDVICDETKNCPGAQVPPGECCPVCPDGEASPTDQETTGVEGPKGDTGPRGPRG 
PAGPPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFAPQMSYGYDEKSTGGISVPGPMGPS 
GPRGLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGRPGER 
GPPGPQGARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQMGPR 
GLPGERGRPGAPGPAGARGNDGATGAAGPPGPTGPAGPPGFPGAVGAKGEAGPQGARGSE 
GPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSGPQGPS 
GPPGPKGNSGEPGAPGNKGDTGAKGEPGPTGIQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPTGLPGPP 
GERGGPGSRGFPGADGVAGPKGPAGERGSPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGLTGSP 
GSPGPDGKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGVPGPP 
GAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGEQGVP 
GDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGSQGAP 
GLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGDKGEA 
GPSGPAGPTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGPPGPA 
GPTGPPGPIGNVGAPGPKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGPAGKE 
GGKGARGETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLP 
GQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGTSGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGSPGAEGSP 
GRDGSPGPKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKNGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR 
GPAGPQGPRGDKGETGEQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPRGPP 
GSAGSPGKDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDAGPVGPPGPPGPPGPPGPPSGGFDFSFLPQP 
PQEKAHDGGRYYRADDANVVRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCRDLKM 
CHSDWKSGEYWIDPNQGCNLDAIKVFCNMETGETCVYPTQPQVAQKNWYISKNPKEKRHV 
WYGESMTDGFQFEYGGQGSDPADVAIQLTFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQTGNL 
KKALLLQGSNEIEIRAEGNSRFTYSVTYDGCTSHTGAWGKTVIEYKTTKTSRLPIIDVAP 
LDVGAPDQEFGMDIGPVCFL 
 
>tr|H2QDE6|H2QDE6_PANTR Collagen type I alpha 1 OS=Pan troglodytes GN=COL1A1 PE=2 SV=1 
MFSFVDLRLLLLLAATALLTHGQEEGQVEGQDEDIPPITCVQNGLRYHDRDVWKPEPCRI 
CVCDNGKVLCDDVICDETKNCPGAEVPEGECCPVCPDGSESPTDQETTGVEGPKGDTGPR 
GPRGPAGPPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFAPQLSYGYDEKSTGGISVPGP 
MGPSGPRGLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGR 
PGERGPPGPQGARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQ 
MGPRGLPGERGRPGAPGPAGARGNDGATGAAGPPGPTGPAGPPGFPGAVGAKGEAGPQGP 
RGSEGPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSGP 
QGPGGPPGPKGNSGEPGAPGSKGDTGAKGEPGPVGVQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPTGL 
PGPPGERGGPGSRGFPGADGVAGPKGPAGERGSPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGL 
TGSPGSPGPDGKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGV 
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PGPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGE 
QGVPGDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGS 
QGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGD 
KGESGPSGPAGPTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGP 
PGPAGPAGPPGPIGNVGAPGAKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGP 
AGKEGGKGPRGETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGV 
VGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGAPGA 
EGSPGRDGSPGAKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKSGDRGETGPAGPAGPVGP 
VGARGPAGPQGPRGDKGETGEQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGP 
RGPPGSAGAPGKDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDAGPVGPPGPPGPPGPPGPPSAGFDFSF 
LPQPPQEKAHDGGRYYRADDANVVRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCR 
DLKMCHSDWKSGEYWIDPNQGCNLDAIKVFCNMETGETCVYPTQPSVAQKNWYISKNPKD 
KRHVWFGESMTDGFQFEYGGQGSDPADVAIQLTFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQ 
TGNLKKALLLQGSNEIEIRAEGNSRFTYSVTVDGCTSHTGAWGKTVIEYKTTKTSRLPII 
DVAPLDVGAPDQEFGFDVGPVCFL 
 
>tr|H2NVM9|H2NVM9_PONAB Collagen type I alpha 1 chain OS=Pongo abelii GN=COL1A1 PE=4 
SV=1 
MFSFVDLRLLLLLAATALLTHGQEEGQVEGQDEDIPPITCVQNGLRYHDRDVWKPEPCRI 
CVCDNGKVLCDDVICDETKNCPGAEVPEGECCPVCPDGSESPTDQETTGVEGPKGDTGPR 
GPRGPAGPPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFAPQLSYGYDEKSTGGISVPGP 
MGPSGPRGLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGR 
PGERGPPGPQGARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQ 
MGPRGLPGERGRPGAPGPAGARGNDGATGAAGPPGPTGPAGPPGFPGAVGAKGEAGPQGP 
RGSEGPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSGP 
QGPGGPPGPKGNSGEPGAPGSKGDTGAKGEPGPVGVQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPTGL 
PGPPGERGGPGSRGFPGADGVAGPKGPAGERGSPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGL 
TGSPGSPGPDGKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGV 
PGPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGE 
QGVPGDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGS 
QGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGD 
KGETGPSGPAGPTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGP 
PGPAGPAGPPGPIGNVGAPGAKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGP 
AGKEGGKGPRGETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGV 
VGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGAPGA 
EGSPGRDGSPGAKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKSGDRGETGPAGPAGPVGP 
VGARGPAGPQGPRGDKGETGEQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGPPVSMLSPSPVPMPFPALQ 
GPPGSAGAPGKDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDAGPVGPPGPPGPPGPPGPPSGGFDFSFL 
PQPPQEKAHDGGRYYRADDANVVRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCRD 
LKMCHSDWKSGEYWIDPNQGCNLDAIKVFCNMETGETCVYPTQPSVAQKNWYISKNPKDK 
RHVWFGESMTDGFQFEYGGQGSDPADVAIQLTFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQT 
GNLKKALLLQGSNEIEIRAEGNSRFTYSVTVDGCTSHTGAWGKTVIEYKTTKTSRLPIID 
VAPLDVGAPDQEFGFDVGPVCFL 
 
>tr|G1M024|G1M024_AILME Collagen type I alpha 1 chain OS=Ailuropoda melanoleuca 
GN=COL1A1 PE=4 SV=1 
MFSFVDLRLLLLVAATALLTHGQEEGQEEDSKSQIPPVTCVQNGLRYYDRDVWKPEACRI 
CVCDNGNVLCDDVICDETKNCPGAQVPPGECCPVCPDGEGTALGAWGWGGAGPKGDTGPR 
GPRGPAGPPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFAPQMSYGYDEKSTGGISVPGP 
MGPSGPRGLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGR 
PGERGPPGPQGARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQ 
MGPRGLPGERGRPGAPGPAVSTPGPLGDTFPFHSQGPTGPAGPPGFPGAVGAKGEAGPQG 
ARGSEGPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSG 
PQGPSGPPGPKGNSGDGSPHCRPSPGLCPLQGPTGIQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPTGL 
PGPPGERGGPGSRGFPGADGVAGPKGPAGERGSPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGL 
TGSPGSPGPDGKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGV 
PGPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGE 
QGVPGDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGS 
QGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGD 
KGEAGPSGPAGPTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGP 
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PGPAGPTGPPGPIGNVGAPGPKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGP 
AGKEGGKGPRGETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGV 
VGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGSPGA 
EGSPGRDGSPGPKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKSGDRGETGPAGPAGPIGP 
VGARGPAGPQGPRGDKGETGEQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGP 
RGPPGSAGSPGKDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDAGPVGPPGPPGPPGPPGPPSGGFDFSF 
LPQPPQEKAHDGGRYYRADDANVVRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCR 
DLKMCHSDWKSGEYWIDPNQGCNLDAIKVFCNMETGETCVYPTQPHVAQKNWYISKNPKE 
KRHVWYGESMTDGFQFEYGGQGSDPADVAIQLTFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQ 
TGNLKKALLLQGSNEIEIRAEGNSRFTYSVTYDGCTSHTGAWGKTVIEYKTTKTSRLPII 
DVAPLDVGAPDQEFGMDVGPVCFL 
 
>tr|F7BJV7|F7BJV7_MACMU Collagen type I alpha 1 chain OS=Macaca mulatta GN=COL1A1 PE=4 
SV=2 
MFSFVDLRLLLLLAATALLTHGQEEGQVEGQDEDIPPITCVQNGLRYHDRDVWKPEPCRI 
CVCDNGKVLCDDVICDETKNCPGAEVPEGECCPVCPDGSGATALGAWGLGPGGWGWGWGL 
GSGISKPCVALSGLWGAGPMGPRGPPGPPGKNGDDVSIPSKKIPSDPMGARGLPGTAGLP 
GMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGARWRPGGTRLSPISFDFSWFGCQGPRGLPGERGRPGAP 
GPAVSTPSPLGEPWVGFPRVASDMSFLLIQGEAGPQGPRGSEGPQGVRGEPGPPGPAGAA 
GPACLAGAHVSLSNLSLRPGGCPCCSLGIVFLFWPMAKSHKLETLTGPAGERGSPGPAGP 
KGSPGEAGRPGEAGLPGAKVRPQSFGLAWPGPDHTGLTGSPGSPGPDGKTGPPGPAGQDG 
RPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGVPGPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPG 
PAVMAPGGFCSLSVPPSLPPPQGVPGDLGAPGPSGARVSRPLSLHPSRCLVRGPVSRTGE 
RGFPGERGVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGSQGAPGLQGMPGERGAAGL 
PGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGDKGETGPSGPAGPTGARGA 
PGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGPPGPAGPAGPPGPIGNAGP 
PGPPGPAGKEGGKGPRGETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAVSRAGEGSLCC 
CPGAPGTPGPQGIAGQRGVVGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPMG 
PPGLAGPPGESGREGAPGAEGSPGRDGSPGPKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAG 
KSGDRGETGPAGPAGPVGPVGARGPAVNADSAPLDGPQGPRGDKGETGEQGDRGIKGHRG 
FSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPRGPPGSAGTPGKDGLNGLPGPIGPPGPRGRTG 
DAGPVGPPGPPGPPGPPGPPSGGFDFSFLPQPPQEKAHDGGRYYRADDANVVRDRDLEVD 
TTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCRDLKMCHSDWKSGEYWIDPNQGCNLDAIKVFCN 
METGETCVYPTQPSVAQKNWYISKNPKDKRHVWFGESMTDGFQFEYGGEGSDPADVAIQL 
TFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQTGNLKKALLLQGSNEIEIRAEGNSRFTYSVTV 
DGCTSHTGAWGKTVIEYKTTKTSRLPIIDVAPLDVGAPDQEFGFDVGPVCFL 
>tr|G3RBN8|G3RBN8_GORGO Collagen type I alpha 1 chain OS=Gorilla gorilla gorilla GN=COL1A1 
PE=4 SV=1 
 
MFSFVDLRLLLLLAATALLTHGQEDGQVEGQDEDIPPITCVQNGLRYHDRDVWKPEPCRI 
CVCDNGKVLCDDVICDETKNCPGAEVPEGECCPVCPDGSESPTDQETTGVEGPKGDTGPR 
GPRGPAGPPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFAPQLSYGYDEKSAGGISVPGP 
MGPSGPRGLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGR 
PGERGPPGPQGARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQ 
MGPRGLPGERGRPGAPGPAGARGNDGATGAAGPPGPTGPAGPPGFPGAVGAKGEAGPQGP 
RGSEGPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSGP 
QGPGGPPGPKGNSGEPGAPGSKGDTGAKGEPGPVGVQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPTGL 
PGPPGERGGPGSRGFPGADGVAGPKGPAGERGSPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGL 
TGSPGSPGPDGKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGV 
PGPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGE 
QGVPGDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGS 
QGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGD 
KGESGPSGPAGPTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGP 
PGPAGPAGPPGPIGNVGAPGAKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGP 
AGKEGGKGPRGETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGV 
VGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGAPGA 
EGSPGRDGSPGAKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKSGDRGETGPAGPAGPVGP 
VGARGPAGPQGPRGDKGETGEQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGP 
RGPPGSAGAPGKDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDAGPVGPPGPPGPPGPPGPPSGGFDFSF 
LPQPPQEKAHDGGRYYRADDANVVRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCR 
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DLKMCHSDWKSGEYWIDPNQGCNLDAIKVFCNMETGETCVYPTQPSVAQKNWYISKNPKD 
KRHVWFGESMTDGFQFEYGGQGSDPADVAIQLTFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQ 
TGNLKKALLLQGSNEIEIRAEGNSRFTYSVTVDGCTSHTGAWGKTVIEYKTTKTSRLPII 
DVAPLDVGAPDQEFGFDVGPVCFL 
 
>tr|A0A096P4E5|A0A096P4E5_PAPAN Collagen type I alpha 1 chain OS=Papio anubis GN=COL1A1 
PE=4 SV=1 
MFSFVDLRLLLLLAATALLTHGQEEGQVEGQDEDIPPITCVQNGLRYHDRDVWKPEPCRI 
CVCDNGKVLCDDVICDETKNCPGAEVPEGECCPVCPDGSESPTDQETTGVEGPKGDTGPR 
GPRGPAGPPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFAPQLSYGYDEKSTGGISVPGP 
MGPSGPRGLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGR 
PGERGPPGPQGARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQ 
MGPRGLPGERGRPGAPGPAGARGNDGATGAAGPPGPTGPAGPPGFPGAVGAKGEAGPQGA 
RGSEGPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSGP 
QGPGGPPGPKGNSGEPGAPGSKGDTGAKGEPGPVGVQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPTGL 
PGPPGERGGPGSRGFPGADGVAGPKGPAGERGSPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGL 
TGSPGSPGPDGKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGV 
PGPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGE 
QGVPGDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGS 
QGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGD 
KGETGPSGPAGPTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGP 
PGPAGPAGPPGPIGNVGAPGPKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGP 
AGKEGGKGPRGETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGV 
VGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGAPGA 
EGSPGRDGSPGPKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKSGDRGETVSSWAPVPCVW 
SGQGLSRPP 
 
>tr|F7A3F7|F7A3F7_HORSE Collagen type I alpha 1 chain OS=Equus caballus GN=COL1A1 PE=4 
SV=1 
MFSFVDLRLLLLLAATALLTHGQEEGQEEGQEEDIPAVTCIQDGLRYHDRAVWKPEPCRV 
CICDNGNVLCDDVICEDTKNCPGASVPKDECCPVCPEGQVSPTDDQTTGVEGPKGDTGPR 
GPRGPAGPPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFAPQLSYGYDEKSAGISVPGPM 
GPSGPRGLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGRP 
GERGPPGPQGARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQM 
GPRGLPGERGRPGAPGPAGARGNDGATGAAGPPGPTGPAGPPGFPGAVGAKGEAGPQGAR 
GSEGPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSGPQ 
GPSGPPGPKGNSGEPGAPGNKGDTGAKGEPGPTGIQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPTGLP 
GPPGERGGPGARGFPGADGVAGPKGPAGERGAPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGLT 
GSPGSPGPDGKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGVP 
GPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGESGKPGEQ 
GVPGDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGSNGAPGNDGAKGDAGAPGAPGSQ 
GAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGDK 
GETGPSGPAGPTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGPP 
GPAGPAGPPGPIGSVGAPGPKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSVSICGGDATSLG 
VGAQAVRRVVGPTEASVVLQNPLESDSPFSPRSGKCWNPLDPPGPVVKEGGKGPRVRLGP 
LTGDRGEAVSSWVPACCFCSSRGLSRPPQGPVDGHLTSPRLGGEDILQDVQAFGLPENIE 
PQISFKAPVQQYPVPSEEWSLSPGASPGSHDAKEEGLGLGGPAGPAGPIGPVGARGPAGP 
QGPRGDKGETGEQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGPRGPPGSAGA 
PGKDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDAGPVGPPGPPGPPGPPGPPSGGFDFSFLPQPPQEKS 
HDGGRYYRADDANVVRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCRDLKMCHSDW 
KSGEYWIDPNQGCNLDAIKVFCNMETGETCVYPTQPQVAQKNWYISKNPKDKRHVWYGES 
MTDGFQFEYGGQGSDPADVAIQLTFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQTGNLKKALL 
LQGSNEIEIRAEGNSRFTYSVTYDGCTSHTGAWGKTVIEYKTTKTSRLPIIDVAPLDIGA 
PDQEFGIDIGPVCFL 
 
>ENST00000225964 peptide:ENSP00000225964 pep:KNOWN_protein_coding 
MFSFVDLRLLLLLAATALLTHGQEEGQVEGQDEDIPPITCVQNGLRYHDRDVWKPEPCRI 
CVCDNGKVLCDDVICDETKNCPGAEVPEGECCPVCPDGSESPTDQETTGVEGPKGDTGPR 
GPRGPAGPPGRDGIPGQPGLPGPPGPPGPPGPPGLGGNFAPQLSYGYDEKSTGGISVPGP 
MGPSGPRGLPGPPGAPGPQGFQGPPGEPGEPGASGPMGPRGPPGPPGKNGDDGEAGKPGR 
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PGERGPPGPQGARGLPGTAGLPGMKGHRGFSGLDGAKGDAGPAGPKGEPGSPGENGAPGQ 
MGPRGLPGERGRPGAPGPAGARGNDGATGAAGPPGPTGPAGPPGFPGAVGAKGEAGPQGP 
RGSEGPQGVRGEPGPPGPAGAAGPAGNPGADGQPGAKGANGAPGIAGAPGFPGARGPSGP 
QGPGGPPGPKGNSGEPGAPGSKGDTGAKGEPGPVGVQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPTGL 
PGPPGERGGPGSRGFPGADGVAGPKGPAGERGSPGPAGPKGSPGEAGRPGEAGLPGAKGL 
TGSPGSPGPDGKTGPPGPAGQDGRPGPPGPPGARGQAGVMGFPGPKGAAGEPGKAGERGV 
PGPPGAVGPAGKDGEAGAQGPPGPAGPAGERGEQGPAGSPGFQGLPGPAGPPGEAGKPGE 
QGVPGDLGAPGPSGARGERGFPGERGVQGPPGPAGPRGANGAPGNDGAKGDAGAPGAPGS 
QGAPGLQGMPGERGAAGLPGPKGDRGDAGPKGADGSPGKDGVRGLTGPIGPPGPAGAPGD 
KGESGPSGPAGPTGARGAPGDRGEPGPPGPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAGAKGDAGP 
PGPAGPAGPPGPIGNVGAPGAKGARGSAGPPGATGFPGAAGRVGPPGPSGNAGPPGPPGP 
AGKEGGKGPRGETGPAGRPGEVGPPGPPGPAGEKGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQRGV 
VGLPGQRGERGFPGLPGPSGEPGKQGPSGASGERGPPGPMGPPGLAGPPGESGREGAPGA 
EGSPGRDGSPGAKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKSGDRGETGPAGPTGPVGP 
VGARGPAGPQGPRGDKGETGEQGDRGIKGHRGFSGLQGPPGPPGSPGEQGPSGASGPAGP 
RGPPGSAGAPGKDGLNGLPGPIGPPGPRGRTGDAGPVGPPGPPGPPGPPGPPSAGFDFSF 
LPQPPQEKAHDGGRYYRADDANVVRDRDLEVDTTLKSLSQQIENIRSPEGSRKNPARTCR 
DLKMCHSDWKSGEYWIDPNQGCNLDAIKVFCNMETGETCVYPTQPSVAQKNWYISKNPKD 
KRHVWFGESMTDGFQFEYGGQGSDPADVAIQLTFLRLMSTEASQNITYHCKNSVAYMDQQ 
TGNLKKALLLQGSNEIEIRAEGNSRFTYSVTVDGCTSHTGAWGKTVIEYKTTKTSRLPII 
DVAPLDVGAPDQEFGFDVGPVCFL 
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II. Séquences des protéines utilisées pour l’analyse 

phylogénique du collagène I alpha 2 

 
>sp|P08123|CO1A2_HUMAN Collagen alpha-2(I) chain OS=Homo sapiens GN=COL1A2 PE=1 SV=7 
MLSFVDTRTLLLLAVTLCLATCQSLQEETVRKGPAGDRGPRGERGPPGPPGRDGEDGPTG 
PPGPPGPPGPPGLGGNFAAQYDGKGVGLGPGPMGLMGPRGPPGAAGAPGPQGFQGPAGEP 
GEPGQTGPAGARGPAGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLPGFKGIR 
GHNGLDGLKGQPGAPGVKGEPGAPGENGTPGQTGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGSV 
GPVGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGEIGAVGNAGPAGPAGPRGEVGLPGLSGPVGPPGNP 
GANGLTGAKGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGARGLVGEPGPAGSKGESGNK 
GEPGSAGPQGPPGPSGEEGKRGPNGEAGSAGPPGPPGLRGSPGSRGLPGADGRAGVMGPP 
GSRGASGPAGVRGPNGDAGRPGEPGLMGPRGLPGSPGNIGPAGKEGPVGLPGIDGRPGPI 
GPAGARGEPGNIGFPGPKGPTGDPGKNGDKGHAGLAGARGAPGPDGNNGAQGPPGPQGVQ 
GGKGEQGPPGPPGFQGLPGPSGPAGEVGKPGERGLHGEFGLPGPAGPRGERGPPGESGAA 
GPTGPIGSRGPSGPPGPDGNKGEPGVVGAVGTAGPSGPSGLPGERGAAGIPGGKGEKGEP 
GLRGEIGNPGRDGARGAPGAVGAPGPAGATGDRGEAGAAGPAGPAGPRGSPGERGEVGPA 
GPNGFAGPAGAAGQPGAKGERGAKGPKGENGVVGPTGPVGAAGPAGPNGPPGPAGSRGDG 
GPPGMTGFPGAAGRTGPPGPSGISGPPGPPGPAGKEGLRGPRGDQGPVGRTGEVGAVGPP 
GFAGEKGPSGEAGTAGPPGTPGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGVAGAVGEPGPLGIA 
GPPGARGPPGAVGSPGVNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGQPGHKGERGYPGNIGPVGAA 
GAPGPHGPVGPAGKHGNRGETGPSGPVGPAGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGEKGPRGLP 
GLKGHNGLQGLPGIAGHHGDQGAPGSVGPAGPRGPAGPSGPAGKDGRTGHPGTVGPAGIR 
GPQGHQGPAGPPGPPGPPGPPGVSGGGYDFGYDGDFYRADQPRSAPSLRPKDYEVDATLK 
SLNNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWSSGYYWIDPNQGCTMDAIKVYCDFSTG 
ETCIRAQPENIPAKNWYRSSKDKKHVWLGETINAGSQFEYNVEGVTSKEMATQLAFMRLL 
ANYASQNITYHCKNSIAYMDEETGNLKKAVILQGSNDVELVAEGNSRFTYTVLVDGCSKK 
TNEWGKTIIEYKTNKPSRLPFLDIAPLDIGGADQEFFVDIGPVCFK 
 
>sp|Q01149|CO1A2_MOUSE Collagen alpha-2(I) chain OS=Mus musculus GN=Col1a2 PE=1 SV=2 
MLSFVDTRTLLLLAVTSCLATCQYLQSGSVRKGPTGDRGPRGQRGPAGPRGRDGVDGPMG 
PPGPPGSPGPPGSPAPPGLTGNFAAQYSDKGVSSGPGPMGLMGPRGPPGAVGAPGPQGFQ 
GPAGEPGEPGQTGPAGPRGPAGSPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLP 
GFKGVKGHSGMDGLKGQPGAQGVKGEPGAPGENGTPGQAGARGLPGERGRVGAPGPAGAR 
GSDGSVGPVGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGELGPVGNPGPAGPAGPRGEVGLPGLSGPV 
GPPGNPGTNGLTGAKGATGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPAGAAGATGARGLVGEPGPAGSK 
GESGNKGEPGSVGAQGPPGPSGEEGKRGSPGEAGSAGPAGPPGLRGSPGSRGLPGADGRA 
GVMGPPGNRGSTGPAGIRGPNGDAGRPGEPGLMGPRGLPGSPGNVGPSGKEGPVGLPGID 
GRPGPIGPAGPRGEAGNIGFPGPKGPSGDPGKPGERGHPGLAGARGAPGPDGNNGAQGPP 
GPQGVQGGKGEQGPAGPPGFQGLPGPSGTTGEVGKPGERGLPGEFGLPGPAGPRGERGTP 
GESGAAGPSGPIGSRGPSGAPGPDGNKGEAGAVGAPGSAGASGPGGLPGERGAAGIPGGK 
GEKGETGLRGDTGNTGRDGARGIPGAVGAPGPAGASGDRGEAGAAGPSGPAGPRGSPGER 
GEVGPAGPNGFAGPAGAAGQPGAKGEKGTKGPKGENGIVGPTGSVGAAGPSGPNGPPGPV 
GSRGDGGPPGMTGFPGAAGRTGPPGPSGIAGPPGPPGAAGKEGIRGPRGDQGPVGRTGET 
GASGPPGFVGEKGPSGEPGTAGAPGTAGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGIAGALGEP 
GPLGISGPPGARGPPGAVGSPGVNGAPGEAGRDGNPGSDGPPGRDGQPGHKGERGYPGSI 
GPTGAAGAPGPHGSVGPAGKHGNRGEPGPAGSVGPVGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGDK 
GHRGLPGLKGYSGLQGLPGLAGLHGDQGAPGPVGPAGPRGPAGPSGPVGKDGRSGQPGPV 
GPAGVRGSQGSQGPAGPPGPPGPPGPPGVSGGGYDFGFEGDFYRADQPRSQPSLRPKDYE 
VDATLKSLNNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWNSDYYWIDPNQGCTMDAIKVY 
CDFSTGETCIQAQPVNTPAKNSYSRAQANKHVWLGETINGGSQFEYNVEGVSSKEMATQL 
AFMRLLANRASQNITYHCKNSIAYLDEETGSLNKAVLLQGSNDVELVAEGNSRFTYSVLV 
DGCSKKTNEWGKTIIEYKTNKPSRLPFLDIAPLDIGGADQEFRVEVGPVCFK 
 
>sp|P02465|CO1A2_BOVIN Collagen alpha-2(I) chain OS=Bos taurus GN=COL1A2 PE=1 SV=2 
MLSFVDTRTLLLLAVTSCLATCQSLQEATARKGPSGDRGPRGERGPPGPPGRDGDDGIPG 
PPGPPGPPGPPGLGGNFAAQFDAKGGGPGPMGLMGPRGPPGASGAPGPQGFQGPPGEPGE 
PGQTGPAGARGPPGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLPGFKGIRGH 
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NGLDGLKGQPGAPGVKGEPGAPGENGTPGQTGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGSVGP 
VGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGELGPVGNPGPAGPAGPRGEVGLPGLSGPVGPPGNPGA 
NGLPGAKGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGARGLVGEPGPAGSKGESGNKGE 
PGAVGQPGPPGPSGEEGKRGSTGEIGPAGPPGPPGLRGNPGSRGLPGADGRAGVMGPAGS 
RGATGPAGVRGPNGDSGRPGEPGLMGPRGFPGSPGNIGPAGKEGPVGLPGIDGRPGPIGP 
AGARGEPGNIGFPGPKGPSGDPGKAGEKGHAGLAGARGAPGPDGNNGAQGPPGLQGVQGG 
KGEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEAGKPGERGIPGEFGLPGPAGARGERGPPGESGAAGP 
TGPIGSRGPSGPPGPDGNKGEPGVVGAPGTAGPSGPSGLPGERGAAGIPGGKGEKGETGL 
RGDIGSPGRDGARGAPGAIGAPGPAGANGDRGEAGPAGPAGPAGPRGSPGERGEVGPAGP 
NGFAGPAGAAGQPGAKGERGTKGPKGENGPVGPTGPVGAAGPSGPNGPPGPAGSRGDGGP 
PGATGFPGAAGRTGPPGPSGISGPPGPPGPAGKEGLRGPRGDQGPVGRSGETGASGPPGF 
VGEKGPSGEPGTAGPPGTPGPQGLLGAPGFLGLPGSRGERGLPGVAGSVGEPGPLGIAGP 
PGARGPPGNVGNPGVNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGQPGHKGERGYPGNAGPVGAAGA 
PGPQGPVGPVGKHGNRGEPGPAGAVGPAGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGDKGPRGLPGL 
KGHNGLQGLPGLAGHHGDQGAPGAVGPAGPRGPAGPSGPAGKDGRIGQPGAVGPAGIRGS 
QGSQGPAGPPGPPGPPGPPGPSGGGYEFGFDGDFYRADQPRSPTSLRPKDYEVDATLKSL 
NNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWSSGYYWIDPNQGCTMDAIKVYCDFSTGET 
CIRAQPEDIPVKNWYRNSKAKKHVWVGETINGGTQFEYNVEGVTTKEMATQLAFMRLLAN 
HASQNITYHCKNSIAYMDEETGNLKKAVILQGSNDVELVAEGNSRFTYTVLVDGCSKKTN 
EWQKTIIEYKTNKPSRLPILDIAPLDIGGADQEIRLNIGPVCFK 
 
>sp|P02466|CO1A2_RAT Collagen alpha-2(I) chain OS=Rattus norvegicus GN=Col1a2 PE=1 SV=3 
MLSFVDTRTLLLLAVTSCLATCQSLQMGSVRKGPTGDRGPRGQRGPAGPRGRDGVDGPVG 
PPGPPGAPGPPGPPGPPGLTGNFAAQYSDKGVSAGPGPMGLMGPRGPPGAVGAPGPQGFQ 
GPAGEPGEPGQTGPAGSRGPAGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLP 
GFKGIRGHNGLDGLKGQPGAQGVKGEPGAPGENGTPGQAGARGLPGERGRVGAPGPAGAR 
GSDGSVGPVGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGELGPVGNPGPAGPAGPRGEAGLPGLSGPV 
GPPGNPGANGLTGAKGATGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGPRGLVGEPGPAGSK 
GETGNKGEPGSAGAQGPPGPSGEEGKRGSPGEPGSAGPAGPPGLRGSPGSRGLPGADGRA 
GVMGPPGNRGSTGPAGVRGPNGDAGRPGEPGLMGPRGLPGSPGNVGPAGKEGPVGLPGID 
GRPGPIGPAGPRGEAGNIGFPGPKGPSGDPGKPGEKGHPGLAGARGAPGPDGNNGAQGPP 
GPQGVQGGKGEQGPAGPPGFQGLPGPSGTAGEVGKPGERGLPGEFGLPGPAGPRGERGPP 
GESGAAGPSGPIGIRGPSGAPGPDGNKGEAGAVGAPGSAGASGPGGLPGERGAAGIPGGK 
GEKGETGLRGEIGNPGRDGARGAPGAIGAPGPAGASGDRGEAGAAGPSGPAGPRGSPGER 
GEVGPAGPNGFAGPAGSAGQPGAKGEKGTKGPKGENGIVGPTGPVGAAGPSGPNGPPGPA 
GSRGDGGPPGMTGFPGAAGRTGPPGPSGITGPPGPPGAAGKEGIRGPRGDQGPVGRTGEI 
GASGPPGFAGEKGPSGEPGTTGPPGTAGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGQPGIAGALGEP 
GPLGIAGPPGARGPPGAVGSPGVNGAPGEAGRDGNPGSDGPPGRDGQPGHKGERGYPGNI 
GPTGAAGAPGPHGSVGPAGKHGNRGEPGPAGSVGPVGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGDK 
GARGLPGLKGHNGLQGLPGLAGLHGDQGAPGPVGPAGPRGPAGPSGPIGKDGRSGHPGPV 
GPAGVRGSQGSQGPAGPPGPPGPPGPPGVSGGGYDFGFEGGFYRADQPRSQPSLRPKDYE 
VDATLKSLNNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWKSDYYWIDPNQGCTMDAIKVY 
CDFSTGETCIQAQPVNTPAKNAYSRAQANKHVWLGETINGGSQFEYNAEGVSSKEMATQL 
AFMRLLANRASQNITYHCKNSIAYLDEETGRLNKAVILQGSNDVELVAEGNSRFTYTVLV 
DGCSKKTNEWDKTVIEYKTNKPSRLPFLDIAPLDIGGTNQEFRVEVGPVCFK 
 
>sp|P02467|CO1A2_CHICK Collagen alpha-2(I) chain OS=Gallus gallus GN=COL1A2 PE=1 SV=3 
MLSFVDTRILLLLAVTSYLATSQHLFQASAGRKGPRGDKGPQGERGPPGPPGRDGEDGPP 
GPPGPPGPPGLGGNFAAQYDPSKAADFGPGPMGLMGPRGPPGASGPPGPPGFQGVPGEPG 
EPGQTGPQGPRGPPGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVAGPQGARGFPGTPGLPGFKGIRG 
HNGLDGQKGQPGTPGTKGEPGAPGENGTPGQPGARGLPGERGRIGAPGPAGARGSDGSAG 
PTGPAGPIGAAGPPGFPGAPGAKGEIGPAGNVGPTGPAGPRGEIGLPGSSGPVGPPGNPG 
ANGLPGAKGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPPGPAGPSGARGLVGEPGPAGAKGESGNKG 
EPGAAGPPGPPGPSGEEGKRGSNGEPGSAGPPGPAGLRGVPGSRGLPGADGRAGVMGPAG 
NRGASGPVGAKGPNGDAGRPGEPGLMGPRGLPGQPGSPGPAGKEGPVGFPGADGRVGPIG 
PAGNRGEPGNIGFPGPKGPTGEPGKPGEKGNVGLAGPRGAPGPEGNNGAQGPPGVTGNQG 
AKGETGPAGPPGFQGLPGPSGPAGEAGKPGERGLHGEFGVPGPAGPRGERGLPGESGAVG 
PAGPIGSRGPSGPPGPDGNKGEPGNVGPAGAPGPAGPGGIPGERGVAGVPGGKGEKGAPG 
LRGDTGATGRDGARGLPGAIGAPGPAGGAGDRGEGGPAGPAGPAGARGIPGERGEPGPVG 
PSGFAGPPGAAGQPGAKGERGPKGPKGETGPTGAIGPIGASGPPGPVGAAGPAGPRGDAG 
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PPGMTGFPGAAGRVGPPGPAGITGPPGPPGPAGKDGPRGLRGDVGPVGRTGEQGIAGPPG 
FAGEKGPSGEAGAAGPPGTPGPQGILGAPGILGLPGSRGERGLPGIAGATGEPGPLGVSG 
PPGARGPSGPVGSPGPNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGAPGFKGERGAPGNPGPSGALG 
APGPHGQVGPSGKPGNRGDPGPVGPVGPAGAFGPRGLAGPQGPRGEKGEPGDKGHRGLPG 
LKGHNGLQGLPGLAGQHGDQGPPGNNGPAGPRGPPGPSGPPGKDGRNGLPGPIGPAGVRG 
SHGSQGPAGPPGPPGPPGPPGPNGGGYEVGFDAEYYRADQPSLRPKDYEVDATLKTLNNQ 
IETLLTPEGSKKNPARTCRDLRLSHPEWSSGFYWIDPNQGCTADAIRAYCDFATGETCIH 
ASLEDIPTKTWYVSKNPKDKKHIWFGETINGGTQFEYNGEGVTTKDMATQLAFMRLLANH 
ASQNITYHCKNSIAYMDEETGNLKKAVILQGSNDVELRAEGNSRFTFSVLVDGCSKKNNK 
WGKTIIEYRTNKPSRLPILDIAPLDIGGADQEFGLHIGPVCFK 
 
>sp|O46392|CO1A2_CANLF Collagen alpha-2(I) chain OS=Canis lupus familiaris GN=COL1A2 PE=2 
SV=2 
MLSFVDTRTLLLLAVTSCLATCQSLQEATARKGPTGDRGPRGERGPPGPPGRDGDDGIPG 
PPGPPGPPGPPGLGGNFAAQYDGKGVGLGPGPMGLMGPRGPPGASGAPGPQGFQGPAGEP 
GEPGQTGPAGARGPPGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLPGFKGIR 
GHNGLDGLKGQPGAPGVKGEPGAPGENGTPGQTGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGSV 
GPVGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGEIGPVGNPGPAGPAGPRGEVGLPGVSGPVGPPGNP 
GANGLTGAKGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGARGIVGEPGPAGSKGESGNK 
GEPGSAGAQGPPGPSGEEGKRGPNGEAGSAGPSGPPGLRGSPGSRGLPGADGPAGVMGPP 
GPRGATGPAGVRGPNGDSGRPGEPGLMGPRGFPGAPGNVGPAGKEGPMGLPGIDGRPGPI 
GPAGARGEPGNIGFPGPKGPTGDPGKNGDKGHAGLAGARGAPGPDGNNGAQGPPGPQGVQ 
GGKGEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEVGKPGERGLPGEFGLPGPAGPRGERGPPGESGAA 
GPSGPIGSRGPSGPPGPDGNKGEPGVLGAPGTAGASGPGGLPGERGAAGIPGGKGEKGET 
GLRGEIGNPGRDGARGAPGAMGAPGPAGATGDRGEAGPAGPAGPAGPRGTPGERGEVGPA 
GPNGFAGPAGAAGQPGAKGERGTKGPKGENGPVGPTGPIGSAGPSGPNGPPGPAGSRGDG 
GPPGATGFPGAAGRTGPPGPSGITGPPGPPGAAGKEGLRGPRGDQGPVGRTGETGASGPP 
GFTGEKGPSGEPGTAGPPGTPGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGVAGSVGEPGPLGIA 
GPPGARGPPGAVGAPGVNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGQAGHKGERGYPGNIGPVGAV 
GAPGPHGPVGPTGKHGNRGEPGPAGSVGPVGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGEKGPRGLP 
GLKGHNGLQGLPGLAGQHGDQGAPGSVGPAGPRGPAGPSGPAGKDGRTGQPGTVGPAGIR 
GSQGSQGPAGPPGPPGPPGPPGPSGGGYDFGYEGDFYRADQPRSPPSLRPKDYEVDATLK 
SLNNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWSSGYYWIDPNQGCTMDAIKVYCDFSTG 
ETCIRAQPENIPAKNWYRNSKVKKHIWLGETINGGTQFEYNVEGVTTKEMATQLAFMRLL 
ANHASQNITYHCKNSIAYMDEETGNLKKAVILQGSNDVELVAEGNSRFTYTVLVDGCSKK 
TNEWRKTIIEYKTNKPSRLPILDIAPLDIGDADQEFRVDVGPVCFK 
 
>tr|H2QUY2|H2QUY2_PANTR Uncharacterized protein OS=Pan troglodytes GN=COL1A2 PE=4 
SV=1 
MLSFVDTRTLLLLAVTLCLATCQSLQEETVRKGPAGDRGPRGERGPPGPPGRDGEDGPTG 
PPGPPGPPGPPGLGGNFAAQYDGKGVGLGPGPMGLMGPRGPPGAAGAPGPQGFQGPAGEP 
GEPGQTGPAGARGPAGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLPGFKGIR 
GHNGLDGLKGQPGAPGVKGEPGAPGENGTPGQTGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGSV 
GPVGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGEIGAVGNAGPAGPAGPRGEVGLPGLSGPVGPPGNP 
GANGLTGAKGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGARGLVGEPGPAGSKGESGNK 
GEPGSAGPQGPPGPSGEEGKRGPNGEAGSAGPPGPPGLRGSPGSRGLPGADGRAGVMGPA 
GSRGASGPAGVRGPNGDAGRPGEPGLMGPRGLPGSPGNIGPAGKEGPVGLPGIDGRPGPI 
GPAGARGEPGNIGFPGPKGPTGDPGKNGDKGHAGLAGARGAPGPDGNNGAQGPPGPQGVQ 
GGKGEQGPAGPPGFQGLPGPSGPTGEVGKPGERGLHGEFGLPGPAGPRGERGPPGESGAA 
GPTGPIGSRGPSGPPGPDGNKGEPGVVGAVGTAGPSGPSGLPGERGAAGIPGGKGEKGEP 
GLRGEIGNPGRDGARGAPGAVGAPGPAGATGDRGEAGAAGPAGPAGPRGSPGERGEVGPA 
GPNGFAGPAGAAGQPGAKGERGAKGPKGENGVVGPTGPVGAAGPAGPNGPPGPAGSRGDG 
GPPGMTGFPGAAGRTGPPGPSGISGPPGPPGPAGKEGLRGPRGDQGPVGRTGEVGAVGPP 
GFAGEKGPSGEAGTAGPPGTPGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGVAGAVGEPGPLGIA 
GPPGARGPPGAVGSPGVNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGQPGHKGERGYPGNIGPVGAA 
GAPGPHGPVGPAGKHGNRGETGPSGPVGPAGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGEKGPRGLP 
GLKGHNGLQGLPGIAGHHGDQGAPGSVGPAGPRGPAGPSGPAGKDGRTGHPGTVGPAGIR 
GPQGHQGPAGPPGPPGPPGPPGVSGGGYDFGYDGDFYRADQPRSAPSLRPKDYEVDATLK 
SLNNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWSSGYYWIDPNQGCTMDAIKVYCDFSTG 
ETCIRAQPENIPAKNWYRSSKDKKHVWLGETINAGSQFEYNVEGVTSKEMATQLAFMRLL 
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ANYASQNITYHCKNSIAYMDEETGNLKKAVILQGSNDVELVAEGNSRFTYTVLVDGCSKK 
TNEWGKTIIEYKTNKPSRLPFLDIAPLDIGGADQEFFVDIGPVCFK 
>tr|H9Z2D1|H9Z2D1_MACMU Collagen alpha-2(I) chain OS=Macaca mulatta GN=COL1A2 PE=2 
SV=1 
MLSFVDTRTLLLLAVTSCLATCQSLQEETVRKGPAGDRGPRGERGPPGPPGRDGEDGPTG 
PPGPPGPPGPPGLGGNFAAQYDGKGVGLGPGPMGLMGPRGPPGAAGAPGPQGFQGPAGEP 
GEPGQTGPAGSRGPAGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLPGFKGIR 
GHNGLDGLKGQPGAPGVKGEPGAPGENGTPGQTGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGSV 
GPVGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGEIGAVGNAGPAGPAGPRGEVGLPGLSGPVGPPGNP 
GANGLTGAKGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGARGLVGEPGPAGSKGESGNK 
GEPGSAGPQGPPGPSGEEGKRGPNGEVGSAGPPGPPGLRGGPGSRGLPGADGRAGVMGPP 
GSRGASGPAGVRGPNGDAGRPGEPGLMGPRGLPGSPGNIGPAGKEGPVGLPGIDGRPGPI 
GPAGARGEPGNIGFPGPKGPTGDPGKNGDKGHAGLAGARGAPGPDGNNGAQGPPGPQGVQ 
GGKGEQGPAGPPGFQGLPGPSGPAGEVGKPGERGLPGEFGLPGPAGARGERGPPGESGAA 
GPTGPIGSRGPSGPPGPDGNKGEPGVVGAAGTAGPSGPSGLPGERGAAGIPGGKGEKGEP 
GLRGEIGNPGRDGARGAPGAVGAPGPAGATGDRGEAGAAGPAGPAGPRGSPGERGEVGPA 
GPNGFAGPAGAAGQPGAKGERGAKGPKGENGVVGPTGPVGAAGPSGPNGPPGPAGSRGDG 
GPPGMTGFPGAAGRTGPPGPSGISGPPGPPGPSGKEGLRGPRGDQGPVGRTGEVGAVGPP 
GFAGEKGPSGEAGTAGPPGTPGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGVAGVVGEPGPLGIA 
GPPGARGPPGAVGSPGVNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGQPGHKGERGYPGNNGPVGAA 
GAPGPHGPVGPAGKHGNRGETGPSGPVGPAGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGDKGPRGLP 
GLKGHNGLQGLPGLAGHHGDQGAPGSVGPAGPRGPAGPSGPAGKDGRTGHPGTVGPAGIR 
GPQGHQGPAGPPGPPGPPGPPGVSGGGYDFGYDGDFYRADQPRSAPSLRPKDYEVDATLK 
SLNNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWSSGYYWIDPNQGCTMDAIKVYCDFSTG 
ETCIRAQPENIPAKNWYRSSKDKKHVWLGETINAGSQFEYNVEGVTSKEMATQLAFMRLL 
ANYASQNITYHCKNSIAYMDEETGNLKKAVILQGSNDVELVAEGNSRFTYTVLVDGCSKK 
TNEWGKTIIEYKTNKPSRLPFLDIAPLDIGGANQEFFVDIGPVCFK 
 
>tr|H2PMW7|H2PMW7_PONAB Collagen type I alpha 2 chain OS=Pongo abelii GN=COL1A2 PE=4 
SV=1 
MLSFVDTRTLLLLAVTSYLATCQSLQEETVRKGPAGDRGPRGERGPPGPPGRDGEDGPTG 
PPGPPGPPGPPGLGGNFAAQYDGKGVGLGPGPMGLMPRGPPGAAGAPGPQGFQGPAGEPG 
EPGQTGPAGARGPAGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLPGFKGIRG 
HNGLDGLKGQPGAPGVKGEPGAPGENGTPGQTGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGSVG 
PVGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGEIGAVGNAGPAGPAGPRGEVGLPGLSGPVGPPGNPG 
ANGLTGAKGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGARGLVGEPGPAGSKGESGNKG 
EPGSAGPQGPPGPSGEEGKRGPNGEAGSAGPPGPPGLRGSPGSRGLPGADGRAGVMGPPG 
SRGASGPAGVRGPSGDAGRPGEPGLMGPRGLPGSPGNIGPAGKEGPVGLPGIDGRPGPIG 
PAGARGEPGNIGFPGPKGPTGDPGKNGDKGHAGLAGARGAPGPDGNNGAQGPPGPQGVQG 
GKGEQGPAGPPGFQGLPGPSGPAGEVGKPGERGLHGEFGLPGPAGPRGERGPPGESGAAG 
PTGPIGSRGPSGPPGPDGNKGEPGVVGAVGTAGPSGPSGLPGERGAAGIPGGKGEKGEPG 
LRGEIGNPGRDGARGAPGAVGAPGPAGATGDRGEAGAAGPAGPAGPRGSPGERGEVGPAG 
PNGFAGPAGAAGQPGAKGERGTKGPKGENGVVGPTGPVGAAGPAGPNGPPGPAGSRGDGG 
PPGMTGFPGAAGRTGPPGPSGISGPPGPPGPAGKEGLRGPRGDQGPVGRTGEVGAVGPPG 
FAGEKGPSGEAGTAGPPGTPGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGVAGAVGEPGPLGIAG 
PPGARGPPGAVGSPGVNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGQPGHKGERGYPGNIGPVGAAG 
APGPHGPVGPAGKHGNRGETGPSGPVGPVGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGEKGPRGLPG 
LKGHNGLQGLPGIAGHHGDQGAPGSVGPAGPRGPAGPSGPAGKDGRTGHPGTVGPAGIRG 
PQGHQGPAGPPGPPGPPGPPGVSGGGYDFGYDGDFYRADQPRSAPSLRPKDYEVDATLKS 
LNNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWSSGYYWIDPNQGCTMDAIKVYCDFSTGE 
TCIRAQPENIPAKNWYRSSKDKKHVWLGETINAGSQFEYNVEGVTSKEMATQLAFMRLLA 
NYASQNITYHCKNSIAYMDEETGNLKKAVILQGSNDVELVAEGNSRFTYTVLVDGCSKKT 
NEWGKTIIEYKTNKPSRLPFLDIAPLDIGGADQEFFVDIGPVCFK 
 
>tr|F6RUA6|F6RUA6_HORSE Collagen type I alpha 2 chain OS=Equus caballus GN=COL1A2 PE=4 
SV=1 
MLSFVDTRTLLLLAVTSCLATCQSLQEATAGKGPTGDRGPRGERGPPGPPGRDGDDGIPG 
PPGPPGPPGPPGLGGNFAAQFDAKGGGPGPMGLMGPRGPPGASGAPGPQGFQGPAGEPGE 
PGQTGPAGARGPPGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLPGFKGIRGH 
NGLDGLKGQPGAPGVKGEPGAPGENGTPGQAGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGSVGP 
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VGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGELGPVGNPGPAGPAGPRGEVGLPGLSGPVGPPGNPGA 
NGLTGAKGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPAGAAGATGARGLVGEPGPAGSKGESGNKGE 
PGAAGPQGPPGPSGEEGKRGPNGEPGSTGPAGPPGLRGSPGSRGLPGADGRAGVMGPAGS 
RGASGPAGVRGPNGDSGRPGEPGLMGPRGFPGSPGNIGPAGKEGPVGLPGIDGRPGPIGP 
AGARGEPGNIGFPGPKGPSGEPGKPGDKGHAGLAGARGAPGPDGNNGAQGPPGPQGVQGG 
KGEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEVGKPGERGLPGEFGLPGPAGARGERGPPGESGAAGP 
AGPIGSRGPSGPPGPDGNKGEPGVLGAPGTAGPSGPSGLPGERGAAGIPGGKGEKGETGL 
RGEIGNPGRDGARGAPGAVGAPGPAGANGDRGEAGAAGPAGPAGPRGSPGERGEVGPAGP 
NGFAGPAGAAGQPGAKGERGTKGPKGENGPVGPTGPVGAAGPSGPNGPPGPAGSRGDGGP 
PGVTGFPGAAGRTGPPGPSGISGPPGPPGAAGKEGLRGPRGDQGPVGRAGETGASGPPGF 
AGEKGPSGEPGTAGPPGTPGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGVAGSLGEPGPLGIAGP 
PGARGPPGAVGAPGVNGAPGEAGRDGNPGSDGPPGRDGQPGHKGERGYPGNAGPVGAVGA 
PGPHGPVGPTGKHGHRGEPGPVGSVGPVGAVGPRGPSGPQGVRGDKGEPGDKGPRGLPGI 
KGHNGLQGLPGLAGQHGDQGAPGSVGPAGPRGPAGPTGPVGKDGRSGQPGTVGPAGVRGS 
QGSQGPAGPPGPPGPPGPPGPSGGGYDFGYDGDFYRADQPRSPPSLRPKDYEVDATLKSL 
NNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWSSGYYWIDPNQGCTMDAIKVYCDFSTGET 
CIRAQPENIPAKNWYRSSKAKKHIWLGETINGGTQFEYNVEGVTTKEMATQLAFMRLLAN 
HASQNITYHCKNSIAYLDEETGNLKKAVTLQGSNDVELVAEGNSRFTYTVLVDGCSRKTN 
EWGKTIIEYKTNKPSRLPILDIALLDIGGADQEFGLDIGPVCFK 
 
>tr|A0A096NVZ9|A0A096NVZ9_PAPAN Collagen type I alpha 2 chain OS=Papio anubis 
GN=COL1A2 PE=4 SV=1 
MLSFVDTRTLLLLAVTSCLATCQCGPAGDRGPRGERGPPGPPGRDGEDGPTGPPGPPGPP 
GPPGLGGNFAAQYDGKGVGLGPGPMGLMGPRGPPGAAGAPGPQGFQGPAGEPGEPGQTGP 
AGSRGPAGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLPGFKGIRGHNGLDGL 
KGQPGAPGVKGEPGAPGENGTPGQTGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGSVGPVGPAGP 
IGSAGPPGFPGAPGPKGEIGAVGNAGPAGPAGPRGEVGLPGLSGPVGPPGNPGANGLTGA 
KGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGARGLVGEPGPAGSKGESGNKGEPGSAGP 
QGPPGPSGEEGKRGPNGEAGSAGPPGPPGLRGGPGSRGLPGADGRAGVMGPPGSRGASGP 
AGVRGPNGDAGRPGEPGLMGPRGLPGSPGNIGPAGKEGPVGLPGIDGRPGPIGPAGARGE 
PGNIGFPGPKGPTGDPGKNGDKGHAGLAGARGAPGPDGNNGAQGPPGPQGVQGGKGEQGP 
AGPPGFQGLPGPSGPAGEVGKPGERGLPGDFGLPGPAGARGERGPPGESGAAGPTGPIGS 
RGPSGPPGPDGNKGEPGVVGAAGTAGPSGPSGLPGERGAAGIPGGKGEKGEPGLRGEIGN 
PGRDGARGAPGAVGAPGPAGATGDRGEAGAAGPAGPAGPRGSPGERGEVGPAGPNGFAGP 
AGAAGQPGAKGERGAKGPKGENGVVGPTGPVGAAGPSGPNGPPGPAGSRGDGGPPGMTGF 
PGAAGRTGPPGPSGISGPPGPPGPAGKEGLRGPRGDQGPVGRTGEVGAVGPPGFAGEKGP 
SGEAGTAGPPGTPGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGVAGALGEPGPLGIAGPPGARGP 
PGAVGSPGVNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGQPGHKGERGYPGNNGPVGAAGAPGPHGP 
VGPAGKHGNRGETGPSGPVGPAGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGDKGPRGLPGLKGHNGL 
QGLPGLAGHHGDQGAPGSVGPAGPRGPAGPSGPAGKDGRTGHPGTVGPAGIRGPQGHQGP 
AGPPGPPGPPGPPGVSGGGYDFGYDGDFYRADQPRSAPSLRPKDYEVDATLKSLNNQIET 
LLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWSSGYYWIDPNQGCTMDAIKVYCDFSTGETCIRAQP 
ENIPAKNWYRSSKDKKHVWLGETINAGSQFEYNVEGVTSKEMATQLAFMRLLANYASQNI 
TYHCKNSIAYMDEETGNLKKAVILQGSNDVELVAEGNSRFTYTVLVDGCSKKTNEWGKTI 
IEYKTNKPSRLPFLDIAPLDIGGADQEFFVDIGPVCFK 
 
>tr|G3QT97|G3QT97_GORGO Collagen type I alpha 2 chain OS=Gorilla gorilla gorilla GN=COL1A2 
PE=4 SV=1 
MLSFVDTRTLLLLAVTLCLATCQSLQEETVRKGPAGDRGPRGERGPPGPPGRDGEDGPTG 
PPGPPGPPGPPGLGGNFAAQYDGKGVGLGPGPMGLMGPRGPPGAAGAPGPQGFQGPAGEP 
GEPGQTGPAGARGPAGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLPGFKGIR 
GHNGLDGLKGQPGAPGVKGEPGAPGENGTPGQTGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGSV 
GPVGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGEIGAVGNAGPAGPSGPRGEVGLPGLSGPVGPPGNP 
GANGLTGAKGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGARGLVGEPGPAGSKGESGNK 
GEPGSAGPQGPPGPSGEEGKRGPNGEAGSAGPPGPPGLRGSPGSRGLPGADGRAGVMGPP 
GSRGASGPAGVRGPNGDAGRPGEPGLMGPRGLPGSPGNIGPAGKEGPVGLPGIDGRPGPI 
GPAGARGEPGNIGFPGPKGPTGDPGKNGDKGHAGLAGARGAPGPDGNNGAQGPPGPQGVQ 
GGKGEQGPAGPPGFQGLPGPSGPAGEVGKPGERGLHGEFGLPGPAGPRGERGPPGESGAA 
GPTGPIGSRGPSGPPGPDGNKGEPGVVGAVGTAGPSGPSGLPGERGAAGIPGGKGEKGEP 
GLRGEIGNPGRDGARGAPGAVGAPGPAGATGDRGEAGAAGPAGPAGPRGSPGERGEVGPA 
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GPNGFAGPAGAAGQPGAKGERGAKGPKGENGVVGPTGPVGAAGPAGPNGPPGPAGSRGDG 
GPPGMTGFPGAAGRTGPPGPSGISGPPGPPGPAGKEGLRGPRGDQGPVGRTGEVGAVGPP 
GFAGEKGPSGEAGTAGPPGTPGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGVAGAVGESGPLGIA 
GPPGARGPPGAVGSPGVNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGQPGHKGERGYPGNIGPVGAA 
GAPGPHGPVGPAGKHGNRGETGPSGPVGPAGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGEKGPRGLP 
GLKGHNGLQGLPGIAGHHGDQGASGSVGPAGPRGPAGPSGPAGKDGRTGHPGTVGPAGIR 
GPQGHQGPAGPPGPPGPPGPPGVSGGGYDFGYDGDFYRADQPRSAPSLRPKDYEVDATLK 
SLNNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWSSGYYWIDPNQGCTMDAIKVYCDFSTG 
ETCIRAQPENIPAKNWYRSSKDKKHVWLGETINAGSQFEYNVEGVTSKEMATQLAFMRLL 
ANYASQNITYHCKNSIAYMDEETGNLKKAVILQGSNDVELVAEGNSRFTYTVLVDGCSKK 
TNEWGKTIIEYKTNKPSRLPFLDIAPLDIGGADQEFFVDIGPVCFK 
 
>tr|G1MH95|G1MH95_AILME Collagen type I alpha 2 chain OS=Ailuropoda melanoleuca 
GN=COL1A2 PE=4 SV=1 
MLSFVDTRTLLLLAVTSCLATCQFYTLWILRSNCIEQIHITNFVFMRSEDGGKLAPKGKM 
KTDLGKSEDINAGCGPPSRIVTIATDVLTPNDTLLGHLIKGPAGDRGPRGERGPPGPPGR 
DGDDGIPGPPGPPGPPGPPGLGGNFAAQYDPGKGVGLGPGPMGLMGPRGPPGASGAPGPQ 
GFQGPAGEPGEPGQTGPAGARGPPGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTP 
GLPGFKGIRGHNGLDGLKGQPGAPGVKGEPGAPGENGTPGQTGARGLPGERGRVGAPGPA 
GARGSDGSVGPVGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGELGPVGNPGPAGPAGPRGEVGLPGVS 
GPVGPPGNPGANGLTGAKGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGARGLVGEPGPA 
GSKGESGNKGEPKQGSVGPQGPPGPSGEEGKRGPNGEAGSAGPSGPPGLRGSPGSRGLPG 
ADGRAGVMGPPGPRGSTGPAGVRGPNGDSGRPGEPGLMGPRGFPGAPGNVGPAGKEGPMG 
LPGIDGRPGPIGPAGARGEPGNIGFPGPKGPSGEPGKAGEKGHAGLAGARGAPGPDGNNG 
AQGPPGPQGVQGGKGEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEVGKPGERGLPGEFGLPGPAGPRG 
ERGPPGESGAAGPSGPIGSRGPSGPPGPDGNKGEPGVLGAPGTAGPSGPGGLPGERGAAG 
VPGGKGEKGETGLRGEVGNPGRDGARGAPGAVGAPGPAGATGDRGEAGPAGPAGPAGPRG 
SPGERGEVGPAGPNGFAGPAGAAGQPGAKGERGTKGPKGENGPVGPTGPVGSAGPSGPNG 
PPGPAGSRGDGGPPGATGFPGAAGRTGPPGPSGITGPPGPPGAAGKEGLRGPRGDQGPVG 
RTGETGAHGPPGFAGEKGPSGEPGTAGPPGTAGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGVSG 
SVGEPGPLGIAGPPGARGPPGAVGAPGVNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGQPGHKGERG 
YPGNIGPVGTVGAPGPHGPVGPTGKHGNRGEPGPAGAVGPVGAVGPRGPSGPQGVRGDKG 
EPGDKGPRGLPGLKGHNGLQGLPGLAGQHGDQGAPGSVGPAGPRGPAGPSGPAGKDGRTG 
HPGTVGPAGVRGSQGSQGPAGPPGPPGPPGPPGPSGGGYDFGYEGDFYRADQPRSPPSLR 
PKDYEVDATLKSLNNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWSSGYYWIDPNQGCTMD 
AIKVYCDFSTGETCIRAQPENIPAKNWYRNSKVKKHIWLGETINGGTQFEYNVEGVTTKE 
MATQLAFMRLLANHASQNITYHCKNSIAYMDEETGNLKKAVMLQGSNDVELVAEGNSRFT 
YTVLVDGCSKKTNEWGKTIIEYKTNKPSRLPILDIAPLDIGGADQEFRVDVGPVCFK 
 
>ENST00000297268 peptide:ENSP00000297268 pep:KNOWN_protein_coding 
MLSFVDTRTLLLLAVTLCLATCQSLQEETVRKGPAGDRGPRGERGPPGPPGRDGEDGPTG 
PPGPPGPPGPPGLGGNFAAQYDGKGVGLGPGPMGLMGPRGPPGAAGAPGPQGFQGPAGEP 
GEPGQTGPAGARGPAGPPGKAGEDGHPGKPGRPGERGVVGPQGARGFPGTPGLPGFKGIR 
GHNGLDGLKGQPGAPGVKGEPGAPGENGTPGQTGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGSV 
GPVGPAGPIGSAGPPGFPGAPGPKGEIGAVGNAGPAGPAGPRGEVGLPGLSGPVGPPGNP 
GANGLTGAKGAAGLPGVAGAPGLPGPRGIPGPVGAAGATGARGLVGEPGPAGSKGESGNK 
GEPGSAGPQGPPGPSGEEGKRGPNGEAGSAGPPGPPGLRGSPGSRGLPGADGRAGVMGPP 
GSRGASGPAGVRGPNGDAGRPGEPGLMGPRGLPGSPGNIGPAGKEGPVGLPGIDGRPGPI 
GPAGARGEPGNIGFPGPKGPTGDPGKNGDKGHAGLAGARGAPGPDGNNGAQGPPGPQGVQ 
GGKGEQGPPGPPGFQGLPGPSGPAGEVGKPGERGLHGEFGLPGPAGPRGERGPPGESGAA 
GPTGPIGSRGPSGPPGPDGNKGEPGVVGAVGTAGPSGPSGLPGERGAAGIPGGKGEKGEP 
GLRGEIGNPGRDGARGAPGAVGAPGPAGATGDRGEAGAAGPAGPAGPRGSPGERGEVGPA 
GPNGFAGPAGAAGQPGAKGERGAKGPKGENGVVGPTGPVGAAGPAGPNGPPGPAGSRGDG 
GPPGMTGFPGAAGRTGPPGPSGISGPPGPPGPAGKEGLRGPRGDQGPVGRTGEVGAVGPP 
GFAGEKGPSGEAGTAGPPGTPGPQGLLGAPGILGLPGSRGERGLPGVAGAVGEPGPLGIA 
GPPGARGPPGAVGSPGVNGAPGEAGRDGNPGNDGPPGRDGQPGHKGERGYPGNIGPVGAA 
GAPGPHGPVGPAGKHGNRGETGPSGPVGPAGAVGPRGPSGPQGIRGDKGEPGEKGPRGLP 
GLKGHNGLQGLPGIAGHHGDQGAPGSVGPAGPRGPAGPSGPAGKDGRTGHPGTVGPAGIR 
GPQGHQGPAGPPGPPGPPGPPGVSGGGYDFGYDGDFYRADQPRSAPSLRPKDYEVDATLK 
SLNNQIETLLTPEGSRKNPARTCRDLRLSHPEWSSGYYWIDPNQGCTMDAIKVYCDFSTG 
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ETCIRAQPENIPAKNWYRSSKDKKHVWLGETINAGSQFEYNVEGVTSKEMATQLAFMRLL 
ANYASQNITYHCKNSIAYMDEETGNLKKAVILQGSNDVELVAEGNSRFTYTVLVDGCSKK 
TNEWGKTIIEYKTNKPSRLPFLDIAPLDIGGADQEFFVDIGPVCFK 
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III. Graphique de transition de phase de Donoho-Tanner 

 
Graphique de transition de phase extrait de Donoho, D., & Tanner, J. 

(2009). Observed universality of phase transitions in high-dimensional geometry, with 

implications for modern data analysis and signal processing. Philosophical 

Transactions of the Royal Society of London A: Mathematical, Physical and 

Engineering Sciences, 367, 4273-4293.). 

 
 

Taille 
d’acquisition 
physique (k) 

Temps 
d’acquisition 

Ration NUS 
minimun 

Taille d’acquisition 
NUS (k) 

0.5 8 min 1/8 4 

1 15 min 1/16 32 

2 30 min 1/32 64 

4 1 h 1/64 256 

8 2 h 1/64 512 

16 8 h 1/128 2048 

32 16 h 1/256 8192 

64 32 h 1/512 32778 

 

Tableau montrant pour une acquisition physique donnée, le ratio NUS 

utilisable avec la taille d’acquisition final an utilisant le graphique de transition de 

phase. 
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12 ABSTRACT: Obtaining the full MS/MS map for fragments and precursors of complex mixtures without hyphenation with
13 chromatographic separation by a data-independent acquisition is a challenge in mass spectrometry which is solved by two-
14 dimensional (2D) Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry (FTICR MS). Until now 2D FTICR MS
15 afforded only a moderate resolution for precursor ion since this resolution is limited by the number of evolution interval steps to
16 which the number of scans, the acquisition time, and the sample consumption are proportional. An overnight acquisition is
17 already required to reach a quadrupole mass filter-like unit mass resolution. Here, we report that 2D FTICR MS using
18 nonuniform sampling (NUS) obtained by randomly skipping points in the first dimension corresponding to the precursor
19 selection gives access, after data processing, to the same structural information contained in a complex mixture. The resolution
20 increases roughly as the inverse of the NUS ratio, up to 26 times at NUS 1/32, leading to an acquisition time reduced in the same
21 ratio compared to a classical acquisition at the same resolution. As an example, the analysis of a natural oil is presented.

22 I n mass spectrometry although mass/charge information on
23 all compounds is acquired at the same time in the MS
24 spectrum leading to high-throughput parallel acquisition,
25 structural information can only be acquired through fragmen-
26 tation of one compound after the other leading to a slow serial
27 acquisition. Recently data- independent analysis (DIA)
28 methods have been introduced which partly solve this issue
29 for a sample comprising a homogeneous class of molecules such
30 as peptides. Briefly, the full mass spectrometry (MS) spectrum
31 chopped up in tenths of a continuous m/z range, and MS/MS
32 are systematically recorded on a chromatographic time scale.
33 The mixed MS/MS spectra are identified thanks to a
34 comprehensive library search acquired of a set of data-
35 dependent acquisitions (DDA).1,2 Obviously, this strategy
36 cannot be applied to complex mixtures that are intractable by

37chromatography such as petroleum or environmental samples.

382D Fourier transform techniques have revolutionized nuclear

39magnetic resonance (NMR) since their introduction by R. R.

40Ernst in 1974.3 They paved the way for the analysis of complex

41samples such as purified proteins but also of complex mixtures

42such as plasma or urine. In the same way, the principle of two-

43dimensional 2D Fourier transform ion cyclotron resonance

44(FTICR) MS was established in the late eighties inspired by the

45nuclear Overhauser effect spectroscopy (NOESY) sequence.4−6

46Unfortunately 2D FTICR MS did not follow the rapid
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47 development of 2D NMR as its initial version suffered from
48 three main drawbacks: (i) loss of resolution caused by poor
49 vacuum induced by collision induced dissociation in-cell
50 fragmentation, (ii) difficulty in data treatment at full FTICR
51 resolution, and (iii) intense scintillation noise.7 During the last
52 years we revisited 2D FTICR MS with modern instrumentation
53 using gas-free fragmentation methods such as infrared multi-
54 photon dissociation (IRMPD)8 and electron capture dissocia-
55 tion (ECD)9 and introduced optimized pulse sequence10,11 and
56 advanced data processing.12 With these developments, 2D
57 FTICR MS has been able to provide structural information on
58 samples of increasing complexity ranging from small mole-
59 cules,13 peptides, and modified peptides9 to cytochrome c and
60 collagen digests14,15 and small proteins.16

61 Nevertheless, until now 2D FTICR was hampered by the
62 limited resolution for precursor ion selection on the order of
63 several mass units. Indeed, in the first dimension (using NMR
64 convention) which defines precursor ion resolution, a new
65 bunch of ions has to be reinjected for each step of the delay
66 time t1 (Scheme S1) as the fragmentation is an irreversible
67 process in contrast to the excitation of transverse magnetization
68 in NMR. The delay time step is fixed to half of the low mass
69 frequency inverse for satisfying the Nyquist criterion. The
70 resolution is proportional to the maximum delay time t1 which
71 is equal to delay time step times the number of acquisition
72 points (for a review, see ref 7). The duty time of such a scan is
73 typically around 1 s leading to approximately an acquisition of
74 30 min for a 2k 2D, of 2 h for a 8k, and of 8 h for a 32k, using a
75 moderate number of points (128k to 512k) in the second
76 dimension which defines fragment ion resolution and may
77 reach several million points. So increasing the number of data
78 points in the first indirect dimension to the same value as for
79 second classical dimension for reaching high resolution on
80 precursors ion is impractical.
81 A powerful approach for accelerating acquisition in two-
82 dimensional spectrometries based on Fourier transform like
83 NMR is nonuniform sampling (NUS).17 NUS consists in
84 skipping points in the dimension with the highest cost in terms
85 of acquisition time, which in 2D FTICR MS is the first indirect
86 dimension which determine precursors’ resolution. In order to
87 recover the structural information, the missing points need to
88 be reconstructed by a data treatment. In nD NMR this is
89 usually done using a processing based on the maximum entropy
90 algorithm introduced by J. Skilling.18−20 More recently,
91 advanced algorithms based on compressed sensing and low-
92 rank reconstruction have been introduced.21−23 Unfortunately
93 the size dependence of these algorithms precludes their use in
94 FTICR mass spectrometry as their execution time is propor-
95 tional at least to the number of points squared in the first
96 dimension.19 Also the algorithm has to be repeated for all the
97 points in the second dimension. Indeed, the size of 2D FTICR
98 MS data are considerably larger than 2D NMR: a small 2D
99 FTICR is 8k × 128k = 1024 Mega points affording only the
100 resolution of a typical quadrupole mass filter in the first
101 dimension compared to 2k × 2k = 4 Mega for a typical 2D
102 NMR. The size of a square 2D FTICR measurement is much
103 higher starting at 128k × 128k = 16 Giga points up to 8 M × 8
104 M = 64 Tera points. We described previously the urQRd
105 denoising algorithm which is based on the QR decomposition
106 of a matrix randomly sampled from the data.12 The urQRd
107 denoising algorithm avoids the singular value decomposition
108 (SVD) of a matrix which scales in size as the cube of the data
109 length, preventing its use on very large data sets. This approach

110allows a gain of nearly 3 orders of magnitude in processing time
111compared to the classical SVD denoising and reduces strongly
112the computer memory footprint and allows the denoising
113algorithm to be applied to virtually unlimited data size. The
114urQRd algorithm has only two parameters, the reconstruction
115rank which is the number of peaks to detect and the number of
116iteration. Contrary to the classical Cadzov algorithm,24 urQRd
117is not sensitive to the rank and to an overestimated number of
118iteration. The urQRd algorithm can be used to reconstruct
119missing values, by considering them as values corrupted by
120some kind of noise. The acquired NUS data are inserted into a
121full length signal in which missing points are initially set to zero.
122An adapted version of the urQRd algorithm is applied to the
123full length signal, after which experimental data points are
124reinjected. The combined steps are then iterated. The adapted
125urQRd algorithm has been optimized for weak signals by using
126the original signal for the projective space determination. FFT
127is then applied on the resulting reconstruction. Data are
128processed first along F2 by FFT with zerofilling of the data size
129apodization and, then along F1 by urQRd with reinjection as
130described using a hypercomplex data representation, and
131displayed after zerofilling of the data size as modulus.25,26

132In 2D NMR the best NUS sampling distribution is usually a
133exponentially biased sampling protocol, with a sampling density
134proportional to the inverse of the relaxation rate.27 The
135situation is quite different for 2D FTICR MS as a new bunch of
136ions has to be introduced for each point in the indirect
137dimension and as using a harmonized cell the signal in the
138direct dimension is almost not damped. In those conditions, the
139simplest NUS sampling distribution is the uniform distribution.
140The ratio of NUS to physical acquisition size afford the average
141gap. Gaps between zero and 2 average gaps are randomly
142generated which generates smaller gaps than a Poisson
143scheme.28

144For determining the scope and limitation of the 2D FTICR
145acquisition, we used a simple peptide substance P ionized by
146nanoESI at an analytical concentration of 1 pmol μL−1. The
147selected doubly charged ion was fragmented by ECD which has
148been comprehensively studied.9,29−31 Experiments were
149performed on a SolariX XR 12 T FTICR MS fitted with a
150harmonized ParaCell32 from Bruker Daltonik GmbH (Bremen,
151Germany). We recorded 2D FTICR mass spectra with the
152improved pulse sequence designed previously and described in
153Scheme S1.10 The final observed pulse used the default
154analytical settings for ion excitation. The two initial encoding
155pulses before ECD are identical with the shorter duration
156available and a lower voltage corresponding to approximately
157an ion radius two times bigger than the dissociating beam. Data
158treatments were done on a Dell R930 cluster fitted with 4 Xeon
159processors encompassing 48 cores with the open source Spike
160suite33 written in Python and which is parallelized allowing fast
161processing. All the acquisition were performed with a physical
162size of 2k × 128k points corresponding to a 30 min acquisition,
163starting from a classical acquisition to NUS acquisitions of size
1644k, 8k, 16k, 32k, and 64k corresponding to NUS ratios 1/2, 1/
1654, 1/8, 1/16, and 1/32, respectively. In 2D spectra displayed in
166Figure S1, clear fragmentation spectra are visible at all NUS
167ratios with scintillation noise slightly increasing when the NUS
168ratio is decreasing.
169To get a more precise view, Figure S2 displays the fragment
170spectrum of the monoisotopic peak normalized on the c5
171fragment at all NUS ratios. The aspect of the fragment
172spectrum is well preserved. The change in peak intensities is
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173 caused by progressive resolution of the monoisotopic peak
t1 174 when the acquisition size varies from 2k to 64k. Table 1

175 describes the number of assigned fragments which increases
176 from 13 for the plain 2k acquisition to 30 for the NUS 1/16
177 32k acquisition. The evolution of the precursor peak fwhm

f1 178 (Figure 1) shows that as expected the resolution increases
179 linearly as the inverse of the NUS ratio until NUS 1/16 (Figure
180 S3) and is slightly below at NUS 1/32. Resolution for NUS 1/

181 16 reaches the value of 2 785 at m/z 674, which corresponds to
182 a normalized resolution of around 10 000 at m/z 200. It is

183noteworthy that even at NUS ratio 1/32, which means skipping
18431 points out of 32, the peak shape is preserved. In 2D NMR
185not so small NUS factor are generally used. As expected, the
186fragments at low or high mass have the same resolution as the
187precursor as shown in Table 1.
188Starting at size 32k (NUS 1/16), the isotope precursors are
189fully separated and the fragment spectrum of each isotope is
190 f2extracted from the 2D spectrum. In Figure 2a, we can see in the
191zoom of the 2D spectrum on the parent peak that the fourth
192isotope can be detected at m/z 676.37. As its intensity is only
1930.84%, the dynamic range is higher than 100. Figure 2b displays
194the 2D spectrum zoom of the reduced monocharged species.
195Two chemical processes are visible: the capture of one electron
196and the capture of one electron followed by hydrogen atom
197loss. If isotopes are not separated, data interpretation is blurred
198whereas it is obvious here.31 Finally in Figure 2c,d the zoom of
199the c6 fragment corresponding to the monoisotopic and first
200isotope are displayed. As expected the monoisotopic peak
201affords only one peak (the small peak at M + 1 is due to
202hydrogen capture discussed above) whereas the first isotope
203gives two peaks in an intensity ratio close to the predicted by
204the number of carbon atoms remaining in the fragment
205(theoretical m/z, (m + 1)/z; intensities, 48, 100; observed, 70,

Table 1. Substance P Doubly Charged Monoisotopic Peak 2D FTICR Spectrum: Quantitative Data

F1 resolutionb

size (k) NUS ratio processing timea (hour) Prec. Frag. 1 Frag. 2 identified fragmentsc fragments/precursor %

2 1 h 18 m 176 180 178 13 65

4 1/2 1 h 34 m 325 348 335 20 65

8 1/4 2 h 14 m 687 626 626 24 75

16 1/8 3 h 42 m 1365 1258 1326 24 66

32 1/16 6 h 39 m 2795 2799 2830 30 63

64 1/32 12 h 17 m 4576 4528 5119 17 23
aProcessing time with the following parameters: urQRd rank 49 and iteration 1, reinjection 2401 times on column containing signal; urQRd rank 7
and iteration 1, reinjection 7 times elsewhere. bPrecursor m/z 674.371; fragment 1, m/z 496.335; fragment 2, m/z 1347.735. cThe full list of
identified fragments is given in Tables S1−S6.

Figure 1. Substance P doubly charged monoisotopic peak 2D FTICR
mass spectrum. Zoom along the F1 (precursor) dimension (from a, 2k
classical acquisition; b, 4k, NUS 1/2; c, 8k, NUS 1/4; d, 16k, NUS 1/
8; e, 32k, NUS 1/16; f, 64k, NUS 1/32). All peaks are defined by
approximately 24 points which is constant as resolution increases
proportionally to the acquisition size.

Figure 2. Substance P doubly charged monoisotopic peak 2D FTICR
spectrum 32 k acquisition, NUS 1/16: (a) zoom on the doubly
charged precursor, (b) zoom on the reduced monocharged species, (c)
zoom on the c6 fragment corresponding the monoisotopic, (d) zoom
on the first isotope (theoretical ratio m/z, (m + 1)/z: 48, 100).
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206 100).34,35 In Tables S7−S10, the observed values for all
207 fragments of the monoisotopic peak and the first three isotopes
208 are given and compared to their theoretical values calculated
209 with the IsoPatrn software.36 Tables S7−S10 show that two
210 contrary phenomena are taking place as the NUS ratio
211 decreases: (i) the resolution increase brings a better separation
212 of the isotopes required for obtaining correct isotopic ratios and
213 (ii) the quality of the reconstruction especially for peaks with a
214 low intensity decreases. For 2k physical spectra, the best trade-
215 off is obtained for NUS 1/16. A simple way to improve the
216 isotopic ratio accuracy is for a given acquisition size to increase

217the physical acquisition size and to use a higher NUS ratio as
218shown below.
219Finally, as an example, we present the 2D spectra (64k ×

220512k at NUS 1/8) of sesame oil triglycerides cationized by
221lithium cation and fragmented by IRMPD which affords as
222main fragment the loss of a fatty acid.37 Sesame oil experiment
223was performed on an Apex 9.4 T FTICR MS fitted with an
224Infinity cell from Bruker Daltonik GmbH (Bremen, Germany)
225showing that 2D NUS acquisition may be performed in any
226ICR cell. For comparison the MS/MS obtained by isolation of
227the same precursors with the front quadrupole analyzer are
228given in Figure S5a−e along with a table of the expected m/z
229(Table S11). On the full 2D spectrum, the neutral loss line is
230 f3clearly apparent (Figure 3a) and when zoomed the loss of
231linolenic acid and oleic acid, which differs only by 2 hydrogens,
232are easily distinguished (Figure 3b). Figure 3c displays a zoom
233on the precursor area and Figure 3d the profile of a precursor
234along the F1 precursor dimension. Its fwhm is 0.44 Da which
235corresponds to a mass resolution of about 2000 at m/z 890 and
236so to a normalized resolution of 9000 at m/z 200. Starting from
237precursor at m/z 890.8, which is the symmetrical triolein
238(OOO), a fragment spectrum containing only one peak is
239observed (Figure 3e). The smaller peaks are due to overlapping
240isotope contributions. When moving 2 Da lower, the
241triglyceride has the composition OOL or OLO and two
242peaks corresponding to the loss of O and L are observed
243(Figure 3f). The same shift is observed 4 Da lower from triolein
244for OLL or LOL (Figure 3g). Finally a fragment spectrum
245containing only one peak is observed for the precursor at m/z
246884.8, 6 Da lower from triolein corresponding again to a
247symmetrical TAG (LLL) (Figure 3h).
248In conclusion we successively implemented for the first time
249a 2D FTICR MS acquisition with nonuniform sampling using
250under-sampling ratio as low as 1/32. The higher sparsity of the
251FTICR data and the larger acquisition size compared to NMR
252accounts for this increase in the useful NUS ratio range before
253reaching the Donoho-Tanner phase transition.38 NUS acquis-
254ition paves the way to high-resolution 2D FTICR MS for both
255precursor and fragments and open a new area in data
256independent analysis (DIA).
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Figure 3. 2D NUS FTICR spectra of sesame oil cationized by Li+ and
fragmented by IRMPD (64k × 512k at NUS 1/8): (a) full 2D
spectrum (a larger view is presented in Figure S4), (b) zoom on the
precursors, (c) zoom on the fatty acid neutral loss, (d) zoom on the
m/z 890.8 (OOO) profile along the F1 (precursor) dimension. Zoom
on profile along the F2 (fragment) dimension corresponding to the
loss of a fatty acid from (e) m/z 890.8 (OOO), (f) m/z 888.8 (OLO
or OOL) profile, (g) m/z 886.8 (LOL or OLL), and (h) m/z 884.8
(LLL).
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Scheme S1. 2D FT-ICR MS pulse sequence. 
 

 
 
The excitation and encoding pulses P1 and P2 are identical and have an overall duration of 723 µs each 

with 0.5 µs per frequency step. The P1 pulse amplitude was tuned to decrease the fragment intensity to 

about half of the maximum. The detection pulse P3 used the default settings for ion excitation in 

Apex/SolariX Control (100 Vpp amplitude and 20 µs per frequency step). 
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Figure S1. Full 2D spectrum at different NUS ratios. a) NUS 1, b) NUS 1/2, c) NUS 1/4, d) NUS 
1/8, e) NUS 1/16, f) NUS 1/32. 



Non‐Uniform	Sampling	Acquisition	of	two‐dimensional	 2D 	FT‐)CR	MS		for	increased	mass	resolution	of	MS/MS	precursor	ions	

5 

 

Figure S2. Fragment spectrum of the normalized mono-isotopic peak of the c5 fragment at 
different NUS ratios. a) NUS 1, b) NUS 1/2, c) NUS 1/4, d) NUS 1/8, e) NUS 1/16, f) NUS 
1/32.  
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Figure S3. FWHM of the precursor peak as a function of the inverse of the NUS ratio. 
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Figure S4. 2D FT-ICR spectra of sesame oil cationized by Li+ and fragmented by IRMPD. 
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Figure S5a. Classical MS/MS FT-ICR spectra of sesame oil cationized by 6Li+ and fragmented by 

IRMPD: upper panel full MS spectrum, right lower panel zoom on the precursor, left lower panel, 

room on fragments corresponding to the loss of a neutral fatty acid a) unselected precursors. 
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Figure S5b. Classical MS/MS FT-ICR spectra of sesame oil cationized by 6Li+ and fragmented by 

IRMPD: upper panel full MS spectrum, right lower panel zoom on the precursor, left lower panel, 

room on fragments corresponding to the loss of a neutral fatty acid b) precursor m/z 890.8 

(quadrupole selection 0.5 m/z). 
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Figure S5c. Classical MS/MS FT-ICR spectra of sesame oil cationized by 6Li+ and fragmented by 

IRMPD: upper panel full MS spectrum, right lower panel zoom on the precursor, left lower panel, 

room on fragments corresponding to the loss of a neutral fatty acid b) precursor m/z 888.8 

(quadrupole selection ±0.5 m/z). 



Non‐Uniform	Sampling	Acquisition	of	two‐dimensional	 2D 	FT‐)CR	MS		for	increased	mass	resolution	of	MS/MS	precursor	ions	

11 

	
Figure S5d. Classical MS/MS FT-ICR spectra of sesame oil cationized by 6Li+ and fragmented by 

IRMPD: upper panel full MS spectrum, right lower panel zoom on the precursor, left lower panel, 

room on fragments corresponding to the loss of a neutral fatty acid b) precursor m/z 886.8 

(quadrupole selection ±0.5 m/z). 



Non‐Uniform	Sampling	Acquisition	of	two‐dimensional	 2D 	FT‐)CR	MS		for	increased	mass	resolution	of	MS/MS	precursor	ions	

12 

 

Figure S5e. Classical MS/MS FT-ICR spectra of sesame oil cationized by 6Li+ and fragmented by 

IRMPD: upper panel full MS spectrum, right lower panel zoom on the precursor, left lower panel, 

room on fragments corresponding to the loss of a neutral fatty acid b) precursor m/z 884.7 

(quadrupole selection ±0.5 m/z). 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 1

3
 

T
a

b
le

 S
1

. 
In

te
rp

re
ta

tio
n

 o
f 

fr
a

g
m

e
n

t 
sp

e
ct

ru
m

 o
f 

th
e

 m
o

n
o

-i
so

to
p

ic
 p

e
a

k 
fo

r 
a

 c
la

ss
ic

a
l n

o
t-

N
U

S
 (

ie
 N

U
S

 1
) 

a
cq

u
is

iti
o

n
. 

 

 
  

P
la

in
 a

c
q

u
is

it
io

n
 (

N
U

S
 1

) 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

if t
p

p
m

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

1
3

5
0

.7
5

9
2

2
M

H
+
 (

+
3

) 
1

3
5

0
.7

5
5

7
-0

.0
0

3
5

2
-2

.6
2

.3
8

E
+

0
7

6
.0

8
2

6
.6

7
%

5
6

2
4

 

1
3

4
9

.7
5

1
2

8
M

H
+
 (

+
2

) 
1

3
4

9
.7

5
6

2
0

.0
0

4
9

2
3

.6
5

.1
3

E
+

0
7

1
3

.1
1

5
7

.5
0

%
5

5
8

1
 

1
3

4
8

.7
4

3
3

4
M

H
+
 (

+
1

) 
1

3
4

8
.7

4
6

6
0

.0
0

3
2

6
2

.4
5

.9
7

E
+

0
7

1
5

.2
7

6
6

.9
8

%
5

5
4

8
 

1
3

4
7

.7
3

5
4

M
H

+
 

1
3

4
7

.7
4

2
1

0
.0

0
6

7
5

.0
8

.9
1

E
+

0
7

2
2

.8
0

1
0

0
.0

0
%

5
5

9
5

 

1
3

3
3

.7
3

2
7

2
M

H
+
 -

N
H

3
 (

+
3

) 
1

3
3

3
.7

2
8

6
-0

.0
0

4
1

2
-3

.1
1

.7
3

E
+

0
7

4
.4

3
5

8
2

3
 

1
3

3
2

.7
2

4
7

8
M

H
+
 -

N
H

3
 (

+
2

) 
1

3
3

2
.7

2
4

9
0

.0
0

0
1

2
0

.1
4

.1
7

E
+

0
7

1
0

.6
6

5
6

8
6

 

1
3

3
1

.7
1

6
8

4
M

H
+
 -

N
H

3
 (

+
1

) 
1

3
3

1
.7

2
3

6
0

.0
0

6
7

6
5

.1
5

.0
5

E
+

0
7

1
2

.9
3

5
6

7
6

 

  
  

1
3

1
5

.6
9

4
2

1
.5

0
E

+
0

7
3

.8
4

5
8

0
5

 

  
  

1
3

1
4

.6
9

3
6

1
.6

7
E

+
0

7
4

.2
7

6
0

3
9

 

  
  

1
3

0
6

.7
2

4
8

1
.4

3
E

+
0

7
3

.6
5

5
9

1
4

 

  
  

1
3

0
5

.7
2

4
6

1
.9

3
E

+
0

7
4

.9
4

6
0

1
0

 

  
  

1
3

0
4

.7
3

1
3

1
.6

6
E

+
0

7
4

.2
4

6
1

1
8

 

1
2

9
1

.6
7

2
9

4
m

1
0

 (
+

1
) 

1
2

9
1

.7
2

3
7

0
.0

5
0

7
6

3
9

.3
1

.7
1

E
+

0
7

4
.3

7
6

2
0

1
 

1
2

9
0

.6
6

5
m

1
0

 
1

2
9

0
.7

1
9

7
0

.0
5

4
7

4
2

.4
2

.2
9

E
+

0
7

5
.8

5
5

9
3

1
 

  
  

1
2

8
9

.6
8

2
9

1
.0

7
E

+
0

7
2

.7
5

5
8

6
6

 

  
  

1
2

8
8

.7
2

9
1

1
.3

3
E

+
0

7
3

.4
1

5
6

8
9

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 1

4
 

 
  

P
la

in
 a

c
q

u
is

it
io

n
 (

N
U

S
 1

) 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

if t
p

p
m

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

  
  

1
2

8
7

.7
3

2
9

1
.7

4
E

+
0

7
4

.4
5

5
9

2
0

 

  
  

1
2

7
8

.7
0

4
1

.3
8

E
+

0
7

3
.5

3
6

2
2

8
 

  
  

1
2

7
7

.7
1

0
9

1
.8

7
E

+
0

7
4

.7
9

5
9

4
4

 

1
2

7
5

.6
9

0
5

m
5

 /
 m

6
 

1
2

7
5

.7
0

6
3

0
.0

1
5

8
1

2
.4

1
.1

7
E

+
0

7
2

.9
8

5
9

3
5

 

  
  

1
2

7
4

.7
2

1
4

1
.7

2
E

+
0

7
4

.4
0

5
9

0
5

 

  
  

1
2

7
3

.6
8

9
1

.3
9

E
+

0
7

3
.5

4
6

4
7

9
 

  
  

1
2

7
1

.7
2

3
6

1
.2

4
E

+
0

7
3

.1
7

6
3

0
9

 

  
  

1
2

7
0

.7
1

6
6

1
.8

1
E

+
0

7
4

.6
3

6
1

6
6

 

  
  

1
2

6
2

.6
6

5
6

1
.0

6
E

+
0

7
2

.7
2

5
8

6
9

 

  
  

1
2

6
1

.6
5

9
2

.8
6

E
+

0
7

7
.3

1
5

8
3

1
 

  
  

1
2

6
0

.6
5

8
5

3
.4

6
E

+
0

7
8

.8
6

6
0

9
4

 

  
  

1
2

5
8

.7
0

7
7

1
.2

1
E

+
0

7
3

.0
9

6
1

5
8

 

  
  

1
2

5
7

.7
0

9
2

1
.5

4
E

+
0

7
3

.9
4

6
1

5
1

 

  
  

1
2

4
7

.6
6

2
1

.1
6

E
+

0
7

2
.9

6
6

1
8

3
 

1
2

1
9

.7
1

8
7

2
c1

0
 (

+
3

) 
1

2
1

9
.7

0
7

7
-0

.0
1

1
0

2
-9

.0
1

.9
9

E
+

0
7

5
.1

0
5

.9
4

%
6

3
5

5
 

1
2

1
8

.7
1

0
7

8
c1

0
 (

+
2

) 
1

2
1

8
.7

0
5

1
-0

.0
0

5
6

8
-4

.7
8

.8
1

E
+

0
7

2
2

.5
2

2
6

.2
7

%
6

1
0

1
 

1
2

1
7

.7
0

2
8

4
c1

0
 (

+
1

) 
1

2
1

7
.7

0
2

1
-0

.0
0

0
7

4
-0

.6
2

.4
6

E
+

0
8

6
2

.8
4

7
3

.2
8

%
6

1
7

2
 

1
2

1
6

.6
9

4
9

c1
0

 
1

2
1

6
.6

9
9

6
0

.0
0

4
7

3
.9

3
.3

5
E

+
0

8
8

5
.7

5
1

0
0

.0
0

%
6

1
7

4
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 1

5
 

 
  

P
la

in
 a

c
q

u
is

it
io

n
 (

N
U

S
 1

) 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

if t
p

p
m

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

  
  

1
1

8
6

.6
3

5
4

1
.0

7
E

+
0

7
2

.7
4

6
4

9
0

 

1
1

0
5

.6
2

6
7

8
c9

 (
+

2
) 

1
1

0
5

.6
1

9
5

-0
.0

0
7

2
8

-6
.6

4
.4

0
E

+
0

7
1

1
.2

5
2

0
.3

7
%

6
7

9
8

 

1
1

0
4

.6
1

8
8

4
c9

 (
+

1
) 

1
1

0
4

.6
1

6
6

-0
.0

0
2

2
4

-2
.0

1
.4

3
E

+
0

8
3

6
.6

3
6

6
.3

1
%

6
8

1
1

 

1
1

0
3

.6
1

0
9

c9
 

1
1

0
3

.6
1

4
3

0
.0

0
3

4
3

.1
2

.1
6

E
+

0
8

5
5

.2
4

1
0

0
.0

0
%

6
8

1
9

 

1
0

7
9

.5
7

0
7

4
z9

 (
+

1
) 

1
0

7
9

.5
6

5
2

-0
.0

0
5

5
4

-5
.1

2
.4

2
E

+
0

7
6

.1
9

5
0

.9
4

%
7

0
2

1
 

1
0

7
8

.5
6

2
8

z9
 

1
0

7
8

.5
6

5
9

0
.0

0
3

1
2

.9
4

.7
5

E
+

0
7

1
2

.1
4

1
0

0
.0

0
%

7
0

0
9

 

1
0

4
8

.6
0

5
2

8
c8

 (
+

2
) 

1
0

4
8

.5
9

5
7

-0
.0

0
9

5
8

-9
.1

3
.4

2
E

+
0

7
8

.7
5

1
9

.3
6

%
7

3
6

5
 

1
0

4
7

.5
9

7
3

4
c8

 (
+

1
) 

1
0

4
7

.5
9

4
-0

.0
0

3
3

4
-3

.2
1

.1
4

E
+

0
8

2
9

.0
9

6
4

.3
4

%
7

2
0

9
 

1
0

4
6

.5
8

9
4

c8
 

1
0

4
6

.5
9

2
4

0
.0

0
3

2
.9

1
.7

7
E

+
0

8
4

5
.2

2
1

0
0

.0
0

%
7

2
2

6
 

  
  

1
0

0
7

.5
2

3
2

1
.0

9
E

+
0

7
2

.7
8

8
0

1
6

 

  
  

1
0

0
4

.5
5

6
3

1
.0

5
E

+
0

7
2

.6
8

8
0

0
2

 

9
0

1
.5

3
6

8
8

c7
 (

+
2

) 
9

0
1

.5
2

7
2

-0
.0

0
9

6
8

-1
0

.7
3

.7
8

E
+

0
7

9
.6

7
1

3
.1

5
%

8
4

3
8

 

9
0

0
.5

2
8

9
4

c7
 (

+
1

) 
9

0
0

.5
2

5
1

-0
.0

0
3

8
4

-4
.3

1
.4

6
E

+
0

8
3

7
.4

3
5

0
.8

8
%

8
3

7
8

 

8
9

9
.5

2
1

c7
 

8
9

9
.5

2
1

9
0

.0
0

0
9

1
.0

2
.8

8
E

+
0

8
7

3
.5

7
1

0
0

.0
0

%
8

3
7

2
 

  
  

8
5

5
.5

0
6

9
2

.4
1

E
+

0
7

6
.1

6
8

9
0

1
 

7
5

4
.4

6
8

4
8

c6
 (

+
2

) 
7

5
4

.4
5

8
-0

.0
1

0
4

8
-1

3
.9

1
.7

4
E

+
0

7
4

.4
6

8
.2

7
%

1
0

2
9

6
 

7
5

3
.4

6
0

5
4

c6
 (

+
1

) 
7

5
3

.4
5

4
-0

.0
0

6
5

4
-8

.7
8

.6
6

E
+

0
7

2
2

.1
4

4
1

.0
9

%
9

9
9

4
 

7
5

2
.4

5
2

6
c6

 
7

5
2

.4
5

2
2

-0
.0

0
0

4
-0

.5
2

.1
1

E
+

0
8

5
3

.8
8

1
0

0
.0

0
%

1
0

0
0

6
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 1

6
 

 
  

P
la

in
 a

c
q

u
is

it
io

n
 (

N
U

S
 1

) 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

if t
p

p
m

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

6
7

6
.3

8
7

1
8

M
H

2
+

 (
+

4
) 

6
7

6
.3

7
3

9
-0

.0
1

3
2

8
-1

9
.6

5
.7

2
E

+
0

7
1

4
.6

3
1

0
3

8
3

 

6
7

5
.8

8
3

2
1

M
H

2
+

 (
+

3
) 

6
7

5
.8

7
2

7
-0

.0
1

0
5

1
-1

5
.6

2
.5

3
E

+
0

8
6

4
.6

7
1

0
8

4
0

 

  
  

6
7

5
.6

6
9

2
1

.3
9

E
+

0
7

3
.5

6
9

7
8

6
 

6
7

5
.3

7
9

2
4

M
H

2
+

 (
+

2
) 

6
7

5
.3

7
1

9
-0

.0
0

7
3

4
-1

0
.9

8
.4

4
E

+
0

8
2

1
5

.7
7

1
0

9
3

5
 

6
7

4
.8

7
5

2
7

M
H

2
+
 (

+
1

) 
6

7
4

.8
7

1
1

-0
.0

0
4

1
7

-6
.2

2
.0

0
E

+
0

9
5

1
1

.6
6

1
0

9
9

8
 

6
7

4
.3

7
1

3
M

H
2
+
 

6
7

4
.3

6
9

9
-0

.0
0

1
4

-2
.1

3
.0

9
E

+
0

9
7

8
9

.1
7

1
1

1
2

0
 

  
  

6
7

4
.2

9
4

4
.2

6
E

7
1

0
.9

0
1

7
2

3
3

 

  
  

6
7

3
.5

1
3

1
.0

7
E

+
0

7
2

.7
5

1
5

7
9

4
 

6
2

6
.4

0
9

8
8

c5
 (

+
2

) 
6

2
6

.3
9

8
1

-0
.0

1
1

7
8

-1
8

.8
2

.2
8

E
+

0
7

5
.8

4
5

.8
4

%
1

2
4

3
9

 

6
2

5
.4

0
1

9
4

c5
 (

+
1

) 
6

2
5

.3
9

5
8

-0
.0

0
6

1
4

-9
.8

1
.3

3
E

+
0

8
3

3
.9

0
3

3
.9

0
%

1
2

0
1

4
 

6
2

4
.3

9
4

c5
 

6
2

4
.3

9
2

9
-0

.0
0

1
1

-1
.8

3
.9

1
E

+
0

8
1

0
0

.0
0

1
0

0
.0

0
%

1
1

9
7

6
 

6
2

3
.3

8
6

2
c5

 (
-1

) 
6

2
3

.3
8

5
4

-0
.0

0
0

8
-1

.3
4

.9
4

E
+

0
7

1
2

.6
4

1
1

9
1

5
 

5
5

2
.3

0
9

1
c9

2
+
 

5
5

2
.3

1
3

3
0

.0
0

4
2

7
.6

1
.5

5
E

+
0

7
3

.9
6

1
3

1
4

2
 

4
9

7
.3

4
3

3
4

c4
 (

+
1

) 
4

9
7

.3
3

7
2

-0
.0

0
6

1
4

-1
2

.3
4

.8
3

E
+

0
7

1
2

.3
6

2
6

.3
5

%
1

5
0

3
2

 

4
9

6
.3

3
5

4
c4

 
4

9
6

.3
3

3
8

-0
.0

0
1

6
-3

.2
1

.8
3

E
+

0
8

4
6

.9
1

1
0

0
.0

0
%

1
5

1
9

1
 

4
9

5
.3

2
7

6
c4

 (
-1

) 
4

9
5

.3
2

5
9

-0
.0

0
1

7
-3

.4
4

.7
5

E
+

0
7

1
2

.1
5

1
5

2
5

5
 

  
  

  
  

  
4

2
4

.2
5

2
3

2
.0

8
E

+
0

7
5

.3
2

  
1

7
9

9
5

 

 
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 1

7
 

T
a

b
le

 S
2

. 
In

te
rp

re
ta

tio
n

 o
f 

fr
a

g
m

e
n

t 
sp

e
ct

ru
m

 o
f 

th
e

 m
o

n
o

-i
so

to
p

ic
 p

e
a

k 
fo

r 
a

 N
U

S
 1

/2
 a

cq
u

is
iti

o
n.

 

 

  
  

N
U

S
 1

/2
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

1
3

5
1

.7
4

3
2

2
M

H
+
 (

+
4

) 
1

3
5

1
.7

5
8

1
0

.0
1

4
8

8
1

1
.0

  
2

.5
8

E
+

0
7

1
.7

0
7

.0
3

%
6

2
7

9
 

1
3

5
0

.7
3

5
2

8
M

H
+
 (

+
3

) 
1

3
5

0
.7

5
7

5
0

.0
2

2
2

2
1

6
.5

1
.0

0
E

+
0

8
6

.6
0

2
7

.3
0

%
5

6
4

8
 

1
3

4
9

.7
2

7
3

4
M

H
+
 (

+
2

) 
1

3
4

9
.7

5
4

5
0

.0
2

7
1

6
2

0
.1

2
.6

3
E

+
0

8
1

7
.3

2
7

1
.6

4
%

5
5

9
2

 

1
3

4
8

.7
1

9
4

M
H

+
 (

+
1

) 
1

3
4

8
.7

6
2

6
0

.0
4

3
2

3
2

.0
9

.7
4

E
+

0
7

6
.4

2
2

6
.5

5
%

5
4

1
8

 

1
3

4
7

.7
1

1
6

M
H

+
 

1
3

4
7

.7
4

1
1

0
.0

2
9

5
2

1
.9

3
.6

7
E

+
0

8
2

4
.1

8
1

0
0

.0
0

%
5

5
6

2
 

1
3

3
4

.7
1

6
7

2
M

H
+

 -
N

H
3

 (
+

4
) 

1
3

3
4

.7
2

5
5

0
.0

0
8

7
8

6
.6

2
.2

2
E

+
0

7
1

.4
6

9
6

5
1

 

1
3

3
3

.7
0

8
7

8
M

H
+

 -
N

H
3

 (
+

3
) 

1
3

3
3

.7
2

8
0

.0
1

9
2

2
1

4
.4

7
.9

2
E

+
0

7
5

.2
2

5
9

9
7

 

1
3

3
2

.7
0

0
8

4
M

H
+
 -

N
H

3
 (

+
2

) 
1

3
3

2
.7

2
4

8
0

.0
2

3
9

6
1

8
.0

2
.1

8
E

+
0

8
1

4
.3

9
5

6
5

7
 

1
3

3
1

.6
9

2
9

M
H

+
 -

N
H

3
 (

+
1

) 
1

3
3

1
.7

2
3

7
0

.0
3

0
8

2
3

.1
2

.3
3

E
+

0
8

1
5

.3
7

5
7

0
0

 

  
  

1
3

1
6

.7
2

4
6

1
.3

6
E

+
0

7
0

.8
9

1
0

8
3

2
 

  
  

1
3

1
6

.6
1

5
8

1
.4

6
E

+
0

7
0

.9
6

7
7

4
0

 

  
  

1
3

1
5

.7
0

4
7

8
.4

8
E

+
0

7
5

.5
9

7
1

4
7

 

  
  

1
3

1
4

.6
9

8
8

.1
0

E
+

0
7

5
.3

4
5

7
6

4
 

  
  

1
3

0
7

.7
0

7
6

1
.3

5
E

+
0

7
0

.8
9

7
7

7
9

 

  
  

1
3

0
6

.7
3

8
5

6
.9

7
E

+
0

7
4

.6
0

8
6

6
9

 

  
  

1
3

0
5

.7
2

1
5

9
.3

1
E

+
0

7
6

.1
4

5
7

4
6

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 1

8
 

  
  

N
U

S
 1

/2
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

1
3

0
4

.7
7

0
9

9
.1

4
E

+
0

7
6

.0
2

8
3

8
2

 

  
  

1
3

0
3

.7
2

5
7

1
.0

0
E

+
0

8
6

.6
1

5
7

6
5

 

  
  

1
3

0
1

.7
5

5
6

1
.4

6
E

+
0

7
0

.9
6

1
0

7
6

5
 

1
2

9
3

.6
8

8
8

2
m

1
0

 (
+

3
) 

1
2

9
3

.6
8

1
1

-0
.0

0
7

7
2

-6
.0

2
.2

8
E

+
0

7
1

.5
0

1
0

2
9

9
 

1
2

9
2

.6
8

0
8

8
m

1
0

 (
+

2
) 

1
2

9
2

.6
9

7
5

0
.0

1
6

6
2

1
2

.9
4

.1
7

E
+

0
7

2
.7

5
8

5
1

3
 

1
2

9
1

.6
7

2
9

4
m

1
0

 (
+

1
) 

1
2

9
1

.7
2

3
0

.0
5

0
0

6
3

8
.8

6
.6

0
E

+
0

7
4

.3
5

5
9

1
8

 

1
2

9
0

.6
6

5
m

1
0

 
1

2
9

0
.7

2
3

7
0

.0
5

8
7

4
5

.5
5

.6
9

E
+

0
7

3
.7

5
5

8
4

8
 

  
  

1
2

8
9

.7
9

7
1

2
.8

3
E

+
0

7
1

.8
7

1
1

2
0

5
 

  
  

1
2

8
9

.7
0

4
6

2
.6

8
E

+
0

7
1

.7
6

5
3

9
7

 

  
  

1
2

8
9

.6
3

7
1

3
.1

1
E

+
0

7
2

.0
5

1
1

2
4

1
 

  
  

1
2

8
8

.7
4

3
9

6
.5

3
E

+
0

7
4

.3
0

1
0

0
2

1
 

  
  

1
2

8
5

.6
9

7
4

1
.2

0
E

+
0

7
0

.7
9

9
3

5
4

 

1
2

7
9

.7
2

2
2

6
m

5
 /

 m
6

 (
+

4
) 

1
2

7
9

.7
0

1
9

-0
.0

2
0

3
6

-1
5

.9
2

.2
5

E
+

0
7

1
.4

8
9

1
5

2
 

1
2

7
8

.7
1

4
3

2
m

5
 /

 m
6

 (
+

3
) 

1
2

7
8

.7
0

8
4

-0
.0

0
5

9
2

-4
.6

5
.7

7
E

+
0

7
3

.8
0

3
5

3
7

 

1
2

7
7

.7
0

6
3

8
m

5
 /

 m
6

 (
+

2
) 

1
2

7
7

.6
9

3
1

-0
.0

1
3

2
8

-1
0

.4
8

.2
1

E
+

0
7

5
.4

1
5

8
4

2
 

1
2

7
6

.6
9

8
4

4
m

5
 /

 m
6

 (
+

1
) 

1
2

7
6

.7
1

2
9

0
.0

1
4

4
6

1
1

.3
2

.2
4

E
+

0
7

1
.4

7
7

5
2

2
 

1
2

7
5

.6
9

0
5

m
5

 /
 m

6
 

1
2

7
5

.7
2

6
0

.0
3

5
5

2
7

.8
7

.6
6

E
+

0
7

5
.0

5
5

5
6

0
 

1
2

7
4

.7
2

4
4

8
m

1
1

 (
+

2
) 

1
2

7
4

.7
3

5
9

0
.0

1
1

4
2

9
.0

6
.0

0
E

+
0

7
3

.9
5

5
8

1
2

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 1

9
 

  
  

N
U

S
 1

/2
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

1
2

7
3

.7
1

6
5

4
m

1
1

 (
+

1
) 

1
2

7
3

.6
9

0
8

-0
.0

2
5

7
4

-2
0

.2
4

.9
4

E
+

0
7

3
.2

6
4

6
9

3
 

1
2

7
2

.7
0

8
6

m
1

1
 

1
2

7
2

.7
1

5
1

0
.0

0
6

5
5

.1
1

.3
1

E
+

0
7

0
.8

7
8

1
7

5
 

  
  

1
2

7
1

.7
1

7
4

6
.1

4
E

+
0

7
4

.0
5

9
3

4
3

 

  
  

1
2

7
0

.7
1

1
1

7
.8

7
E

+
0

7
5

.1
9

6
9

2
5

 

  
  

1
2

6
2

.6
3

5
7

5
.2

2
E

+
0

7
3

.4
4

1
1

3
0

6
 

  
  

1
2

6
1

.6
6

1
9

1
.4

7
E

+
0

8
9

.7
0

5
8

8
4

 

  
  

1
2

6
0

.6
5

8
5

1
.4

7
E

+
0

8
9

.6
6

5
9

9
5

 

  
  

1
2

5
8

.6
9

7
.3

3
E

+
0

7
4

.8
3

1
0

0
0

7
 

  
  

1
2

5
7

.7
0

7
1

6
.6

0
E

+
0

7
4

.3
5

6
0

3
2

 

  
  

1
2

4
9

.6
9

4
8

4
.1

7
E

+
0

7
2

.7
5

1
0

0
5

5
 

  
  

1
2

4
8

.6
3

5
2

3
.9

7
E

+
0

7
2

.6
1

1
0

5
1

0
 

  
  

1
2

4
1

.6
9

1
1

1
.7

6
E

+
0

7
1

.1
6

1
0

8
4

1
 

  
  

1
2

4
0

.6
3

8
1

.5
8

E
+

0
7

1
.0

4
1

0
4

3
1

 

  
  

1
2

3
3

.6
7

8
1

.2
0

E
+

0
7

0
.7

9
8

8
6

4
 

1
2

1
9

.7
1

8
7

2
c1

0
 (

+
3

) 
1

2
1

9
.7

0
5

7
-0

.0
1

3
0

2
-1

0
.7

6
.0

7
E

+
0

7
4

.0
0

4
.3

8
%

5
8

5
2

 

1
2

1
8

.7
1

0
7

8
c1

0
 (

+
2

) 
1

2
1

8
.7

0
6

9
-0

.0
0

3
8

8
-3

.2
3

.1
2

E
+

0
8

2
0

.5
5

2
2

.5
1

%
6

0
6

4
 

  
  

1
2

1
7

.9
4

0
6

1
.8

7
E

+
0

7
1

.2
3

1
0

2
0

8
 

1
2

1
7

.7
0

2
8

4
c1

0
 (

+
1

) 
1

2
1

7
.7

0
2

6
-0

.0
0

0
2

4
-0

.2
1

.1
4

E
+

0
9

7
5

.2
8

8
2

.4
3

%
6

1
5

4
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 2

0
 

  
  

N
U

S
 1

/2
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

1
2

1
6

.6
9

4
9

c1
0

 
1

2
1

6
.6

9
9

6
0

.0
0

4
7

3
.9

1
.3

9
E

+
0

9
9

1
.3

1
1

0
0

.0
0

%
6

2
3

1
 

  
  

1
2

1
6

.4
4

2
8

1
.2

7
E

+
0

7
0

.8
4

8
9

0
5

 

  
  

1
2

0
4

.6
5

0
8

1
.5

2
E

+
0

7
1

.0
0

9
8

1
0

 

1
2

0
0

.6
7

6
3

4
b

1
0

 (
+

1
) 

1
2

0
0

.6
6

7
2

-0
.0

0
9

1
4

-7
.6

1
.3

8
E

+
0

7
0

.9
1

5
6

.8
8

%
1

0
0

6
3

 

1
1

9
9

.6
6

8
4

b
1

0
 

1
1

9
9

.6
9

0
5

0
.0

2
2

1
1

8
.4

2
.4

3
E

+
0

7
1

.6
0

1
0

0
.0

0
%

8
0

1
9

 

1
1

9
1

.6
3

4
3

y1
0

 
1

1
9

1
.6

0
9

5
-0

.0
2

4
8

-2
0

.8
1

.0
4

E
+

0
7

0
.6

8
1

1
6

6
6

 

  
  

1
1

8
7

.6
8

8
4

2
.7

4
E

+
0

7
1

.8
1

9
0

1
8

 

  
  

1
1

8
6

.6
2

1
2

3
.3

7
E

+
0

7
2

.2
2

1
1

1
6

2
 

1
1

0
6

.6
3

4
7

2
c9

 (
+

3
) 

1
1

0
6

.6
1

0
9

-0
.0

2
3

8
2

-2
1

.5
3

.1
5

E
+

0
7

2
.0

8
3

.4
5

%
1

1
9

3
5

 

1
1

0
5

.6
2

6
7

8
c9

 (
+

2
) 

1
1

0
5

.6
2

0
3

-0
.0

0
6

4
8

-5
.9

1
.5

6
E

+
0

8
1

0
.2

6
1

7
.0

1
%

6
6

7
8

 

  
  

1
1

0
4

.8
1

3
9

1
.1

8
E

+
0

7
0

.7
8

1
2

9
2

1
 

1
1

0
4

.6
1

8
8

4
c9

 (
+

1
) 

1
1

0
4

.6
1

6
8

-0
.0

0
2

0
4

-1
.8

6
.4

4
E

+
0

8
4

2
.4

5
7

0
.4

0
%

6
8

0
4

 

1
1

0
3

.6
1

0
9

c9
 

1
1

0
3

.6
1

4
9

0
.0

0
4

3
.6

9
.1

5
E

+
0

8
6

0
.3

0
1

0
0

.0
0

%
6

7
0

9
 

1
0

9
4

.5
8

1
5

y9
 

1
0

9
4

.5
7

5
3

-0
.0

0
6

2
-5

.7
1

.8
8

E
+

0
7

1
.2

4
9

4
4

4
 

1
0

8
0

.5
5

4
7

4
z9

 (
+

1
) 

1
0

8
0

.5
5

5
7

0
.0

0
0

9
6

0
.9

1
.2

3
E

+
0

7
0

.8
1

9
.7

1
%

6
2

1
1

 

1
0

7
9

.5
4

6
8

z9
 

1
0

7
9

.5
6

5
8

0
.0

1
9

1
7

.6
1

.2
7

E
+

0
8

8
.3

4
1

0
0

.0
0

%
6

7
8

5
 

1
0

7
8

.5
3

9
y9

 -
N

H
3

 (
+

1
) 

1
0

7
8

.5
6

5
6

0
.0

2
6

6
2

4
.7

2
.1

7
E

+
0

8
1

4
.3

3
6

9
3

2
 

  
  

1
0

6
0

.5
7

3
5

1
.4

7
E

+
0

7
0

.9
7

1
2

7
5

2
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 2

1
 

  
  

N
U

S
 1

/2
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

1
0

5
9

.5
8

7
3

2
.8

1
E

+
0

7
1

.8
5

1
3

7
6

9
 

1
0

4
9

.6
1

3
2

2
c8

 (
+

3
) 

1
0

4
9

.6
1

9
3

0
.0

0
6

0
8

5
.8

1
.8

9
E

+
0

7
1

.2
5

2
.4

2
%

9
4

5
5

 

1
0

4
8

.6
0

5
2

8
c8

 (
+

2
) 

1
0

4
8

.5
9

6
-0

.0
0

9
2

8
-8

.8
1

.2
7

E
+

0
8

8
.3

5
1

6
.2

2
%

7
2

8
1

 

1
0

4
7

.5
9

7
3

4
c8

 (
+

1
) 

1
0

4
7

.5
9

4
1

-0
.0

0
3

2
4

-3
.1

5
.2

6
E

+
0

8
3

4
.6

7
6

7
.3

3
%

7
2

4
2

 

1
0

4
6

.5
8

9
4

c8
 

1
0

4
6

.5
9

2
4

0
.0

0
3

2
.9

7
.8

1
E

+
0

8
5

1
.4

8
1

0
0

.0
0

%
7

0
7

9
 

  
  

1
0

2
1

.5
3

1
.6

4
E

+
0

7
1

.0
8

7
1

5
5

 

  
  

1
0

2
0

.5
4

2
8

3
.5

3
E

+
0

7
2

.3
2

1
4

5
1

1
 

  
  

1
0

1
8

.5
5

0
4

1
.0

7
E

+
0

7
0

.7
1

8
6

1
1

 

  
  

1
0

0
8

.5
5

6
9

2
.1

1
E

+
0

7
1

.3
9

1
1

5
9

0
 

  
  

1
0

0
7

.5
1

6
4

2
.5

0
E

+
0

7
1

.6
4

9
7

3
4

 

  
  

1
0

0
7

.4
6

9
9

2
.2

3
E

+
0

7
1

.4
7

1
1

5
1

9
 

  
  

1
0

0
5

.5
4

7
5

2
.3

7
E

+
0

7
1

.5
6

4
5

8
4

 

  
  

1
0

0
4

.5
8

2
6

3
.4

4
E

+
0

7
2

.2
7

1
0

1
1

1
 

  
  

1
0

0
4

.4
9

3
3

2
.6

1
E

+
0

7
1

.7
2

1
2

5
4

1
 

  
  

9
4

6
.5

1
8

2
1

.0
7

E
+

0
7

0
.7

0
8

8
8

9
 

9
0

2
.5

4
4

8
2

c7
 (

+
3

) 
9

0
2

.5
2

4
3

-0
.0

2
0

5
2

-2
2

.7
1

.8
8

E
+

0
7

1
.2

4
1

.5
3

%
1

2
7

3
5

 

9
0

1
.5

3
6

8
8

c7
 (

+
2

) 
9

0
1

.5
2

9
4

-0
.0

0
7

4
8

-8
.3

1
.4

2
E

+
0

8
9

.3
6

1
1

.5
4

%
8

4
7

9
 

9
0

0
.5

2
8

9
4

c7
 (

+
1

) 
9

0
0

.5
2

4
2

-0
.0

0
4

7
4

-5
.3

7
.1

6
E

+
0

8
4

7
.2

1
5

8
.2

1
%

8
3

2
0

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 2

2
 

  
  

N
U

S
 1

/2
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

8
9

9
.5

2
1

c7
 

8
9

9
.5

2
1

9
0

.0
0

0
9

1
.0

1
.2

3
E

+
0

9
8

1
.1

1
1

0
0

.0
0

%
8

4
1

3
 

  
  

8
5

6
.5

0
9

3
4

.8
7

E
+

0
7

3
.2

1
9

4
0

8
 

  
  

8
5

5
.5

0
7

9
1

.1
3

E
+

0
8

7
.4

2
8

5
7

4
 

7
5

4
.4

6
8

4
8

c6
 (

+
2

) 
7

5
4

.4
5

8
5

-0
.0

0
9

9
8

-1
3

.2
6

.4
9

E
+

0
7

4
.2

7
7

.7
5

%
1

0
0

6
7

 

7
5

3
.4

6
0

5
4

c6
 (

+
1

) 
7

5
3

.4
5

4
5

-0
.0

0
6

0
4

-8
.0

4
.0

2
E

+
0

8
2

6
.5

0
4

8
.0

1
%

9
9

3
3

 

7
5

2
.4

5
2

6
c6

 
7

5
2

.4
5

2
5

-1
E

-0
4

-0
.1

8
.3

7
E

+
0

8
5

5
.1

9
1

0
0

.0
0

%
9

9
7

6
 

7
5

1
.4

4
4

8
c6

 (
-1

) 
7

5
1

.4
2

3
8

-0
.0

2
1

-2
7

.9
2

.4
5

E
+

0
7

1
.6

2
1

3
1

9
4

 

6
7

6
.3

8
7

1
8

M
H

2
+
 (

+
4

) 
6

7
6

.3
7

1
3

-0
.0

1
5

8
8

-2
3

.5
7

.0
3

E
+

0
7

4
.6

3
1

0
8

3
8

 

6
7

5
.8

8
3

2
1

M
H

2
+

 (+
3

) 
6

7
5

.8
7

1
2

-0
.0

1
2

0
1

-1
7

.8
5

.1
6

E
+

0
8

3
4

.0
2

1
1

0
9

9
 

  
  

6
7

5
.6

9
9

4
1

.8
9

E
+

0
7

1
.2

4
1

6
6

0
4

 

  
  

6
7

5
.6

6
4

6
2

.1
7

E
+

0
7

1
.4

3
1

2
3

7
1

 

  
  

6
7

5
.6

3
6

1
.4

8
E

+
0

7
0

.9
8

2
2

2
7

6
 

  
  

6
7

5
.5

5
5

1
1

.3
5

E
+

0
7

0
.8

9
1

9
8

1
8

 

6
7

5
.3

7
9

2
4

M
H

2
+
 (

+
2

) 
6

7
5

.3
7

2
1

-0
.0

0
7

1
4

-1
0

.6
2

.5
9

E
+

0
9

1
7

0
.7

1
1

0
8

9
2

 

  
  

6
7

5
.2

2
9

9
3

.0
8

E
+

0
7

2
.0

3
1

7
7

0
6

 

  
  

6
7

5
.1

9
0

8
2

.2
2

E
+

0
7

1
.4

7
2

0
6

3
6

 

  
  

6
7

5
.1

5
9

2
2

.0
8

E
+

0
7

1
.3

7
2

0
5

0
1

 

  
  

6
7

5
.1

2
2

4
2

.2
9

E
+

0
7

1
.5

1
1

7
9

4
1

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 2

3
 

  
  

N
U

S
 1

/2
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

6
7

5
.0

8
7

1
2

.7
5

E
+

0
7

1
.8

1
1

9
3

2
2

 

  
  

6
7

5
.0

5
1

7
3

.1
5

E
+

0
7

2
.0

8
2

0
4

8
2

 

6
7

4
.8

7
5

2
7

M
H

2
+
 (

+
1

) 
6

7
4

.8
7

1
-0

.0
0

4
2

7
-6

.3
8

.3
2

E
+

0
9

5
4

8
.3

7
1

0
9

9
9

 

6
7

4
.3

7
1

3
M

H
2
+
 

6
7

4
.3

6
9

8
-0

.0
0

1
5

-2
.2

1
.6

5
E

+
1

0
1

0
8

6
.5

9
1

1
1

8
6

 

  
  

6
7

4
.2

9
3

7
2

.3
0

E
+

0
8

1
5

.1
7

1
7

2
2

6
 

  
  

6
7

3
.8

2
1

7
2

.0
7

E
+

0
7

1
.3

6
2

2
1

2
4

 

  
  

6
7

3
.6

6
8

9
1

.1
6

E
+

0
7

0
.7

7
2

0
5

3
2

 

  
  

6
7

3
.5

5
5

7
2

.4
2

E
+

0
7

1
.6

0
1

7
5

1
7

 

  
  

6
7

3
.4

8
5

8
1

.5
8

E
+

0
7

1
.0

4
2

1
1

3
4

 

  
  

6
7

3
.4

1
3

6
1

.4
3

E
+

0
7

0
.9

4
1

9
0

6
5

 

  
  

6
6

5
.8

6
2

.5
0

E
+

0
7

1
.6

5
1

4
2

7
3

 

6
2

6
.4

0
9

8
8

c5
 (

+
2

) 
6

2
6

.3
9

8
2

-0
.0

1
1

6
8

-1
8

.6
7

.9
0

E
+

0
7

5
.2

0
5

.2
0

%
1

2
4

5
2

 

6
2

5
.4

0
1

9
4

c5
 (

+
1

) 
6

2
5

.3
9

5
3

-0
.0

0
6

6
4

-1
0

.6
6

.3
8

E
+

0
8

4
2

.0
2

4
2

.0
2

%
1

1
7

6
8

 

6
2

4
.3

9
4

c5
 

6
2

4
.3

9
2

9
-0

.0
0

1
1

-1
.8

1
.5

2
E

+
0

9
1

0
0

.0
0

1
0

0
.0

0
%

1
1

8
9

2
 

6
2

3
.3

8
6

2
c5

 (
-1

) 
6

2
3

.3
8

5
1

-0
.0

0
1

1
-1

.8
2

.2
8

E
+

0
8

1
5

.0
2

1
2

0
8

3
 

6
0

7
.3

6
7

5
b

5
 

6
0

7
.3

6
8

5
0

.0
0

1
1

.6
1

.1
8

E
+

0
7

0
.7

8
1

6
8

9
5

 

  
  

6
0

6
.3

8
4

7
1

.0
2

E
+

0
7

0
.6

7
1

3
8

9
8

 

  
  

5
5

3
.3

2
0

2
1

.7
2

E
+

0
7

1
.1

3
9

2
6

1
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 2

4
 

  
  

N
U

S
 1

/2
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 

in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

5
5

2
.3

0
9

1
c9

2
+
 

5
5

2
.3

1
2

4
6

.9
1

E
+

0
7

4
.5

5
1

2
7

9
8

 

4
9

7
.3

4
3

3
4

c4
 (

+
1

) 
4

9
7

.3
3

6
6

2
.0

3
E

+
0

8
1

3
.3

9
2

9
.9

7
%

1
4

9
6

4
 

4
9

6
.3

3
5

4
c4

 
4

9
6

.3
3

3
8

6
.7

8
E

+
0

8
4

4
.6

9
1

0
0

.0
0

%
1

5
0

4
5

 

4
9

5
.3

2
7

6
c4

 (
-1

) 
4

9
5

.3
2

5
8

1
.9

6
E

+
0

8
1

2
.9

0
1

5
1

2
6

 

  
  

4
2

5
.2

5
5

5
1

.1
9

E
+

0
7

0
.7

9
1

7
6

9
1

 

  
  

4
2

5
.2

5
0

4
1

.2
7

E
+

0
7

0
.8

4
2

7
7

5
2

 

  
  

4
2

4
.2

5
2

3
7

.9
4

E
+

0
7

5
.2

3
1

8
0

3
1

 

2
5

4
.1

6
1

2
b

2
 

2
5

4
.1

5
8

  
  

  
2

.3
6

E
+

0
7

1
.5

6
  

4
3

6
7

3
 

  
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 2

5
 

T
a

b
le

 S
3

. 
In

te
rp

re
ta

tio
n

 o
f 

fr
a

g
m

e
n

t 
sp

e
ct

ru
m

 o
f 

th
e

 m
o

n
o

-i
so

to
p

ic
 p

e
a

k 
fo

r 
a

 N
U

S
 1

/4
 a

cq
u

is
iti

o
n.

 

 

  
  

N
U

S
 1

/4
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
R

e
la

tiv
e

 
in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

 
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

1
3

5
0

.7
5

9
2

2
M

H
+
 (

+
3

) 
1

3
5

0
.7

8
2

3
0

.0
2

3
0

8
1

7
.1

  
4

.2
5

E
+

0
7

0
.5

7
3

.6
7

%
6

6
0

2
 

1
3

4
9

.7
5

1
2

8
M

H
+
 (

+
2

) 
1

3
4

9
.7

5
3

1
0

.0
0

1
8

2
1

.3
6

.9
8

E
+

0
8

9
.2

9
6

0
.2

1
%

5
2

1
6

 

1
3

4
8

.7
4

3
3

4
M

H
+
 (

+
1

) 
1

3
4

8
.7

5
2

0
.0

0
8

6
6

6
.4

1
.1

6
E

+
0

9
1

5
.4

3
1

0
0

.0
0

%
5

5
4

9
 

1
3

4
7

.7
3

5
4

M
H

+
 

1
3

4
7

.7
3

9
9

0
.0

0
4

5
3

.3
1

.0
9

E
+

0
9

1
4

.5
2

9
4

.0
7

%
5

6
4

2
 

1
3

3
3

.7
0

8
7

8
M

H
+
 -

N
H

3
 (

+
2

) 
1

3
3

3
.7

2
3

5
0

.0
1

4
7

2
1

1
.0

2
.7

1
E

+
0

7
0

.3
6

9
4

9
6

 

1
3

3
2

.7
0

0
8

4
M

H
+
 -

N
H

3
 (

+
1

) 
1

3
3

2
.7

2
5

6
0

.0
2

4
7

6
1

8
.6

4
.0

4
E

+
0

8
5

.3
8

5
8

8
0

 

1
3

3
1

.6
9

2
9

M
H

+
 -

N
H

3
 +

1
) 

1
3

3
1

.7
2

3
4

0
.0

3
0

5
2

2
.9

6
.4

0
E

+
0

8
8

.5
2

5
6

0
0

 

  
  

 
1

3
1

5
.7

3
4

2
8

.7
4

E
+

0
7

1
.1

6
9

0
7

7
 

  
  

 
1

3
1

4
.6

9
6

7
2

.3
4

E
+

0
8

3
.1

1
6

0
1

1
 

  
  

 
1

3
0

6
.7

3
4

7
4

.4
8

E
+

0
7

0
.6

0
5

6
4

1
 

  
  

 
1

3
0

5
.7

1
5

9
2

.0
8

E
+

0
8

2
.7

7
5

6
7

4
 

  
  

 
1

3
0

4
.8

1
0

6
7

.4
2

E
+

0
7

0
.9

9
1

0
4

7
7

 

  
  

 
1

3
0

4
.7

2
4

2
7

.1
6

E
+

0
7

0
.9

5
3

9
3

6
 

  
  

 
1

3
0

4
.6

5
5

7
.3

8
E

+
0

7
0

.9
8

8
9

4
0

 

  
  

 
1

3
0

3
.7

2
8

7
2

.7
1

E
+

0
8

3
.6

0
6

1
9

3
 

  
  

 
1

3
0

2
.7

0
9

7
1

.2
2

E
+

0
7

0
.1

6
5

5
9

1
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 2

6
 

  
  

N
U

S
 1

/4
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
R

e
la

tiv
e

 
in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

 
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

 
1

3
0

1
.7

6
2

.6
5

E
+

0
7

0
.3

5
1

1
1

3
6

 

  
  

 
1

2
9

3
.6

6
5

2
1

.3
9

E
+

0
7

0
.1

8
5

4
3

7
 

1
2

9
1

.6
7

2
9

4
m

1
0

 (
+

1
) 

1
2

9
1

.7
1

9
0

.0
4

6
0

6
3

5
.7

1
.5

4
E

+
0

8
2

.0
6

5
9

1
7

 

1
2

9
0

.6
6

5
m

1
0

 
1

2
9

0
.7

1
5

8
0

.0
5

0
8

3
9

.4
2

.9
0

E
+

0
8

3
.8

6
6

0
7

5
 

  
  

 
1

2
8

8
.7

7
7

7
6

.0
5

E
+

0
7

0
.8

1
9

9
3

4
 

  
  

 
1

2
8

7
.7

2
1

.2
1

E
+

0
8

1
.6

1
7

4
5

4
 

  
  

 
1

2
8

5
.7

2
4

9
1

.7
9

E
+

0
7

0
.2

4
7

5
7

5
 

  
  

 
1

2
8

4
.7

8
5

1
.9

0
E

+
0

7
0

.2
5

1
0

8
0

0
 

  
  

 
1

2
8

4
.7

3
9

9
1

.9
5

E
+

0
7

0
.2

6
9

1
5

5
 

  
  

 
1

2
7

7
.7

0
6

9
2

.2
5

E
+

0
8

3
.0

0
5

1
7

2
 

  
  

 
1

2
7

5
.7

2
5

7
1

.4
9

E
+

0
8

1
.9

9
5

2
7

7
 

  
  

 
1

2
7

4
.7

2
2

8
2

.3
1

E
+

0
8

3
.0

7
5

0
6

1
 

  
  

 
1

2
7

3
.7

2
3

3
1

.1
0

E
+

0
8

1
.4

7
1

0
3

0
3

 

  
  

 
1

2
7

1
.7

5
0

6
5

.9
8

E
+

0
7

0
.8

0
8

8
6

7
 

  
  

 
1

2
7

0
.7

0
7

5
2

.2
2

E
+

0
8

2
.9

6
8

3
9

0
 

  
  

 
1

2
6

1
.6

6
3

3
2

.8
4

E
+

0
8

3
.7

8
5

8
9

7
 

  
  

 
1

2
6

0
.6

6
0

9
4

.3
4

E
+

0
8

5
.7

8
5

8
5

0
 

  
  

 
1

2
5

8
.6

9
8

2
8

.7
6

E
+

0
7

1
.1

7
9

0
5

2
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 2

7
 

  
  

N
U

S
 1

/4
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
R

e
la

tiv
e

 
in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

 
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

1
2

5
7

.6
6

4
7

m
7

 /
 m

8
 

1
2

5
7

.7
0

5
6

0
.0

4
0

9
3

2
.5

2
.0

5
E

+
0

8
2

.7
3

6
3

3
7

 

  
  

 
1

2
5

6
.6

6
4

2
3

.0
6

E
+

0
7

0
.4

1
3

7
5

4
 

  
  

 
1

2
5

3
.6

7
4

6
2

.2
4

E
+

0
7

0
.3

0
8

6
9

7
 

  
  

 
1

2
4

9
.7

2
8

8
4

.6
0

E
+

0
7

0
.6

1
1

0
5

4
4

 

  
  

 
1

2
4

9
.6

5
7

5
4

.3
5

E
+

0
7

0
.5

8
6

7
4

7
 

  
  

 
1

2
4

8
.6

5
6

3
4

.5
6

E
+

0
7

0
.6

1
6

2
7

7
 

  
  

 
1

2
4

7
.7

0
5

3
6

.7
7

E
+

0
7

0
.9

0
8

2
6

4
 

  
  

 
1

2
4

4
.6

6
0

8
1

.0
5

E
+

0
7

0
.1

4
5

9
7

4
 

  
  

 
1

2
4

3
.6

6
3

5
1

.3
6

E
+

0
7

0
.1

8
8

0
1

0
 

  
  

 
1

2
4

0
.6

7
5

6
4

.0
8

E
+

0
7

0
.5

4
1

1
1

5
9

 

  
  

 
1

2
3

2
.6

3
8

5
2

.1
0

E
+

0
7

0
.2

8
8

5
2

9
 

1
2

1
9

.7
1

8
7

2
c1

0
 (

+
3

) 
1

2
1

9
.7

1
9

2
0

.0
0

0
4

8
0

.4
2

.6
7

E
+

0
7

0
.3

6
0

.6
8

%
8

1
1

6
 

1
2

1
8

.7
1

0
7

8
c1

0
 (

+
2

) 
1

2
1

8
.7

2
4

3
0

.0
1

3
5

2
1

1
.1

6
.0

5
E

+
0

7
0

.8
1

1
.5

3
%

6
6

8
0

 

  
  

 
1

2
1

7
.9

5
1

1
4

.5
2

E
+

0
7

0
.6

0
1

0
6

8
1

 

1
2

1
7

.7
0

2
8

4
c1

0
 (

+
1

) 
1

2
1

7
.7

0
3

6
0

.0
0

0
7

6
0

.6
2

.1
7

E
+

0
9

2
8

.8
3

5
4

.9
3

%
6

2
6

3
 

1
2

1
6

.6
9

4
9

c1
0

 
1

2
1

6
.7

0
0

4
0

.0
0

5
5

4
.5

3
.9

4
E

+
0

9
5

2
.4

9
1

0
0

.0
0

%
6

3
4

6
 

  
  

 
1

2
0

4
.6

6
1

4
1

.5
8

E
+

0
7

0
.2

1
5

0
4

5
 

  
  

 
1

2
0

3
.6

6
6

7
3

.2
8

E
+

0
7

0
.4

4
9

2
2

3
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 2

8
 

  
  

N
U

S
 1

/4
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
R

e
la

tiv
e

 
in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

 
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

 
1

2
0

1
.5

9
7

6
2

.1
2

E
+

0
7

0
.2

8
1

2
5

2
7

 

1
1

9
9

.6
6

8
4

b
1

0
 

1
1

9
9

.6
6

1
1

-0
.0

0
7

3
-6

.1
5

.2
0

E
+

0
7

0
.6

9
1

0
0

.0
0

%
7

3
8

8
 

  
  

 
1

1
9

9
.6

0
6

2
5

.1
4

E
+

0
7

0
.6

8
1

1
7

5
3

 

1
1

9
1

.6
3

4
3

y1
0

 
1

1
9

1
.6

3
1

4
-0

.0
0

2
9

-2
.4

2
.3

9
E

+
0

7
0

.3
2

1
1

0
7

9
 

1
1

8
9

.6
1

8
7

Y
1

0
 

1
1

8
9

.5
9

4
2

-0
.0

2
4

5
-2

0
.6

2
.0

2
E

+
0

7
0

.2
7

1
2

0
4

3
 

  
  

 
1

1
8

7
.6

5
5

1
2

.8
3

E
+

0
7

0
.3

8
7

0
2

1
 

  
  

 
1

1
8

7
.5

9
2

2
.8

6
E

+
0

7
0

.3
8

6
9

1
7

 

  
  

 
1

1
8

6
.6

4
3

8
7

.1
5

E
+

0
7

0
.9

5
6

1
2

8
 

1
1

0
5

.6
2

6
7

8
c9

 (
+

2
) 

1
1

0
5

.6
2

8
6

0
.0

0
1

8
2

1
.6

4
.4

1
E

+
0

7
0

.5
9

1
.5

2
%

1
2

3
3

0
 

1
1

0
4

.6
1

8
8

4
c9

 (
+

1
) 

1
1

0
4

.6
1

8
2

-0
.0

0
0

6
4

-0
.6

1
.3

2
E

+
0

9
1

7
.6

0
4

5
.4

2
%

6
8

4
8

 

1
1

0
3

.6
1

0
9

c9
 

1
1

0
3

.6
1

5
5

0
.0

0
4

6
4

.2
2

.9
1

E
+

0
9

3
8

.7
6

1
0

0
.0

0
%

6
7

6
1

 

  
  

 
1

0
9

4
.5

7
2

3
8

.4
8

E
+

0
7

1
.1

3
1

1
1

0
8

 

1
0

8
6

.5
8

4
3

b
9

 
1

0
8

6
.6

0
5

6
0

.0
2

1
3

1
9

.6
1

.2
1

E
+

0
7

0
.1

6
1

1
3

7
3

 

1
0

8
0

.5
5

4
7

4
z9

 (
+

1
) 

1
0

8
0

.5
7

9
2

0
.0

2
4

4
6

2
2

.6
1

.0
1

E
+

0
8

1
.3

4
2

3
.9

4
%

7
9

9
0

 

1
0

7
9

.5
4

6
8

z9
 

1
0

7
9

.5
7

1
9

0
.0

2
5

1
2

3
.2

4
.2

2
E

+
0

8
5

.6
1

1
0

0
.0

0
%

7
1

2
6

 

1
0

7
8

.5
3

9
y9

 -
N

H
3

 
1

0
7

8
.5

6
7

0
.0

2
8

2
6

.0
6

.8
1

E
+

0
8

9
.0

7
7

3
2

5
 

  
  

 
1

0
7

7
.5

4
8

8
2

.8
1

E
+

0
7

0
.3

7
8

6
4

5
 

  
  

 
1

0
6

0
.5

6
3

9
1

.9
1

E
+

0
7

0
.2

5
1

0
5

6
7

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 2

9
 

  
  

N
U

S
 1

/4
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
R

e
la

tiv
e

 
in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

 
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

 
1

0
5

9
.6

0
5

8
6

.3
4

E
+

0
7

0
.8

4
1

0
4

0
8

 

1
0

4
8

.6
0

5
2

8
c8

 (
+

2
) 

1
0

4
8

.6
1

9
5

0
.0

1
4

2
2

1
3

.6
3

.6
3

E
+

0
7

0
.4

8
1

.3
6

%
1

3
8

2
2

 

1
0

4
7

.5
9

7
3

4
c8

 (
+

1
) 

1
0

4
7

.5
9

6
1

-0
.0

0
1

2
4

-1
.2

1
.1

2
E

+
0

9
1

4
.9

0
4

2
.1

0
%

6
8

4
5

 

1
0

4
6

.5
8

9
4

c8
 

1
0

4
6

.5
9

2
8

0
.0

0
3

4
3

.2
2

.6
6

E
+

0
9

3
5

.3
8

1
0

0
.0

0
%

7
0

8
2

 

  
  

 
1

0
4

5
.5

6
0

2
1

.7
1

E
+

0
7

0
.2

3
1

3
1

8
2

 

  
  

 
1

0
3

1
.5

9
3

4
1

.0
8

E
+

0
7

0
.1

4
1

1
2

7
3

 

  
  

 
1

0
3

1
.5

6
7

3
1

.0
4

E
+

0
7

0
.1

4
8

2
2

6
 

1
0

2
9

.5
6

2
9

b
8

 
1

0
2

9
.5

6
2

8
-1

E
-0

4
-0

.1
1

.2
8

E
+

0
7

0
.1

7
9

3
3

0
 

  
  

 
1

0
2

2
.4

9
4

4
2

.0
9

E
+

0
7

0
.2

8
1

2
9

2
4

 

  
  

 
1

0
2

1
.5

5
8

2
.3

6
E

+
0

7
0

.3
1

1
1

8
3

0
 

  
  

 
1

0
2

1
.5

2
9

3
2

.5
4

E
+

0
7

0
.3

4
1

4
7

8
0

 

  
  

 
1

0
2

0
.5

3
8

7
7

.8
9

E
+

0
7

1
.0

5
1

2
9

5
7

 

  
  

 
1

0
1

8
.5

3
7

6
1

.1
2

E
+

0
7

0
.1

5
1

4
9

4
1

 

  
  

 
1

0
1

7
.5

7
6

8
4

.9
0

E
+

0
7

0
.6

5
1

1
2

1
5

 

  
  

 
1

0
0

8
.5

4
9

5
2

.9
8

E
+

0
7

0
.4

0
1

2
0

3
1

 

  
  

 
1

0
0

8
.4

9
5

5
4

.0
0

E
+

0
7

0
.5

3
1

4
7

3
7

 

  
  

 
1

0
0

7
.4

9
0

9
8

.8
7

E
+

0
7

1
.1

8
1

3
0

6
4

 

  
  

 
1

0
0

5
.5

3
7

3
3

.2
6

E
+

0
7

0
.4

3
1

2
9

9
4

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 3

0
 

  
  

N
U

S
 1

/4
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
R

e
la

tiv
e

 
in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

 
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

 
1

0
0

4
.5

1
5

4
8

.7
9

E
+

0
7

1
.1

7
1

2
9

8
3

 

  
  

 
1

0
0

3
.5

6
4

6
2

.3
3

E
+

0
7

0
.3

1
1

0
6

8
8

 

  
  

 
1

0
0

2
.5

8
8

5
1

.1
7

E
+

0
7

0
.1

6
9

7
5

6
 

  
  

 
9

8
6

.5
7

9
5

1
.5

7
E

+
0

7
0

.2
1

1
5

1
8

9
 

  
  

 
9

4
6

.5
1

5
2

2
.8

4
E

+
0

7
0

.3
8

9
1

6
0

 

  
  

 
9

3
3

.5
0

8
2

2
.2

8
E

+
0

7
0

.3
0

1
2

4
9

7
 

  
  

 
9

3
3

.4
8

5
2

2
.3

7
E

+
0

7
0

.3
2

1
4

9
5

7
 

9
0

1
.5

3
6

8
8

c7
 (

+
2

) 
9

0
1

.5
3

6
3

-0
.0

0
0

5
8

-0
.6

5
.6

9
E

+
0

7
0

.7
6

1
.1

8
%

1
0

4
3

4
 

9
0

0
.5

2
8

9
4

c7
 (

+
1

) 
9

0
0

.5
2

4
3

-0
.0

0
4

6
4

-5
.2

1
.6

5
E

+
0

9
2

1
.9

3
3

4
.1

6
%

8
0

5
9

 

8
9

9
.5

2
1

c7
 

8
9

9
.5

2
2

2
0

.0
0

1
2

1
.3

4
.8

2
E

+
0

9
6

4
.2

0
1

0
0

.0
0

%
8

6
7

3
 

  
  

 
8

9
8

.5
4

8
1

2
.6

6
E

+
0

7
0

.3
5

1
6

2
9

9
 

8
8

2
.4

9
4

4
b

7
 

8
8

2
.4

9
7

0
.0

0
2

6
2

.9
1

.9
8

E
+

0
7

0
.2

6
1

2
7

7
3

 

  
  

 
8

5
7

.5
1

3
1

2
.0

2
E

+
0

7
0

.2
7

1
7

7
7

5
 

  
  

 
8

5
6

.5
1

1
1

1
.8

8
E

+
0

8
2

.5
0

8
7

8
9

 

  
  

 
8

5
5

.5
0

6
6

4
.3

3
E

+
0

8
5

.7
7

7
9

9
3

 

  
  

 
8

3
9

.4
8

5
9

1
.1

5
E

+
0

7
0

.1
5

1
4

2
4

1
 

7
5

4
.4

6
8

4
8

c6
 (

+
2

) 
7

5
4

.4
6

3
5

-0
.0

0
4

9
8

-6
.6

3
.5

5
E

+
0

7
0

.4
7

0
.9

5
%

1
4

1
4

1
 

7
5

3
.4

6
0

5
4

c6
 (

+
1

) 
7

5
3

.4
5

4
7

-0
.0

0
5

8
4

-7
.8

1
.0

1
E

+
0

9
1

3
.4

3
2

6
.9

0
%

9
3

8
8

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 3

1
 

  
  

N
U

S
 1

/4
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
R

e
la

tiv
e

 
in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

 
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

7
5

2
.4

5
2

6
c6

 
7

5
2

.4
5

2
3

-0
.0

0
0

3
-0

.4
3

.7
5

E
+

0
9

4
9

.9
2

1
0

0
.0

0
%

1
0

3
0

9
 

  
  

 
7

5
1

.4
3

3
2

9
.4

2
E

+
0

7
1

.2
5

1
8

5
9

8
 

7
3

5
.4

2
6

b
6

 
7

3
5

.4
2

2
3

-0
.0

0
3

7
-5

.0
1

.6
0

E
+

0
7

0
.2

1
1

1
4

6
5

 

  
  

 
7

3
4

.4
3

8
9

1
.1

2
E

+
0

7
0

.1
5

1
9

1
9

5
 

  
  

 
7

0
8

.4
3

6
6

1
.5

3
E

+
0

7
0

.2
0

1
0

8
8

5
 

  
  

 
6

7
5

.9
3

9
6

1
.7

7
E

+
0

7
0

.2
4

2
2

2
1

2
 

6
7

5
.8

8
3

2
1

M
H

2
+

 (+
3

) 
6

7
5

.8
8

3
-0

.0
0

0
2

1
-0

.3
3

.9
8

E
+

0
8

5
.2

9
1

2
6

0
5

 

6
7

5
.3

7
9

2
4

M
H

2
+
 (

+
2

) 
6

7
5

.3
7

4
7

-0
.0

0
4

5
4

-6
.7

1
.2

3
E

+
0

9
1

6
.3

9
1

2
0

5
0

 

  
  

 
6

7
5

.2
9

9
2

5
.6

2
E

+
0

7
0

.7
5

1
4

4
7

3
 

  
  

 
6

7
5

.2
2

4
2

5
.9

6
E

+
0

7
0

.7
9

2
2

1
8

0
 

  
  

 
6

7
5

.0
7

8
5

3
.8

3
E

+
0

7
0

.5
1

1
9

1
5

0
 

  
  

 
6

7
5

.0
4

3
9

4
.3

1
E

+
0

7
0

.5
7

2
2

0
9

7
 

  
  

 
6

7
5

.0
1

5
3

9
.9

0
E

+
0

7
1

.3
2

1
7

9
2

8
 

6
7

4
.8

7
5

2
7

M
H

2
+
 (

+
1

) 
6

7
4

.8
7

1
1

-0
.0

0
4

1
7

-6
.2

1
.5

5
E

+
1

0
2

0
6

.6
9

1
0

9
3

4
 

  
  

 
6

7
4

.7
0

1
9

8
.4

1
E

+
0

7
1

.1
2

1
8

8
2

7
 

6
7

4
.3

7
1

3
M

H
2
+
 

6
7

4
.3

6
9

7
-0

.0
0

1
6

-2
.4

5
.4

8
E

+
1

0
7

2
9

.5
6

1
1

3
0

5
 

  
  

 
6

7
3

.5
9

3
8

2
.6

4
E

+
0

7
0

.3
5

2
2

4
8

3
 

  
  

 
6

6
5

.8
5

8
8

1
.1

6
E

+
0

8
1

.5
4

1
6

4
8

6
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 3

2
 

  
  

N
U

S
 1

/4
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
R

e
la

tiv
e

 
in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

 
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

 
6

5
6

.8
5

2
1

.8
9

E
+

0
7

0
.2

5
1

0
1

6
9

 

6
2

6
.4

0
9

8
8

c5
 (

+
2

) 
6

2
6

.3
9

9
8

-0
.0

1
0

0
8

-1
6

.1
4

.5
4

E
+

0
7

0
.6

0
0

.6
0

%
1

4
8

1
3

 

6
2

5
.4

0
1

9
4

c5
 (

+
1

) 
6

2
5

.3
9

5
2

-0
.0

0
6

7
4

-1
0

.8
1

.7
1

E
+

0
9

2
2

.7
4

2
2

.7
4

%
1

1
5

2
5

 

6
2

4
.3

9
4

c5
 

6
2

4
.3

9
2

5
-0

.0
0

1
5

-2
.4

7
.5

1
E

+
0

9
1

0
0

.0
0

1
0

0
.0

0
%

1
2

0
4

8
 

6
2

3
.3

8
6

2
c5

 (
-1

) 
6

2
3

.3
8

4
1

-0
.0

0
2

1
-3

.4
1

.0
2

E
+

0
9

1
3

.5
1

1
2

4
0

0
 

6
0

7
.3

6
7

5
b

5
 

6
0

7
.3

7
0

1
0

.0
0

2
6

4
.3

3
.3

6
E

+
0

7
0

.4
5

1
2

7
8

6
 

  
  

 
6

0
6

.3
7

7
9

3
.4

3
E

+
0

7
0

.4
6

1
2

6
0

4
 

  
  

 
6

0
0

.3
3

7
3

.2
6

E
+

0
7

0
.4

3
2

1
6

4
5

 

  
  

 
5

5
3

.3
2

3
3

.3
4

E
+

0
7

0
.4

4
1

9
8

5
5

 

5
5

2
.3

0
9

1
c9

2
+
 

5
5

2
.3

1
2

5
0

.0
0

3
4

6
.2

3
.3

8
E

+
0

8
4

.5
0

1
2

3
9

9
 

  
  

 
5

2
4

.3
0

3
5

1
.6

4
E

+
0

7
0

.2
2

1
8

5
1

8
 

4
9

7
.3

4
3

3
4

c4
 (

+
1

) 
4

9
7

.3
3

6
5

-0
.0

0
6

8
4

-1
3

.8
5

.4
2

E
+

0
8

7
.2

1
1

6
.7

1
%

1
4

8
7

2
 

4
9

6
.3

3
5

4
c4

 
4

9
6

.3
3

3
4

-0
.0

0
2

-4
.0

3
.2

4
E

+
0

9
4

3
.1

9
1

0
0

.0
0

%
1

5
2

5
5

 

4
9

5
.3

2
7

6
c4

 (
-1

) 
4

9
5

.3
2

5
6

-0
.0

0
2

-4
.0

8
.8

2
E

+
0

8
1

1
.7

4
1

5
2

9
1

 

4
7

9
.3

0
8

9
b

4
 

4
7

9
.3

0
6

5
-0

.0
0

2
4

-5
.0

1
.2

0
E

+
0

7
0

.1
6

2
0

5
0

6
 

  
  

 
4

7
8

.3
2

0
9

2
.0

2
E

+
0

7
0

.2
7

2
0

6
1

0
 

  
  

 
4

5
3

.3
2

6
8

2
.1

6
E

+
0

7
0

.2
9

3
0

5
0

6
 

  
  

 
4

2
5

.2
5

3
8

3
.0

7
E

+
0

7
0

.4
1

2
8

3
8

7
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 3

3
 

  
  

N
U

S
 1

/4
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
R

e
la

tiv
e

 
in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

 
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

 
4

2
4

.2
5

2
1

4
.0

9
E

+
0

8
5

.4
5

1
7

6
6

3
 

3
8

2
.2

5
6

1
b

3
 

3
8

2
.2

5
2

3
-0

.0
0

3
8

-9
.9

1
.1

7
E

+
0

7
0

.1
6

3
2

8
5

3
 

  
  

 
3

6
4

.2
4

4
5

2
.2

0
E

+
0

7
0

.2
9

2
4

3
9

9
 

  
  

 
3

5
4

.1
7

5
9

1
.0

1
E

+
0

7
0

.1
3

1
3

2
9

1
 

  
  

 
2

7
1

.1
8

6
4

1
.3

5
E

+
0

8
1

.7
9

2
8

6
3

9
 

  
  

 
2

7
0

.1
8

0
1

1
.5

7
E

+
0

7
0

.2
1

5
5

4
3

6
 

  
  

 
2

5
4

.1
5

9
1

.5
8

E
+

0
8

2
.1

0
4

6
9

9
2

 

  
  

 
2

4
3

.1
4

5
1

1
.1

7
E

+
0

7
0

.1
6

5
6

3
7

6
 

  
  

 
2

4
3

.1
4

3
3

1
.2

2
E

+
0

7
0

.1
6

5
3

5
7

2
 

  
  

 
2

3
7

.1
3

2
9

2
.0

4
E

+
0

7
0

.2
7

2
8

2
2

6
 

  
  

 
2

2
6

.1
5

3
1

.2
8

E
+

0
7

0
.1

7
4

2
9

9
9

 

  
  

  
  

  
2

2
6

.1
1

7
7

3
.0

2
E

+
0

7
0

.4
0

  
5

5
8

6
8

 

  
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 3

4
 

T
a

b
le

 S
4

. 
In

te
rp

re
ta

tio
n

 o
f 

fr
a

g
m

e
n

t 
sp

e
ct

ru
m

 o
f 

th
e

 m
o

n
o

-i
so

to
p

ic
 p

e
a

k 
fo

r 
a

 N
U

S
 1

/8
 a

cq
u

is
iti

o
n.

 

 

  
  

N
U

S
 1

/8
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

1
3

5
0

.7
3

5
2

8
M

H
+
 (

+
3

) 
1

3
5

0
.7

5
8

6
0

.0
2

3
3

2
1

7
.3

5
.5

3
E

+
0

7
0

.4
6

2
.9

3
%

8
9

5
0

 

1
3

4
9

.7
2

7
3

4
M

H
+
 (

+
2

) 
1

3
4

9
.7

5
2

6
0

.0
2

5
2

6
1

8
.7

1
.9

3
E

+
0

8
1

.6
0

1
0

.2
3

%
6

0
4

4
 

1
3

4
8

.7
1

9
4

M
H

+
 (

+
1

) 
1

3
4

8
.7

4
6

8
0

.0
2

7
4

2
0

.3
1

.8
9

E
+

0
9

1
5

.6
3

1
0

0
.0

0
%

6
4

0
5

 

1
3

4
7

.7
1

1
6

M
H

+
 

1
3

4
7

.7
3

5
3

0
.0

2
3

7
1

7
.6

1
.8

8
E

+
0

9
1

5
.5

1
9

9
.2

7
%

5
4

3
2

 

1
3

3
2

.7
0

0
8

4
M

H
+
 -

N
H

3
 (

+
2

) 
1

3
3

2
.7

1
7

7
0

.0
1

6
8

6
1

2
.7

9
.8

3
E

+
0

7
0

.8
1

5
7

8
1

 

1
3

3
1

.6
9

2
9

M
H

+
 -

N
H

3
 (

+
1

) 
1

3
3

1
.7

1
9

1
0

.0
2

6
2

1
9

.7
1

.0
7

E
+

0
9

8
.8

8
5

0
9

7
 

  
  

1
3

1
4

.6
8

2
7

3
.7

1
E

+
0

8
3

.0
7

5
2

9
0

 

  
  

1
3

0
5

.7
1

8
8

3
.4

6
E

+
0

8
2

.8
6

3
4

5
8

 

  
  

1
3

0
3

.7
2

1
9

4
.5

5
E

+
0

8
3

.7
7

6
1

3
3

 

  
  

1
3

0
1

.7
0

9
1

2
.5

6
E

+
0

7
0

.2
1

7
2

7
9

 

  
  

1
2

9
2

.6
7

9
1

4
.0

1
E

+
0

7
0

.3
3

5
7

0
3

 

  
  

1
2

9
2

.6
1

9
1

3
.8

6
E

+
0

7
0

.3
2

8
0

4
3

 

  
  

1
2

9
1

.7
3

9
9

4
.6

5
E

+
0

7
0

.3
8

5
8

9
3

 

1
2

9
0

.6
6

5
m

1
0

 
1

2
9

0
.7

1
5

5
0

.0
5

0
5

3
9

.1
5

.0
3

E
+

0
8

4
.1

6
5

8
6

4
 

  
  

1
2

8
9

.7
0

9
2

7
.4

7
E

+
0

7
0

.6
2

7
2

3
0

 

  
  

1
2

8
7

.7
5

2
3

1
.3

1
E

+
0

8
1

.0
8

7
4

7
5

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 3

5
 

  
  

N
U

S
 1

/8
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

1
2

8
4

.7
1

3
3

2
.6

5
E

+
0

7
0

.2
2

9
1

5
6

 

  
  

1
2

7
7

.6
9

6
8

3
.9

5
E

+
0

8
3

.2
6

5
5

7
0

 

  
  

1
2

7
5

.8
3

1
4

2
.3

3
E

+
0

7
0

.1
9

1
0

9
9

2
 

  
  

1
2

7
4

.7
1

5
5

3
.7

6
E

+
0

8
3

.1
1

7
7

3
1

 

  
  

1
2

7
3

.6
5

7
1

1
.0

3
E

+
0

8
0

.8
5

6
4

0
8

 

  
  

1
2

7
0

.8
0

0
3

1
.4

3
E

+
0

8
1

.1
8

8
8

3
6

 

  
  

1
2

6
1

.6
7

4
5

6
.5

1
E

+
0

7
0

.5
4

6
7

3
4

 

  
  

1
2

6
0

.6
5

3
2

7
.1

2
E

+
0

8
5

.8
9

5
6

2
4

 

1
2

5
7

.6
8

8
5

4
m

7
 /

 m
8

 (
+

1
) 

1
2

5
7

.6
9

8
4

0
.0

0
9

8
6

7
.8

3
.4

5
E

+
0

8
2

.8
6

6
5

1
7

 

1
2

5
6

.6
8

0
6

m
7

 /
 m

8
 

1
2

5
6

.6
7

5
2

-0
.0

0
5

4
-4

.3
3

.4
9

E
+

0
7

0
.2

9
5

9
3

7
 

  
  

1
2

5
3

.6
6

8
3

3
.5

9
E

+
0

7
0

.3
0

1
1

4
6

2
 

  
  

1
2

4
9

.6
5

9
1

6
.5

1
E

+
0

7
0

.5
4

7
0

6
3

 

  
  

1
2

4
7

.6
3

7
3

9
.2

7
E

+
0

7
0

.7
7

9
8

3
6

 

  
  

1
2

4
5

.6
7

2
8

1
.1

4
E

+
0

7
0

.0
9

8
8

2
3

 

  
  

1
2

4
3

.6
3

0
1

2
.1

1
E

+
0

7
0

.1
7

7
5

0
4

 

  
  

1
2

4
0

.6
9

6
6

3
.7

1
E

+
0

7
0

.3
1

7
6

0
0

 

  
  

1
2

3
4

.6
6

4
7

1
.0

3
E

+
0

7
0

.0
9

1
1

6
1

1
 

  
  

1
2

3
2

.6
5

8
6

2
.5

5
E

+
0

7
0

.2
1

9
6

0
7

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 3

6
 

  
  

N
U

S
 1

/8
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

1
2

2
1

.6
5

8
4

1
.1

2
E

+
0

7
0

.0
9

9
9

8
4

 

1
2

1
9

.7
1

8
7

2
c1

0
 (

+
3

) 
1

2
1

9
.7

0
0

7
-0

.0
1

8
0

2
-1

4
.8

1
.8

8
E

+
0

7
0

.1
6

0
.2

8
%

5
4

3
6

 

1
2

1
8

.7
1

0
7

8
c1

0
 (

+
2

) 
1

2
1

8
.6

9
7

1
-0

.0
1

3
6

8
-1

1
.2

1
.0

3
E

+
0

8
0

.8
5

1
.5

2
%

1
0

8
0

0
 

1
2

1
7

.7
0

2
8

4
c1

0
 (

+
1

) 
1

2
1

7
.7

0
4

6
0

.0
0

1
7

6
1

.4
4

.6
3

E
+

0
8

3
.8

3
6

.8
3

%
7

1
3

9
 

1
2

1
6

.6
9

4
9

c1
0

 
1

2
1

6
.6

9
6

9
0

.0
0

2
1

.6
6

.7
7

E
+

0
9

5
6

.0
3

1
0

0
.0

0
%

6
0

0
5

 

1
2

1
5

.6
8

7
1

c1
0

 (
-1

) 
1

2
1

5
.7

1
1

9
0

.0
2

4
8

2
0

.4
1

.1
3

E
+

0
7

0
.0

9
7

6
0

8
 

  
  

1
2

0
4

.5
9

6
7

1
.7

6
E

+
0

7
0

.1
5

1
0

1
0

7
 

  
  

1
2

0
3

.6
9

5
6

4
.0

4
E

+
0

7
0

.3
3

1
1

4
1

3
 

  
  

1
2

0
2

.6
0

4
2

1
.3

0
E

+
0

7
0

.1
1

1
1

4
9

5
 

  
  

1
2

0
1

.6
2

6
9

1
.9

6
E

+
0

7
0

.1
6

9
5

8
1

 

1
1

9
9

.6
6

8
4

b
1

0
 

1
1

9
9

.6
6

0
6

-0
.0

0
7

8
-6

.5
1

2
0

6
.6

2
3

3
8

.1
8

E
+

0
7

0
.6

8
1

0
0

.0
0

%
6

8
4

9
 

1
1

9
1

.6
3

4
3

y1
0

 
1

1
9

1
.6

4
8

0
.0

1
3

7
1

1
.5

1
2

0
4

.5
9

9
2

2
.3

0
E

+
0

7
0

.1
9

9
8

4
1

 

  
  

1
1

8
9

.5
9

4
3

2
.8

1
E

+
0

7
0

.2
3

1
1

0
7

6
 

  
  

1
1

8
6

.6
8

0
5

7
.2

0
E

+
0

7
0

.6
0

1
0

4
8

7
 

  
  

1
1

3
0

.5
8

6
8

1
.4

9
E

+
0

7
0

.1
2

8
6

8
5

 

  
  

1
1

1
5

.5
9

5
1

.3
6

E
+

0
7

0
.1

1
9

2
0

0
 

1
1

0
5

.6
2

6
7

8
c9

 (
+

2
) 

1
1

0
5

.6
0

8
2

-0
.0

1
8

5
8

-1
6

.8
6

.0
1

E
+

0
7

0
.5

0
1

.1
8

%
1

0
8

5
1

 

1
1

0
4

.6
1

8
8

4
c9

 (
+

1
) 

1
1

0
4

.6
1

8
6

-0
.0

0
0

2
4

-0
.2

3
.0

9
E

+
0

8
2

.5
6

6
.0

4
%

7
2

1
2

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 3

7
 

  
  

N
U

S
 1

/8
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

1
1

0
3

.6
1

0
9

c9
 

1
1

0
3

.6
1

1
6

0
.0

0
0

7
0

.6
5

.1
1

E
+

0
9

4
2

.2
8

1
0

0
.0

0
%

7
0

5
9

 

1
0

9
4

.5
8

1
5

y9
 

1
0

9
4

.5
9

7
2

0
.0

1
5

7
1

4
.3

9
.6

2
E

+
0

7
0

.8
0

4
3

8
9

 

1
0

8
6

.5
8

4
3

b
9

 
1

0
8

6
.5

9
2

1
0

.0
0

7
8

7
.2

1
.9

9
E

+
0

7
0

.1
6

7
1

6
3

 

1
0

8
0

.5
5

4
7

4
z9

 (
+

1
) 

1
0

8
0

.5
7

4
3

0
.0

1
9

5
6

1
8

.1
4

.4
1

E
+

0
7

0
.3

7
1

2
.5

4
%

7
2

4
6

 

1
0

7
9

.5
4

6
8

z9
 

1
0

7
9

.5
7

2
6

0
.0

2
5

8
2

3
.9

3
.5

2
E

+
0

8
2

.9
1

1
0

0
.0

0
%

8
0

7
0

 

1
0

7
8

.5
3

9
y9

 -
N

H
3

 
1

0
7

8
.5

6
3

9
0

.0
2

4
9

2
3

.1
1

.1
1

E
+

0
9

9
.1

7
6

7
5

8
 

  
  

1
0

7
7

.5
5

0
3

4
.5

4
E

+
0

7
0

.3
8

1
0

7
7

8
 

  
  

- 
1

0
5

9
.6

2
2

2
5

.4
4

E
+

0
7

0
.4

5
9

1
6

3
 

1
0

4
8

.6
0

5
2

8
c8

 (
+

2
) 

1
0

4
8

.6
2

0
7

0
.0

1
5

4
2

1
4

.7
3

.6
5

E
+

0
7

0
.3

0
0

.8
0

%
7

2
5

0
 

1
0

4
7

.5
9

7
3

4
c8

 (
+

1
) 

1
0

4
7

.5
9

7
5

0
.0

0
0

1
6

0
.2

2
.7

2
E

+
0

8
2

.2
5

6
.0

0
%

7
9

8
7

 

1
0

4
6

.5
8

9
4

c8
 

1
0

4
6

.5
8

9
1

-0
.0

0
0

3
-0

.3
4

.5
4

E
+

0
9

3
7

.5
2

1
0

0
.0

0
%

7
2

3
0

 

  
  

1
0

4
5

.5
7

3
4

1
.6

7
E

+
0

7
0

.1
4

8
7

2
8

 

  
  

1
0

3
1

.5
6

0
1

1
.2

3
E

+
0

7
0

.1
0

6
9

1
4

 

1
0

2
9

.5
6

2
9

b
8

 
1

0
2

9
.5

5
3

5
-0

.0
0

9
4

-9
.1

1
.7

7
E

+
0

7
0

.1
5

5
4

4
7

 

  
  

1
0

2
2

.5
3

0
3

2
.1

1
E

+
0

7
0

.1
7

1
0

1
2

6
 

  
  

1
0

2
0

.5
3

4
7

.5
8

E
+

0
7

0
.6

3
7

6
7

9
 

  
  

1
0

1
7

.5
2

7
6

6
.2

9
E

+
0

7
0

.5
2

1
1

8
2

5
 

  
  

1
0

0
7

.5
2

3
1

.0
2

E
+

0
8

0
.8

4
7

3
4

3
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 3

8
 

  
  

N
U

S
 1

/8
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

1
0

0
4

.5
4

0
5

1
.0

5
E

+
0

8
0

.8
6

1
0

1
8

9
 

  
  

1
0

0
3

.5
9

1
3

.0
5

E
+

0
7

0
.2

5
6

9
0

4
 

  
  

1
0

0
2

.5
8

4
3

1
.5

8
E

+
0

7
0

.1
3

9
1

6
8

 

  
  

1
0

0
2

.5
6

2
3

1
.6

2
E

+
0

7
0

.1
3

1
3

7
6

5
 

  
  

9
8

6
.5

5
9

2
1

.9
1

E
+

0
7

0
.1

6
1

2
0

3
6

 

  
  

9
4

8
.4

8
9

9
1

.0
3

E
+

0
7

0
.0

9
6

8
1

2
 

  
  

9
4

6
.5

1
4

8
4

.7
4

E
+

0
7

0
.3

9
1

2
8

0
2

 

  
  

9
3

3
.5

0
1

4
3

.1
4

E
+

0
7

0
.2

6
1

1
7

8
1

 

9
0

1
.5

3
6

8
8

c7
 (

+
2

) 
9

0
1

.5
4

6
5

0
.0

0
9

6
2

1
0

.7
4

.7
3

E
+

0
7

0
.3

9
0

.5
9

%
1

4
2

6
9

 

9
0

0
.5

2
8

9
4

c7
 (

+
1

) 
9

0
0

.5
2

3
6

-0
.0

0
5

3
4

-5
.9

4
.2

1
E

+
0

8
3

.4
9

5
.2

9
%

9
0

9
1

 

8
9

9
.5

2
1

c7
 

8
9

9
.5

1
8

9
-0

.0
0

2
1

-2
.3

7
.9

7
E

+
0

9
6

5
.9

1
1

0
0

.0
0

%
8

8
1

9
 

8
9

8
.5

1
3

2
c7

 (
-1

) 
8

9
8

.5
1

5
1

0
.0

0
1

9
2

.1
3

.5
3

E
+

0
7

0
.2

9
1

2
9

5
4

 

8
8

2
.4

9
4

4
b

7
 

8
8

2
.4

8
9

7
-0

.0
0

4
7

-5
.3

2
.6

0
E

+
0

7
0

.2
2

1
1

1
2

3
 

  
  

8
8

1
.4

9
9

3
1

0
0

2
.5

7
0

2
1

.2
1

E
+

0
7

0
.1

0
8

4
0

8
 

  
  

8
5

6
.5

1
3

9
9

8
6

.5
5

7
6

1
.5

8
E

+
0

8
1

.3
1

1
0

1
7

3
 

  
  

8
5

5
.5

0
5

9
5

3
.4

7
4

7
.0

7
E

+
0

8
5

.8
5

9
5

3
2

 

  
  

8
3

9
.4

8
6

9
9

4
9

.4
7

1
4

1
.6

2
E

+
0

7
0

.1
3

1
2

9
9

0
 

  
  

7
5

6
.4

2
3

9
4

8
.4

9
4

7
1

.7
4

E
+

0
7

0
.1

4
1

6
0

4
7

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 3

9
 

  
  

N
U

S
 1

/8
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

7
5

3
.4

6
0

5
4

c6
 (

+
1

) 
7

5
3

.4
5

3
3

-0
.0

0
7

2
4

-9
.6

2
.4

4
E

+
0

8
2

.0
2

1
0

9
7

6
 

  
  

7
5

2
.5

4
8

8
4

.7
3

E
+

0
7

0
.3

9
1

3
1

5
8

 

7
5

2
.4

5
2

6
c6

 
7

5
2

.4
4

9
1

-0
.0

0
3

5
-4

.7
6

.1
0

E
+

0
9

5
0

.4
6

9
5

0
3

 

7
5

1
.4

4
4

8
c6

 (
-1

) 
7

5
1

.4
4

5
8

0
.0

0
1

1
.3

9
.2

1
E

+
0

7
0

.7
6

1
2

4
6

2
 

7
3

5
.4

2
6

b
6

 
7

3
5

.4
2

3
3

-0
.0

0
2

7
-3

.7
2

.5
9

E
+

0
7

0
.2

1
1

2
2

6
5

 

  
  

7
3

4
.4

4
5

3
1

.4
9

E
+

0
7

0
.1

2
1

0
8

8
1

 

  
  

7
0

8
.4

3
6

2
1

.4
5

E
+

0
7

0
.1

2
1

7
0

8
9

 

  
  

6
7

6
.0

1
4

5
4

.2
2

E
+

0
7

0
.3

5
2

1
3

2
2

 

6
7

5
.8

8
3

2
1

M
H

2
+

 (+
3

) 
6

7
5

.8
7

7
9

-0
.0

0
5

3
1

-7
.9

4
.3

0
E

+
0

8
3

.5
5

1
7

5
7

1
 

6
7

5
.3

7
9

2
4

M
H

2
+
 (

+
2

) 
6

7
5

.3
7

1
9

-0
.0

0
7

3
4

-1
0

.9
1

.9
5

E
+

0
9

1
6

.1
6

1
1

1
3

5
 

  
  

6
7

5
.2

8
6

6
3

.2
6

E
+

0
7

0
.2

7
1

9
6

8
3

 

6
7

4
.8

7
5

2
7

M
H

2
+
 (

+
1

) 
6

7
4

.8
7

1
9

-0
.0

0
3

3
7

-5
.0

6
.4

8
E

+
0

9
5

3
.6

3
1

1
0

9
7

 

6
7

4
.3

7
1

3
M

H
2
+
 

6
7

4
.3

6
8

5
-0

.0
0

2
8

-4
.2

9
.6

6
E

+
1

0
7

9
9

.2
8

1
1

1
0

0
 

  
  

6
6

5
.8

5
4

3
1

.3
1

E
+

0
8

1
.0

9
1

0
2

7
4

 

  
  

6
5

6
.8

5
1

5
2

.7
7

E
+

0
7

0
.2

3
1

1
9

2
8

 

6
2

5
.4

0
1

9
4

c5
 (

+
1

) 
6

2
5

.3
9

5
8

-0
.0

0
6

1
4

-9
.8

3
.7

8
E

+
0

8
3

.1
3

3
.1

3
%

1
2

2
8

7
 

6
2

4
.3

9
4

c5
 

6
2

4
.3

9
1

1
-0

.0
0

2
9

-4
.6

1
.2

1
E

+
1

0
1

0
0

.0
0

1
0

0
.0

0
%

1
1

1
3

3
 

6
2

3
.3

8
6

2
c5

 (
-1

) 
6

2
3

.3
8

3
1

-0
.0

0
3

1
-5

.0
1

.6
0

E
+

0
9

1
3

.2
7

1
2

0
2

8
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 4

0
 

  
  

N
U

S
 1

/8
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

6
0

7
.3

6
7

5
b

5
 

6
0

7
.3

5
8

5
-0

.0
0

9
-1

4
.8

4
.7

9
E

+
0

7
0

.4
0

1
8

7
7

1
 

  
  

6
0

6
.3

8
1

3
4

.7
6

E
+

0
7

0
.3

9
1

7
1

5
5

 

6
0

0
.3

3
7

8
b

1
0

2
+
 

6
0

0
.3

3
6

1
-0

.0
0

1
7

-2
.8

3
.9

8
E

+
0

7
0

.3
3

1
2

5
9

1
 

  
  

5
9

1
.3

3
2

9
1

.1
7

E
+

0
7

0
.1

0
1

7
6

7
2

 

  
  

5
8

1
.3

8
8

1
.2

5
E

+
0

7
0

.1
0

1
6

6
1

3
 

  
  

5
6

5
.3

5
2

9
1

.4
6

E
+

0
7

0
.1

2
9

5
4

2
 

5
5

2
.3

0
9

1
c9

2
+
 

5
5

2
.3

1
1

3
0

.0
0

2
2

4
.0

5
.4

9
E

+
0

8
4

.5
4

1
3

3
0

8
 

  
  

2
.1

4
E

+
0

7
0

.1
8

2
5

9
3

8
 

4
9

7
.3

4
3

3
4

c4
 (

+
1

) 
4

9
7

.3
3

6
8

-0
.0

0
6

5
4

-1
3

.2
1

.5
1

E
+

0
8

1
.2

5
2

.7
9

%
1

5
3

6
7

 

4
9

6
.3

3
5

4
c4

 
4

9
6

.3
3

2
7

-0
.0

0
2

7
-5

.4
5

.4
0

E
+

0
9

4
4

.6
3

1
0

0
.0

0
%

1
5

1
7

6
 

4
9

5
.3

2
7

6
c4

 (
-1

) 
4

9
5

.3
2

4
7

-0
.0

0
2

9
-5

.9
1

.4
3

E
+

0
9

1
1

.8
5

1
4

8
6

5
 

4
7

9
.3

0
8

9
b

4
 

4
7

9
.3

0
4

5
-0

.0
0

4
4

-9
.2

1
.4

2
E

+
0

7
0

.1
2

1
6

5
2

0
 

  
  

4
7

8
.3

2
3

8
2

.7
4

E
+

0
7

0
.2

3
2

3
4

3
3

 

  
  

4
5

3
.3

2
7

2
2

.1
5

E
+

0
7

0
.1

8
2

4
5

7
4

 

  
  

4
2

4
.2

5
1

6
6

.5
8

E
+

0
8

5
.4

4
1

7
4

9
8

 

3
8

2
.2

5
6

1
b

3
 

3
8

2
.2

5
4

4
-0

.0
0

1
7

-4
.4

1
.2

5
E

+
0

7
0

.1
0

1
4

8
6

5
 

  
  

3
6

4
.2

4
2

6
2

.9
9

E
+

0
7

0
.2

5
2

1
8

1
6

 

  
  

3
5

6
.2

7
5

6
1

.5
7

E
+

0
7

0
.1

3
2

9
4

9
8

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 4

1
 

  
  

N
U

S
 1

/8
 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

3
5

4
.1

7
5

3
1

.3
7

E
+

0
7

0
.1

1
2

7
8

2
0

 

  
  

2
5

4
.1

5
9

8
1

.7
6

E
+

0
8

1
.4

5
3

8
7

7
3

 

  
  

2
4

3
.1

4
3

6
1

.3
4

E
+

0
7

0
.1

1
3

4
5

9
1

 

  
  

2
3

7
.1

3
2

9
2

.9
5

E
+

0
7

0
.2

4
3

6
9

4
6

 

  
  

2
2

6
.1

5
3

6
1

.6
1

E
+

0
7

0
.1

3
2

6
6

9
0

 

  
  

  
  

  
2

2
6

.1
1

6
9

3
.5

9
E

+
0

7
0

.3
0

  
2

2
6

3
0

 

 
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 4

2
 

T
a

b
le

 S
5

. 
In

te
rp

re
ta

tio
n

 o
f 

fr
a

g
m

e
n

t 
sp

e
ct

ru
m

 o
f 

th
e

 m
o

n
o

-i
so

to
p

ic
 p

e
a

k 
fo

r 
a

 N
U

S
 1

/1
6

 a
cq

u
is

iti
on

. 

 

  
  

N
U

S
 1

/1
6

 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
 

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

1
3

5
0

.7
5

9
2

2
M

H
+
 (

+
3

) 
1

3
5

0
.7

7
3

2
0

.0
1

3
9

8
1

0
.3

  
6

.9
5

E
+

0
7

0
.5

3
3

.8
8

%
8

7
2

6
 

1
3

4
9

.7
5

1
2

8
M

H
+
 (

+
2

) 
1

3
4

9
.7

4
4

2
-0

.0
0

7
0

8
-5

.2
2

.2
6

E
+

0
8

1
.7

4
1

2
.6

4
%

5
9

5
9

 

1
3

4
8

.7
4

3
3

4
M

H
+
 (

+
1

) 
1

3
4

8
.7

2
5

1
-0

.0
1

8
2

4
-1

3
.5

1
.1

0
E

+
0

9
8

.4
4

6
1

.2
7

%
7

5
6

1
 

1
3

4
7

.7
3

5
4

 
M

H
+
 

1
3

4
7

.7
2

8
5

-0
.0

0
6

9
-5

.1
1

.7
9

E
+

0
9

1
3

.7
8

1
0

0
.0

0
%

5
9

3
0

 

  
  

 
1

3
3

2
.7

2
5

9
1

.0
6

E
+

0
8

0
.8

1
6

5
6

7
 

  
  

 
1

3
3

1
.6

9
7

5
9

.6
3

E
+

0
8

7
.4

0
8

3
9

2
 

  
  

 
1

3
1

4
.6

9
9

1
2

.9
2

E
+

0
8

2
.2

4
4

0
5

9
 

  
  

 
1

3
0

5
.6

9
8

5
3

.2
9

E
+

0
8

2
.5

3
9

0
3

2
 

  
  

 
1

3
0

3
.7

2
1

6
3

.6
6

E
+

0
8

2
.8

2
7

4
2

6
 

  
  

 
1

3
0

1
.7

6
8

9
2

.8
4

E
+

0
7

0
.2

2
6

8
1

2
 

1
2

9
2

.6
8

0
8

8
m

1
0

 (
+

2
) 

1
2

9
2

.7
0

5
4

0
.0

2
4

5
2

1
9

.0
5

.6
3

E
+

0
7

0
.4

3
7

5
8

2
 

1
2

9
1

.6
7

2
9

4
m

1
0

 (
+

1
) 

1
2

9
1

.7
1

7
8

0
.0

4
4

8
6

3
4

.7
6

.2
2

E
+

0
7

0
.4

8
7

4
3

3
 

1
2

9
0

.6
6

5
m

1
0

 
1

2
9

0
.7

1
6

5
0

.0
5

1
5

3
9

.9
5

.2
2

E
+

0
8

4
.0

1
6

6
7

3
 

  
  

 
1

2
8

9
.6

9
9

7
7

.3
7

E
+

0
7

0
.5

7
8

8
2

9
 

  
  

 
1

2
8

8
.6

2
1

7
2

.4
6

E
+

0
7

0
.1

9
1

0
7

6
9

 

  
  

 
1

2
8

7
.7

3
3

4
1

.2
6

E
+

0
8

0
.9

7
5

8
0

5
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 4

3
 

  
  

N
U

S
 1

/1
6

 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
 

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

  
  

 
1

2
8

4
.7

2
1

6
2

.6
2

E
+

0
7

0
.2

0
7

4
6

4
 

  
  

 
1

2
7

7
.6

8
5

6
3

.1
9

E
+

0
8

2
.4

5
5

4
1

4
 

  
  

 
1

2
7

3
.6

7
4

1
1

.0
5

E
+

0
8

0
.8

1
7

7
3

8
 

  
  

 
1

2
6

7
.6

4
1

7
1

.0
1

E
+

0
7

0
.0

8
4

6
9

2
 

  
  

 
1

2
6

1
.6

5
4

8
7

.8
8

E
+

0
7

0
.6

1
7

9
8

3
 

  
  

 
1

2
6

0
.6

9
0

5
5

.3
3

E
+

0
8

4
.1

0
7

1
2

6
 

  
  

 
1

2
6

0
.6

2
4

9
5

.7
4

E
+

0
8

4
.4

2
7

7
0

2
 

1
2

5
6

.6
8

0
6

m
7

 /
 m

8
 

1
2

5
6

.6
6

4
5

-0
.0

1
6

1
-1

2
.8

3
.8

8
E

+
0

7
0

.3
0

1
0

2
0

8
 

  
  

 
1

2
5

3
.6

6
5

6
3

.1
3

E
+

0
7

0
.2

4
6

0
3

8
 

  
  

 
1

2
4

9
.6

5
4

6
6

.2
9

E
+

0
7

0
.4

8
4

6
8

1
 

1
2

4
7

.6
4

8
m

1
 

1
2

4
7

.6
3

4
1

-0
.0

1
3

9
-1

1
.1

7
.9

9
E

+
0

7
0

.6
1

4
0

0
0

 

  
  

 
1

2
4

5
.6

8
0

3
1

.2
3

E
+

0
7

0
.0

9
3

3
0

8
 

  
  

 
1

2
4

3
.6

4
5

6
2

.3
6

E
+

0
7

0
.1

8
6

0
6

9
 

1
2

4
2

.7
1

0
6

d
a

1
1

 
1

2
4

2
.6

7
8

9
-0

.0
3

1
7

-2
5

.5
1

.1
3

E
+

0
7

0
.0

9
1

1
4

9
5

 

  
  

 
1

2
4

0
.6

6
6

7
4

.0
0

E
+

0
7

0
.3

1
7

3
9

3
 

  
  

 
1

2
3

4
.6

3
9

2
1

.4
9

E
+

0
7

0
.1

1
8

3
0

7
 

  
  

 
1

2
3

3
.6

6
1

1
1

.0
5

E
+

0
7

0
.0

8
1

1
1

7
1

 

  
  

 
1

2
3

2
.6

6
0

2
2

.5
3

E
+

0
7

0
.1

9
6

8
6

4
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 4

4
 

  
  

N
U

S
 1

/1
6

 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
 

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

  
  

 
1

2
2

1
.6

4
6

3
1

.0
7

E
+

0
7

0
.0

8
6

8
1

5
 

1
2

1
8

.7
1

0
7

8
c1

0
 (

+
2

) 
1

2
1

8
.7

1
5

7
0

.0
0

4
9

2
4

.0
1

.4
6

E
+

0
8

1
.1

2
2

.1
8

%
7

7
3

9
 

  
  

 
1

2
1

8
.6

7
3

7
1

.4
2

E
+

0
8

1
.0

9
8

8
7

2
 

1
2

1
7

.7
0

2
8

4
c1

0
 (

+
1

) 
1

2
1

7
.7

0
5

4
0

.0
0

2
5

6
2

.1
6

.1
9

E
+

0
8

4
.7

6
9

.2
1

%
6

5
7

6
 

1
2

1
6

.6
9

4
9

c1
0

 
1

2
1

6
.6

9
5

9
0

.0
0

1
0

.8
6

.7
2

E
+

0
9

5
1

.6
3

1
0

0
.0

0
%

7
3

5
1

 

1
2

1
5

.6
8

7
1

c1
0

 (
-1

) 
1

2
1

5
.7

1
2

1
0

.0
2

5
2

0
.6

1
.3

1
E

+
0

7
0

.1
0

9
0

3
9

 

  
  

 
1

2
1

4
.5

8
6

9
1

.1
8

E
+

0
7

0
.0

9
1

2
0

8
9

 

  
  

 
1

2
0

4
.6

1
3

9
1

.8
6

E
+

0
7

0
.1

4
5

4
6

6
 

  
  

 
1

2
0

3
.6

8
3

3
3

.5
9

E
+

0
7

0
.2

8
5

9
6

2
 

  
  

 
1

2
0

2
.6

1
1

1
1

.8
3

E
+

0
7

0
.1

4
7

2
3

8
 

  
  

 
1

2
0

1
.6

4
1

5
2

.0
0

E
+

0
7

0
.1

5
8

0
3

3
 

1
1

9
9

.6
6

8
4

b
1

0
 

1
1

9
9

.6
5

3
4

-0
.0

1
5

-1
2

.5
7

.7
2

E
+

0
7

0
.5

9
1

0
0

.0
0

%
6

3
9

3
 

1
1

9
1

.6
3

4
3

y1
0

 
1

1
9

1
.6

3
4

1
-0

.0
0

0
2

-0
.2

2
.5

8
E

+
0

7
0

.2
0

8
1

6
7

 

  
  

 
1

1
9

0
.6

1
2

7
1

.1
2

E
+

0
7

0
.0

9
1

0
3

7
1

 

1
1

8
9

.6
1

8
7

Y
1

0
 

1
1

8
9

.6
1

6
9

-0
.0

0
1

8
-1

.5
2

.4
6

E
+

0
7

0
.1

9
7

3
2

3
 

  
  

 
1

1
8

6
.6

4
3

2
7

.2
8

E
+

0
7

0
.5

6
7

3
5

9
 

1
1

8
2

.6
4

1
8

b
1

0
 -

N
H

3
 

1
1

8
2

.6
4

6
3

0
.0

0
4

5
3

.8
1

.1
5

E
+

0
7

0
.0

9
8

4
1

8
 

  
  

 
1

1
7

5
.6

5
4

6
1

.0
5

E
+

0
7

0
.0

8
7

4
8

3
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 4

5
 

  
  

N
U

S
 1

/1
6

 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
 

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

  
  

 
1

1
3

0
.5

7
0

6
1

.2
1

E
+

0
7

0
.0

9
6

5
8

4
 

  
  

 
1

1
1

5
.5

8
5

6
1

.2
7

E
+

0
7

0
.1

0
6

4
8

9
 

1
1

0
5

.6
2

6
7

8
c9

 (
+

2
) 

1
1

0
5

.6
2

3
6

-0
.0

0
3

1
8

-2
.9

8
.0

1
E

+
0

7
0

.6
2

1
.5

7
%

9
8

5
2

 

1
1

0
4

.6
1

8
8

4
c9

 (
+

1
) 

1
1

0
4

.6
0

5
7

-0
.0

1
3

1
4

-1
1

.9
4

.3
7

E
+

0
8

3
.3

6
8

.5
6

%
8

7
5

0
 

1
1

0
3

.6
1

0
9

c9
 

1
1

0
3

.6
1

8
9

0
.0

0
8

7
.2

5
.1

1
E

+
0

9
3

9
.2

9
1

0
0

.0
0

%
4

3
3

4
 

1
0

9
4

.5
8

1
5

y9
 

1
0

9
4

.5
8

4
2

0
.0

0
2

7
2

.5
9

.3
8

E
+

0
7

0
.7

2
8

6
0

2
 

1
0

8
6

.5
8

4
3

b
9

 
1

0
8

6
.5

7
4

3
-0

.0
1

-9
.2

2
.0

4
E

+
0

7
0

.1
6

6
7

4
3

 

1
0

8
0

.5
5

4
7

4
z9

 (
+

1
) 

1
0

8
0

.5
6

6
9

0
.0

1
2

1
6

1
1

.3
5

.5
8

E
+

0
7

0
.4

3
2

2
.7

1
%

7
2

0
9

 

1
0

7
9

.5
4

6
8

z9
 

1
0

7
9

.5
5

4
8

0
.0

0
8

7
.4

2
.4

6
E

+
0

8
1

.8
9

1
0

0
.0

0
%

1
1

8
0

8
 

1
0

7
8

.5
3

9
y9

 -
N

H
3

 
1

0
7

8
.5

7
4

4
0

.0
3

5
4

3
2

.8
9

.1
9

E
+

0
8

7
.0

7
8

8
1

3
 

  
  

 
1

0
7

8
.5

4
1

9
.1

0
E

+
0

8
7

.0
0

9
6

2
8

 

  
  

 
1

0
7

7
.5

5
3

9
4

.0
4

E
+

0
7

0
.3

1
7

1
9

9
 

  
  

 
1

0
7

6
.5

6
8

7
1

.0
5

E
+

0
7

0
.0

8
1

1
1

5
4

 

  
  

 
1

0
5

9
.6

0
3

7
5

.4
0

E
+

0
7

0
.4

1
8

8
4

7
 

1
0

4
8

.6
0

5
2

8
c8

 (
+

2
) 

1
0

4
8

.5
9

6
7

-0
.0

0
8

5
8

-8
.2

6
.5

7
E

+
0

7
0

.5
1

1
.4

7
%

6
4

1
7

 

1
0

4
7

.5
9

7
3

4
c8

 (
+

1
) 

1
0

4
7

.5
9

2
6

-0
.0

0
4

7
4

-4
.5

3
.6

4
E

+
0

8
2

.8
0

8
.1

4
%

6
4

9
4

 

1
0

4
6

.5
8

9
4

c8
 

1
0

4
6

.5
8

4
7

-0
.0

0
4

7
-4

.5
4

.4
7

E
+

0
9

3
4

.3
8

1
0

0
.0

0
%

6
0

6
0

 

1
0

4
5

.5
8

1
6

c8
 (

-1
) 

1
0

4
5

.5
6

5
5

-0
.0

1
6

1
-1

5
.4

1
.7

9
E

+
0

7
0

.1
4

9
9

5
0

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 4

6
 

  
  

N
U

S
 1

/1
6

 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
 

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

  
  

1
0

3
1

.5
6

9
7

1
.3

8
E

+
0

7
0

.1
1

8
2

3
9

 

1
0

2
9

.5
6

2
9

b
8

 
1

0
2

9
.5

4
6

9
-0

.0
1

6
-1

5
.5

1
.6

5
E

+
0

7
0

.1
3

5
9

6
6

 

  
  

 
1

0
2

2
.5

0
8

2
.2

8
E

+
0

7
0

.1
8

9
8

2
9

 

  
  

 
1

0
2

0
.5

4
0

8
7

.9
3

E
+

0
7

0
.6

1
6

3
5

0
 

  
  

 
1

0
1

8
.5

4
7

4
1

.0
2

E
+

0
7

0
.0

8
6

9
4

3
 

  
  

 
1

0
1

7
.5

5
6

9
4

.9
8

E
+

0
7

0
.3

8
6

9
0

6
 

  
  

 
1

0
0

8
.5

1
4

1
3

.6
3

E
+

0
7

0
.2

8
1

3
4

2
7

 

  
  

 
1

0
0

7
.5

1
4

2
1

.0
2

E
+

0
8

0
.7

8
8

5
5

6
 

  
  

 
1

0
0

4
.5

3
6

5
1

.0
2

E
+

0
8

0
.7

8
8

8
1

4
 

  
  

 
1

0
0

3
.5

7
8

7
3

.0
2

E
+

0
7

0
.2

3
8

1
4

5
 

  
  

 
1

0
0

2
.5

7
4

5
1

.4
6

E
+

0
7

0
.1

1
1

2
1

3
4

 

  
  

 
9

8
6

.5
6

2
9

1
.6

7
E

+
0

7
0

.1
3

4
5

7
8

 

  
  

 
9

4
8

.4
6

8
3

1
.3

0
E

+
0

7
0

.1
0

9
5

1
3

 

  
  

 
9

4
6

.5
0

8
7

4
.2

4
E

+
0

7
0

.3
3

6
7

3
2

 

  
  

 
9

3
3

.5
0

3
7

2
.8

6
E

+
0

7
0

.2
2

8
9

7
0

 

9
0

1
.5

3
6

8
8

c7
 (

+
2

) 
9

0
1

.5
2

7
6

-0
.0

0
9

2
8

-1
0

.3
7

.1
7

E
+

0
7

0
.5

5
0

.9
1

%
7

0
7

9
 

9
0

0
.5

2
8

9
4

c7
 (

+
1

) 
9

0
0

.5
2

1
9

-0
.0

0
7

0
4

-7
.8

5
.2

7
E

+
0

8
4

.0
5

6
.7

2
%

6
7

9
8

 

8
9

9
.5

2
1

c7
 

8
9

9
.5

1
4

-0
.0

0
7

-7
.8

7
.8

5
E

+
0

9
6

0
.3

5
1

0
0

.0
0

%
7

9
0

1
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 4

7
 

  
  

N
U

S
 1

/1
6

 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
 

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

8
9

8
.5

1
3

2
c7

 (
-1

) 
8

9
8

.5
2

1
2

0
.0

0
8

8
.9

2
.9

8
E

+
0

7
0

.2
3

7
9

6
5

 

8
8

2
.4

9
4

4
b

7
 

8
8

2
.4

9
9

5
0

.0
0

5
1

5
.8

2
.5

2
E

+
0

7
0

.1
9

8
0

2
7

 

  
  

 
8

8
1

.5
0

4
2

1
.4

0
E

+
0

7
0

.1
1

8
4

0
1

 

  
  

 
8

5
6

.5
0

5
4

1
.2

9
E

+
0

8
0

.9
9

1
1

6
1

8
 

  
  

 
8

5
5

.5
0

8
6

.2
8

E
+

0
8

4
.8

3
7

6
4

7
 

  
  

 
8

3
9

.4
7

6
9

1
.7

7
E

+
0

7
0

.1
4

1
1

1
5

8
 

  
  

 
7

5
6

.4
2

4
9

1
.5

5
E

+
0

7
0

.1
2

1
2

4
2

7
 

7
5

4
.4

6
8

4
8

c6
 (

+
2

) 
7

5
4

.4
6

1
9

-0
.0

0
6

5
8

-8
.7

3
.2

3
E

+
0

7
0

.2
5

0
.5

6
%

1
4

2
6

9
 

7
5

3
.4

6
0

5
4

c6
 (

+
1

) 
7

5
3

.4
5

0
9

-0
.0

0
9

6
4

-1
2

.8
3

.3
0

E
+

0
8

2
.5

4
5

.7
4

%
1

1
0

7
8

 

  
  

 
7

5
2

.5
4

4
5

2
.2

5
E

+
0

7
0

.1
7

1
8

9
2

5
 

7
5

2
.4

5
2

6
c6

 
7

5
2

.4
5

1
2

-0
.0

0
1

4
-1

.9
5

.7
5

E
+

0
9

4
4

.1
9

1
0

0
.0

0
%

7
7

8
7

 

7
5

1
.4

4
4

8
c6

 (
-1

) 
7

5
1

.4
4

3
3

-0
.0

0
1

5
-2

.0
8

.6
8

E
+

0
7

0
.6

7
1

3
4

0
8

 

7
3

5
.4

2
6

b
6

 
7

3
5

.4
2

3
-0

.0
0

3
-4

.1
2

.7
0

E
+

0
7

0
.2

1
1

3
6

9
2

 

  
  

 
7

3
4

.4
3

9
1

1
.5

3
E

+
0

7
0

.1
2

6
4

7
7

 

  
  

 
7

0
8

.4
3

3
9

1
.6

5
E

+
0

7
0

.1
3

9
5

7
7

 

6
7

6
.3

8
7

1
8

M
H

2
+
 (

+
4

) 
6

7
6

.3
7

6
5

-0
.0

1
0

6
8

-1
5

.8
5

.6
9

E
+

0
7

0
.4

4
1

3
3

9
6

 

6
7

5
.8

8
3

2
1

M
H

2
+

 (+
3

) 
6

7
5

.8
8

3
-0

.0
0

0
2

1
-0

.3
2

.3
7

E
+

0
8

1
.8

2
1

8
4

2
2

 

6
7

5
.3

7
9

2
4

M
H

2
+
 (

+
2

) 
6

7
5

.3
7

2
8

-0
.0

0
6

4
4

-9
.5

1
.3

7
E

+
0

9
1

0
.5

4
1

4
3

6
6

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 4

8
 

  
  

N
U

S
 1

/1
6

 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
 

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

6
7

4
.8

7
5

2
7

M
H

2
+
 (

+
1

) 
6

7
4

.8
7

1
1

-0
.0

0
4

1
7

-6
.2

8
.1

7
E

+
0

9
6

2
.7

8
1

1
0

2
7

 

6
7

4
.3

7
1

3
M

H
2
+
 

6
7

4
.3

6
8

1
-0

.0
0

3
2

-4
.7

1
.0

3
E

+
1

1
7

8
8

.5
6

1
1

2
3

5
 

  
  

 
6

6
5

.8
5

6
1

1
.2

1
E

+
0

8
0

.9
3

9
6

1
0

 

  
  

 
6

5
6

.8
5

2
2

2
.2

1
E

+
0

7
0

.1
7

1
2

9
7

1
 

6
2

6
.4

0
9

8
8

c5
 (

+
2

) 
6

2
6

.3
9

6
4

-0
.0

1
3

4
8

-2
1

.5
4

.1
2

E
+

0
7

0
.3

2
0

.3
2

%
1

2
7

6
9

 

6
2

5
.4

0
1

9
4

c5
 (

+
1

) 
6

2
5

.3
9

4
5

-0
.0

0
7

4
4

-1
1

.9
5

.8
5

E
+

0
8

4
.5

0
4

.5
0

%
1

3
4

1
5

 

6
2

4
.3

9
4

c5
 

6
2

4
.3

9
1

9
-0

.0
0

2
1

-3
.4

1
.3

0
E

+
1

0
1

0
0

.0
0

1
0

0
.0

0
%

1
2

1
2

1
 

6
2

3
.3

8
6

2
c5

 (
-1

) 
6

2
3

.3
8

7
7

0
.0

0
1

5
2

.4
1

.6
3

E
+

0
9

1
2

.5
3

1
6

8
8

9
 

6
0

7
.3

6
7

5
b

5
 

6
0

7
.3

6
3

1
-0

.0
0

4
4

-7
.2

4
.5

0
E

+
0

7
0

.3
5

1
4

0
3

9
 

  
  

 
6

0
6

.3
8

1
1

4
.1

6
E

+
0

7
0

.3
2

1
2

6
0

3
 

6
0

0
.3

3
7

8
b

1
0

2
+
 

6
0

0
.3

3
5

-0
.0

0
2

8
-4

.7
3

.7
3

E
+

0
7

0
.2

9
1

3
1

6
9

 

  
  

 
5

9
1

.3
3

2
5

1
.0

2
E

+
0

7
0

.0
8

7
6

6
6

 

  
  

 
5

8
1

.3
8

2
7

1
.2

0
E

+
0

7
0

.0
9

1
2

2
8

9
 

  
  

 
5

6
5

.3
5

3
7

1
.5

1
E

+
0

7
0

.1
2

1
4

3
0

0
 

  
  

 
5

5
3

.3
2

1
3

1
.4

2
E

+
0

7
0

.1
1

1
8

5
2

9
 

5
5

2
.3

0
9

1
c9

2
+
 

5
5

2
.3

1
1

8
0

.0
0

2
7

4
.9

6
.3

0
E

+
0

8
4

.8
4

1
5

4
7

5
 

  
  

 
5

2
4

.3
0

2
7

1
.9

3
E

+
0

7
0

.1
5

1
0

9
7

5
 

4
9

7
.3

4
3

3
4

c4
 (

+
1

) 
4

9
7

.3
3

5
8

-0
.0

0
7

5
4

-1
5

.2
2

.1
7

E
+

0
8

1
.6

7
3

.6
8

%
1

5
8

6
0

 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 4

9
 

  
  

N
U

S
 1

/1
6

 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
p

p
m

 
m

/z
 u

n
a

ss
ig

n
e

d
 

R
e

la
tiv

e
 in

te
n

si
ty

 
N

o
rm

a
liz

e
d

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 
R

e
so

lu
tio

n
 

4
9

6
.3

3
5

4
c4

 
4

9
6

.3
3

2
3

-0
.0

0
3

1
-6

.2
5

.8
9

E
+

0
9

4
5

.3
0

1
0

0
.0

0
%

1
3

4
6

2
 

4
9

5
.3

2
7

6
c4

 (
-1

) 
4

9
5

.3
2

4
3

-0
.0

0
3

3
-6

.7
1

.5
5

E
+

0
9

1
1

.8
8

1
4

5
8

1
 

4
7

9
.3

0
8

9
b

4
 

4
7

9
.3

0
6

4
-0

.0
0

2
5

-5
.2

1
.5

7
E

+
0

7
0

.1
2

2
0

5
3

0
 

  
  

 
4

7
8

.3
2

1
2

2
.4

3
E

+
0

7
0

.1
9

1
5

0
8

0
 

  
  

 
4

5
3

.3
2

7
4

1
.9

9
E

+
0

7
0

.1
5

2
4

1
7

4
 

  
  

 
4

2
4

.2
5

1
3

7
.5

4
E

+
0

8
5

.8
0

1
7

2
5

6
 

3
8

2
.2

5
6

1
b

3
 

3
8

2
.2

5
4

3
-0

.0
0

1
8

-4
.7

1
.2

4
E

+
0

7
0

.1
0

2
7

3
8

3
 

  
  

 
3

6
4

.2
4

2
8

2
.7

4
E

+
0

7
0

.2
1

1
9

8
1

8
 

  
  

 
3

5
6

.2
7

4
9

1
.1

7
E

+
0

7
0

.0
9

2
9

1
8

3
 

  
  

 
3

5
4

.1
7

4
1

1
.4

3
E

+
0

7
0

.1
1

2
4

5
7

5
 

2
5

4
.1

6
1

2
b

2
 

2
5

4
.1

5
9

2
-0

.0
0

2
-7

.9
1

.4
5

E
+

0
8

1
.1

2
3

1
0

4
0

 

  
  

 
2

4
3

.1
4

3
6

1
.4

3
E

+
0

7
0

.1
1

2
9

2
2

0
 

2
3

7
.1

3
4

6
b

2
 -

N
H

3
 

2
3

7
.1

3
2

6
-0

.0
0

2
-8

.4
2

.7
3

E
+

0
7

0
.2

1
3

7
0

6
1

 

  
  

 
2

2
6

.1
5

2
8

1
.5

3
E

+
0

7
0

.1
2

3
6

3
5

0
 

  
  

 
2

2
6

.1
1

6
9

3
.4

0
E

+
0

7
0

.2
6

3
4

8
1

4
 

  
  

  
  

  
2

2
4

.7
8

9
8

8
.1

9
E

+
0

7
0

.6
3

  
3

1
1

9
3

 

  
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 5

0
 

T
a

b
le

 S
6

. 
In

te
rp

re
ta

tio
n

 o
f 

fr
a

g
m

e
n

t 
sp

e
ct

ru
m

 o
f 

th
e

 m
o

n
o

-i
so

to
p

ic
 p

e
a

k 
fo

r 
a

 N
U

S
 1

/3
2

 a
cq

u
is

iti
on

. 

 

  
  

N
U

S
 1

/3
2

 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

 
R

e
la

tiv
e

 in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

  
  

1
3

1
4

.6
9

0
6

3
.0

8
E

+
0

7
0

.7
9

4
4

4
 

  
  

1
3

0
3

.6
8

9
4

.1
9

E
+

0
7

0
.9

9
1

2
8

 

  
  

1
3

0
1

.7
5

8
1

1
.4

5
E

+
0

7
0

.3
6

5
2

1
 

  
  

1
2

8
7

.7
1

9
4

4
.7

0
E

+
0

7
1

.0
6

9
1

4
 

  
  

1
2

7
3

.6
7

3
6

4
.6

2
E

+
0

7
1

.0
7

1
5

9
 

  
  

1
2

6
0

.7
1

6
1

5
.3

3
E

+
0

7
1

.2
1

0
7

6
0

 

  
  

1
2

6
0

.6
5

9
4

5
.9

7
E

+
0

7
1

.3
9

3
4

7
 

  
  

1
2

5
6

.6
5

4
4

1
.6

3
E

+
0

7
0

.4
6

2
3

7
 

  
  

1
2

5
3

.6
8

5
8

1
.1

4
E

+
0

7
0

.2
2

7
7

4
 

  
  

1
2

0
3

.6
8

2
3

1
.5

7
E

+
0

7
0

.3
7

0
4

5
 

1
1

9
9

.6
6

8
4

b
1

0
 

1
1

9
9

.6
6

6
8

-0
.0

0
1

6
-1

.3
4

.0
1

E
+

0
7

0
.9

1
0

0
.0

0
%

6
5

6
1

 

  
  

1
1

9
1

.6
2

6
6

1
.2

2
E

+
0

7
0

.3
7

7
0

3
 

  
  

1
1

8
9

.6
1

3
6

1
.0

2
E

+
0

7
0

.2
8

5
8

3
 

1
1

0
3

.6
1

0
9

c9
 

1
1

0
3

.6
2

8
9

0
.0

1
8

1
6

.3
1

.7
5

E
+

0
9

3
7

.8
1

0
0

.0
0

%
1

0
0

9
3

 

1
0

9
4

.5
8

1
5

y9
 

1
0

9
4

.5
7

1
5

-0
.0

1
-9

.1
7

.2
0

E
+

0
7

1
.6

8
4

4
7

 

1
0

8
6

.5
8

4
3

b
9

 
1

0
8

6
.5

7
7

8
-0

.0
0

6
5

-6
.0

1
.1

6
E

+
0

7
0

.3
7

0
7

3
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 5

1
 

  
  

N
U

S
 1

/3
2

 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

 
R

e
la

tiv
e

 in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

1
0

7
7

.5
3

9
y9

 -
N

H
3

 
1

0
7

7
.5

5
4

8
0

.0
1

5
8

1
4

.7
3

.4
6

E
+

0
7

0
.7

6
4

9
0

 

1
0

4
6

.5
8

9
4

c8
 

1
0

4
6

.6
3

2
6

0
.0

4
3

2
4

1
.3

1
.2

7
E

+
0

9
2

7
.5

1
0

0
.0

0
%

1
2

1
8

6
 

1
0

2
9

.5
6

2
9

b
8

 
1

0
2

9
.5

5
4

9
-0

.0
0

8
-7

.8
1

2
7

4
.7

2
6

3
1

.2
8

E
+

0
7

0
.3

7
3

7
3

 

  
  

1
0

2
0

.5
3

0
9

3
.5

4
E

+
0

7
0

.8
9

2
5

3
 

  
  

1
0

1
7

.5
4

4
6

2
.7

9
E

+
0

7
0

.6
9

2
9

3
 

  
  

1
0

0
3

.5
7

8
8

1
.6

3
E

+
0

7
0

.4
9

7
2

6
 

  
  

9
8

6
.5

4
7

3
1

.0
5

E
+

0
7

0
.2

1
1

3
4

5
 

  
  

9
4

6
.5

1
5

8
3

.1
4

E
+

0
7

0
.7

9
0

4
8

 

  
  

9
3

3
.5

1
0

7
1

.3
8

E
+

0
7

0
.3

9
6

4
7

 

8
9

9
.5

2
1

c7
 

8
9

9
.5

2
2

8
0

.0
0

1
8

2
.0

1
.7

4
E

+
0

9
3

7
.5

1
0

0
.0

0
%

8
1

7
1

 

8
8

2
.4

9
4

4
b

7
 

8
8

2
.4

8
9

5
-0

.0
0

4
9

-5
.6

1
.8

8
E

+
0

7
0

.4
9

0
5

1
 

  
  

8
5

5
.5

0
1

6
7

.0
9

E
+

0
7

1
.5

1
1

2
0

5
 

7
5

2
.4

5
2

6
c6

 
7

5
2

.4
4

3
7

-0
.0

0
8

9
-1

1
.8

1
.6

4
E

+
0

9
3

5
.4

1
0

0
.0

0
%

6
4

6
6

 

7
3

5
.4

2
6

b
6

 
7

3
5

.4
2

1
5

-0
.0

0
4

5
-6

.1
1

.7
3

E
+

0
7

0
.4

1
0

0
8

0
 

6
7

4
.3

7
1

3
M

H
2
+
 

6
7

4
.3

6
7

8
-0

.0
0

3
5

-5
.2

7
.4

1
E

+
1

0
1

6
0

0
.1

1
0

1
7

0
 

  
  

6
6

5
.8

5
4

6
1

.2
1

E
+

0
8

2
.6

1
2

1
9

7
 

  
  

6
5

6
.8

5
1

1
2

.2
3

E
+

0
7

0
.5

8
4

1
5

 

6
2

4
.3

9
4

c5
 

6
2

4
.4

0
2

6
0

.0
0

8
6

1
3

.8
4

.6
3

E
+

0
9

1
0

0
.0

1
0

0
.0

0
%

2
0

3
1

8
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 5

2
 

  
  

N
U

S
 1

/3
2

 

m
/z

 t
h

e
o

re
tic

a
l 

A
ss

ig
n

m
e

n
t 

(i
so

to
p

e
) 

m
/z

 a
ss

ig
n

ed
M

a
ss

 s
h

ift
 

p
p

m
 

m
/z

 u
n

a
ss

ig
n

e
d

 
R

e
la

tiv
e

 in
te

n
si

ty
 

N
o

rm
a

liz
e

d
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 

R
e

so
lu

tio
n

 

6
2

3
.3

8
6

2
c5

 (
-1

) 
6

2
3

.3
8

0
9

-0
.0

0
5

3
-8

.5
5

.2
9

E
+

0
8

1
1

.4
2

1
4

8
8

 

6
0

7
.3

6
7

5
b

5
 

6
0

7
.3

6
3

1
-0

.0
0

4
4

-7
.2

3
.0

7
E

+
0

7
0

.7
1

3
9

8
4

 

  
  

6
0

6
.3

7
9

8
2

.6
5

E
+

0
7

0
.6

1
3

1
4

3
 

6
0

0
.3

3
7

8
b

1
0

2
+
 

6
0

0
.3

3
5

3
-0

.0
0

2
5

-4
.2

3
.4

7
E

+
0

7
0

.7
1

4
7

1
0

 

  
  

5
5

2
.3

1
6

7
2

.9
9

E
+

0
8

6
.5

1
9

8
0

2
 

4
9

6
.3

3
5

4
c4

 
4

9
6

.3
3

0
4

-0
.0

0
5

-1
0

.1
3

.0
9

E
+

0
9

6
6

.7
1

0
0

.0
0

%
2

1
1

8
8

 

4
9

5
.3

2
7

6
c4

 (
-1

) 
4

9
5

.3
2

4
6

-0
.0

0
3

-6
.1

7
.2

7
E

+
0

8
1

5
.7

2
0

3
4

7
 

  
  

4
7

8
.3

2
3

2
1

.6
0

E
+

0
7

0
.3

1
8

9
5

0
 

  
  

4
2

4
.2

5
0

1
4

.1
6

E
+

0
8

9
.0

2
3

1
8

7
 

  
  

3
6

4
.2

4
3

3
2

.4
4

E
+

0
7

0
.5

2
6

9
1

9
 

  
  

3
5

4
.1

7
4

5
1

.4
6

E
+

0
7

0
.3

1
9

9
4

5
 

2
5

4
.1

6
1

2
b

2
 

2
5

4
.1

5
9

2
-0

.0
0

2
-7

.9
1

.3
3

E
+

0
8

2
.9

3
0

8
1

6
 

  
  

2
4

3
.1

4
3

2
1

.0
2

E
+

0
7

0
.2

3
0

0
7

3
 

2
3

7
.1

3
4

6
b

2
 -

N
H

3
 

2
3

7
.1

3
2

8
-0

.0
0

1
8

-7
.6

2
.0

2
E

+
0

7
0

.4
3

0
3

1
1

 

  
  

2
2

6
.1

5
2

8
1

.3
4

E
+

0
7

0
.3

4
1

3
7

7
 

  
  

  
  

  
2

2
6

.1
1

6
9

3
.3

5
E

+
0

7
0

.7
  

2
9

1
3

1
 

  



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 5

3
 

 T
a

b
le

 S
7

. 
O

b
se

rv
e

d
 is

o
to

p
ic

 d
is

tr
ib

ut
io

n
 o

f 
1

0
 m

a
jo

r 
fr

a
g

m
e

n
ts

 f
ro

m
 t

h
e

 m
o

n
o

-i
so

to
p

ic
 p

e
a

k 
co

m
p

a
re

d
 t

o
 t

h
e

 t
h

e
o

re
tic

a
l d

is
tr

ib
u

tio
n

 c
a

lc
u

la
te

d
 

w
ith

 t
h

e
 I

so
P

a
tr

n
 s

o
ft

w
a

re
 (

th
e

 c
lo

se
st

 a
re

 in
 g

re
e

n
, 

in
co

rr
e

ct
 p

a
tt

e
rn

s 
in

 r
e

d
).

 

 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

M
O

N
O

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

M
H

+
 

M
o

n
o 

8
.9

1
E

+
07

 
1

0
0

.0
0

%
3

.6
7

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.0
9

E
+

09
9

3
.9

7
%

 
1

.8
8

E
+

09
9

9
.4

7
%

 
1

.7
9

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

1
st
 

5
.9

7
E

+
07

 
6

7
.0

0
%

 
9

.7
4

E
+

07
2

6
.5

4
%

 
1

.1
6

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
1

.8
9

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
1

.1
0

E
+

09
6

1
.3

9
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
0
 

2
n
d
 

5
.1

3
E

+
07

 
5

7
.5

8
%

 
2

.6
3

E
+

08
7

1
.6

6
%

 
6

.9
8

E
+

08
6

0
.1

7
%

 
1

.9
3

E
+

08
1

0
.2

1
%

 
2

.2
6

E
+

08
1

2
.6

1
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
2

.3
8

E
+

07
 

2
6

.7
1

%
 

1
.0

0
E

+
08

2
7

.2
5

%
 

4
.2

5
E

+
07

3
.6

6
%

 
5

.5
3

E
+

07
2

.9
3

%
 

6
.9

5
E

+
07

3
.8

8
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
1

0 

M
o

n
o 

3
.3

5
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
1

.3
9

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
3

.9
4

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
6

.7
7

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
6

.7
2

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

1
st
 

2
.4

6
E

+
08

 
7

3
.4

3
%

 
1

.1
4

E
+

09
8

2
.0

1
%

 
2

.1
7

E
+

09
5

5
.0

8
%

 
4

.6
3

E
+

08
6

.8
4

%
 

6
.1

9
E

+
08

9
.2

1
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

2
n
d
 

8
.8

1
E

+
07

 
2

6
.3

0
%

 
3

.1
2

E
+

08
2

2
.4

5
%

 
6

.0
5

E
+

07
1

.5
4

%
 

1
.0

3
E

+
08

1
.5

2
%

 
1

.4
6

E
+

08
2
.1

7
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
1

.9
9

E
+

07
 

5
.9

4
%

 
6

.0
7

E
+

07
4

.3
7

%
 

2
.6

7
E

+
07

0
.6

8
%

 
1

.8
8

E
+

07
0

.2
8

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

b
1

0 

M
o

n
o 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

2
.4

3
E

+
07

1
0

0
.0

0
%

5
.2

0
E

+
07

1
0

0
.0

0
%

8
.1

8
E

+
07

1
0

0
.0

0
%

7
.7

2
E

+
07

1
0

0
.0

0
%

4
.0

1
E

+
07

1
0

0
.0

0
%

 
1

0
0 

1
st
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

1
.3

8
E

+
07

5
6

.7
9

%
 

2
.1

2
E

+
07

0
.0

0
%

 
2

.0
3

E
+

07
2

4
.8

2
%

 
0

.0
0

E
+

00
0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
2

.1
2

E
+

07
0

.0
0

%
 

1
.9

5
E

+
07

2
3

.8
4

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 5

4
 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

M
O

N
O

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
1

.3
0

E
+

07
1

5
.8

9
%

 
0

.0
0

E
+

00
0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
9 

M
o

n
o 

2
.1

6
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
9

.1
5

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.9
1

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
5

.1
1

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
5

.1
1

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
1

.7
5

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

1
st
 

1
.4

3
E

+
08

 
6

6
.2

0
%

 
6

.4
4

E
+

08
7

0
.3

8
%

 
1

.3
2

E
+

09
4

5
.3

6
%

 
3

.0
9

E
+

08
6

.0
5

%
 

4
.3

7
E

+
08

8
.5

5
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

2
n
d
 

4
.4

0
E

+
07

 
2

0
.3

7
%

 
1

.5
6

E
+

08
1

7
.0

5
%

 
4

.4
1

E
+

07
1

.5
2

%
 

6
.0

1
E

+
07

1
.1

8
%

 
8

.0
1

E
+

07
1
.5

7
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
3

.1
5

E
+

07
3

.4
4

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

z
9 

M
o

n
o 

4
.7

5
E

+
07

 
1

0
0

.0
0

%
1

.2
7

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
4

.2
2

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.5
2

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.4
6

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

1
st
 

2
.4

2
E

+
07

 
5

0
.9

5
%

 
1

.2
3

E
+

08
9

6
.8

5
%

 
1

.0
1

E
+

08
2

3
.9

3
%

 
4

.4
1

E
+

07
1

2
.5

3
%

 
5

.5
8

E
+

07
2

2
.6

8
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
0
 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
8 

M
o

n
o 

1
.7

7
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
7

.8
1

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.6
6

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
4

.5
4

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
4

.4
7

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
1

.2
7

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

1
st
 

1
.1

4
E

+
08

 
6

4
.4

1
%

 
5

.2
6

E
+

08
6

7
.3

5
%

 
1

.1
2

E
+

09
4

2
.1

1
%

 
2

.7
2

E
+

08
5

.9
9

%
 

3
.6

4
E

+
08

8
.1

4
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

2
n
d
 

3
.4

2
E

+
07

 
1

9
.3

2
%

 
1

.2
7

E
+

08
1

6
.2

6
%

 
3

.6
3

E
+

07
1

.3
6

%
 

3
.6

5
E

+
07

0
.8

0
%

 
6

.5
7

E
+

07
1
.4

7
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
1

.8
9

E
+

07
2

.4
2

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

C
7 

M
o

n
o 

2
.8

8
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
1

.2
3

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
4

.8
2

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
7

.9
7

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
7

.8
5

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
1

.7
4

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

1
st
 

1
.4

6
E

+
08

 
5

0
.6

9
%

 
7

.1
6

E
+

08
5

8
.2

1
%

 
1

.6
5

E
+

09
3

4
.2

3
%

 
4

.2
1

E
+

08
5

.2
8

%
 

5
.2

7
E

+
08

6
.7

1
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

2
n
d
 

3
.7

8
E

+
07

 
1

3
.1

3
%

 
1

.4
2

E
+

08
1

1
.5

4
%

 
5

.6
9

E
+

07
1

.1
8

%
 

4
.7

3
E

+
07

0
.5

9
%

 
7

.1
7

E
+

07
0
.9

1
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 5

5
 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

M
O

N
O

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
1

.8
8

E
+

07
1

.5
3

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
6 

M
o

n
o 

2
.1

1
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
8

.3
7

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.7
5

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
6

.1
0

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
5

.7
5

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
1

.6
4

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

1
st
 

8
.6

6
E

+
07

 
4

1
.0

4
%

 
4

.0
2

E
+

08
4

8
.0

3
%

 
1

.0
1

E
+

09
2

6
.9

3
%

 
2

.4
3

E
+

08
3

.9
8

%
 

3
.3

0
E

+
08

5
.7

4
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

2
n
d
 

1
.7

4
E

+
07

 
8

.2
5

%
 

6
.4

9
E

+
07

7
.7

5
%

 
3

.5
5

E
+

07
0

.9
5

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
3

.2
3

E
+

07
0
.5

6
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
5 

M
o

n
o 

3
.9

1
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
1

.5
2

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
7

.5
1

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
1

.2
1

E
+

10
1

0
0

.0
0

%
1

.3
0

E
+

10
1

0
0

.0
0

%
4

.6
3

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

1
st
 

1
.3

3
E

+
08

 
3

4
.0

2
%

 
6

.3
8

E
+

08
4

1
.9

7
%

 
1

.7
1

E
+

09
2

2
.7

7
%

 
3

.7
8

E
+

08
3

.1
2

%
 

5
.8

5
E

+
08

4
.5

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

2
n
d
 

2
.2

8
E

+
07

 
5

.8
3

%
 

7
.9

0
E

+
07

5
.2

0
%

 
4

.5
4

E
+

07
0

.6
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
4

.1
2

E
+

07
0
.3

2
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
4 

M
o

n
o 

1
.8

3
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
6

.7
8

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.2
4

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
5

.4
0

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
5

.8
9

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
3

.0
9

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

1
st
 

4
.8

3
E

+
07

 
2

6
.3

9
%

 
2

.0
3

E
+

08
2

9
.9

4
%

 
5

.4
2

E
+

08
1

6
.7

3
%

 
1

.5
1

E
+

08
2

.8
0

%
 

2
.1

7
E

+
08

3
.6

8
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

  
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 5

6
 

T
a

b
le

 S
8

. 
O

b
se

rv
e

d
 is

o
to

p
ic

 d
is

tr
ib

ut
io

n
 o

f 
1

0
 m

a
jo

r 
fr

a
g

m
e

n
ts

 f
ro

m
 t

h
e

 1
st
 is

o
to

p
ic

 p
e

a
k 

co
m

p
a

re
d

 t
o

 t
h

e
 t

h
eo

re
tic

a
l d

is
tr

ib
u

tio
n

 c
a

lc
ul

a
te

d
 w

ith
 

th
e

 I
so

P
a

tr
n

 s
o

ft
w

a
re

 (
th

e
 c

lo
se

st
 a

re
 in

 g
re

e
n

, 
in

co
rr

e
ct

 p
a

tte
rn

s 
in

 r
e

d
).

 

 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

F
IR

S
T

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

M
H

+
 

M
o

n
o 

8
.3

1
E

+
07

 
1

0
0

.0
0

%
2

.7
9

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
5

.1
6

E
+

08
4

3
.0

0
%

 
3

.7
9

E
+

08
1

6
.9

2
%

 
1

.6
9

E
+

08
6
.6

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
.0

1
5 

1
st
 

5
.6

7
E

+
07

 
6

8
.2

3
%

 
5

.9
6

E
+

07
2

1
.3

6
%

 
1

.0
4

E
+

09
8

6
.6

7
%

 
2

.0
6

E
+

09
9

1
.9

6
%

 
1

.9
2

E
+

09
7

5
.0

0
%

 
1

.3
1

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

2
n
d
 

5
.0

5
E

+
07

 
6

0
.7

7
%

 
2

.3
4

E
+

08
8

3
.8

7
%

 
1

.2
0

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
2

.2
4

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
2

.5
6

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
2

.5
8

E
+

07
 

3
1

.0
5

%
 

1
.2

8
E

+
08

4
5

.8
8

%
 

2
.6

0
E

+
08

2
1

.6
7

%
 

2
.2

1
E

+
08

9
.8

7
%

 
3

.8
5

E
+

08
1

5
.0

4
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
0
 

c
1

0 

M
o

n
o 

3
.1

0
E

+
08

 
3

2
.3

3
%

 
1

.0
6

E
+

09
8

9
.8

3
%

 
1

.7
6

E
+

09
4

8
.2

2
%

 
1

.8
3

E
+

09
2

7
.9

4
%

 
9

.4
2

E
+

08
1

2
.9

6
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
9
.5

3
5 

1
st
 

2
.4

7
E

+
08

 
2

5
.7

6
%

 
1

.1
8

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
3

.6
5

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
6

.5
5

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
7

.2
7

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
8

.6
0

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

2
n
d
 

9
.5

9
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
4

.2
7

E
+

08
3

6
.1

9
%

 
6

.4
6

E
+

08
1

7
.7

0
%

 
3

.6
8

E
+

08
5

.6
2

%
 

7
.6

1
E

+
08

1
0

.4
7

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
2

.3
9

E
+

07
 

2
.4

9
%

 
1

.0
9

E
+

08
9

.2
4

%
 

2
.1

4
E

+
07

0
.5

9
%

 
1

.0
2

E
+

08
1

.5
6

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

b
1

0 

M
o

n
o 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

1
.9

6
E

+
07

1
0

0
.0

0
%

2
.5

3
E

+
07

8
7

.8
5

%
 

1
.3

2
E

+
07

3
6

.2
6

%
 

1
.8

4
E

+
07

4
8

.8
1

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
1
0
.1

6 

1
st
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

1
.4

2
E

+
07

7
2

.4
5

%
 

2
.8

8
E

+
07

1
0

0
.0

0
%

3
.6

4
E

+
07

1
0

0
.0

0
%

3
.7

7
E

+
07

1
0

0
.0

0
%

1
.2

2
E

+
07

1
0

0
.0

0
%

 
1

0
0 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
1

.4
7

E
+

07
3

8
.9

9
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

2
.4

0
E

+
07

6
3

.6
6

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
9 

M
o

n
o 

1
.9

9
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
6

.8
5

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.3
3

E
+

09
6

0
.1

8
%

 
1

.6
9

E
+

09
4

2
.4

6
%

 
8

.5
0

E
+

08
1

8
.9

3
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
2
1
.6

5
9 

1
st
 

1
.4

2
E

+
08

 
7

1
.3

6
%

 
6

.5
8

E
+

08
9

6
.0

6
%

 
2

.2
1

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
3

.9
8

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
4

.4
9

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
3

.2
7

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

2
n
d
 

4
.7

9
E

+
07

 
2

4
.0

7
%

 
2

.1
4

E
+

08
3

1
.2

4
%

 
3

.3
5

E
+

08
1

5
.1

6
%

 
1

.6
3

E
+

08
4

.1
0

%
 

3
.9

9
E

+
08

8
.8

9
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 5

7
 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

F
IR

S
T

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

3
rd

 
1

.0
0

E
+

07
 

5
.0

3
%

 
5

.3
3

E
+

07
7

.7
8

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

3
.2

3
E

+
07

0
.7

2
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

z
9 

M
o

n
o 

4
.3

6
E

+
07

 
1

0
0

.0
0

%
1

.5
8

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.4
8

E
+

08
5

2
.6

5
%

 
4

.7
0

E
+

08
3

7
.3

0
%

 
1

.7
0

E
+

08
1

2
.5

9
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
2
2
.9

8
4 

1
st
 

2
.4

7
E

+
07

 
5

6
.6

5
%

 
1

.4
0

E
+

08
8

8
.6

1
%

 
6

.6
1

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.2
6

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
1

.3
5

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

2
.8

7
E

+
07

1
8

.1
6

%
 

2
.0

9
E

+
08

3
1

.6
2

%
 

3
.2

3
E

+
08

2
5

.6
3

%
 

4
.4

4
E

+
08

3
2

.8
9

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
1

.0
9

E
+

07
6

.9
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

2
.9

3
E

+
07

2
.1

7
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
8 

M
o

n
o 

1
.6

2
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
5

.8
2

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.2
1

E
+

09
6

5
.0

5
%

 
1

.6
4

E
+

09
4

8
.2

4
%

 
7

.6
7

E
+

08
2

0
.1

8
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
2
6
.8

6
3 

1
st
 

1
.1

3
E

+
08

 
6

9
.7

5
%

 
5

.3
3

E
+

08
9

1
.5

8
%

 
1

.8
6

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
3

.4
0

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
3

.8
0

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
2

.6
7

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

2
n
d
 

3
.7

3
E

+
07

 
2

3
.0

2
%

 
1

.7
2

E
+

08
2

9
.5

5
%

 
2

.7
1

E
+

08
1

4
.5

7
%

 
1

.2
5

E
+

08
3

.6
8

%
 

3
.1

9
E

+
08

8
.3

9
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
3

.1
5

E
+

07
5

.4
1

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

2
.3

4
E

+
07

0
.6

2
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

C
7 

M
o

n
o 

2
.6

4
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
8

.7
6

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.4
0

E
+

09
8

7
.2

7
%

 
3

.7
7

E
+

09
7

6
.0

1
%

 
2

.0
1

E
+

09
3

6
.0

9
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
5
2
.5

5
3 

1
st
 

1
.4

4
E

+
08

 
5

4
.5

5
%

 
7

.0
9

E
+

08
8

0
.9

4
%

 
2

.7
5

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
4

.9
6

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
5

.5
7

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
3

.0
5

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

2
n
d
 

4
.1

2
E

+
07

 
1

5
.6

1
%

 
1

.8
9

E
+

08
2

1
.5

8
%

 
3

.2
6

E
+

08
1

1
.8

5
%

 
1

.2
9

E
+

08
2

.6
0

%
 

3
.8

2
E

+
08

6
.8

6
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
3

.6
1

E
+

07
4

.1
2

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

3
.1

6
E

+
07

0
.5

7
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
6 

M
o

n
o 

1
.9

1
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
5

.6
5

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.0
7

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
3

.5
2

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
2

.3
9

E
+

09
7

0
.0

9
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
9
1
.2

9 

1
st
 

8
.5

1
E

+
07

 
4

4
.5

5
%

 
3

.8
9

E
+

08
6

8
.8

5
%

 
1

.6
7

E
+

09
8

0
.6

8
%

 
3

.0
3

E
+

09
8

6
.0

8
%

 
3

.4
1

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
1

.6
3

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
 

1
0

0 

2
n
d
 

1
.9

1
E

+
07

 
1

0
.0

0
%

 
8

.3
4

E
+

07
1

4
.7

6
%

 
1

.5
1

E
+

08
7

.2
9

%
 

6
.7

2
E

+
07

1
.9

1
%

 
1

.7
9

E
+

08
5
.2

5
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 5

8
 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

F
IR

S
T

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
1

.1
6

E
+

07
2

.0
5

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

1
.2

7
E

+
07

0
.3

7
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
5 

M
o

n
o 

3
.5

3
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
9

.9
4

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
4

.6
2

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
8

.4
2

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
7

.4
4

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

1
st
 

1
.2

9
E

+
08

 
3

6
.5

4
%

 
6

.0
3

E
+

08
6

0
.6

6
%

 
2

.8
7

E
+

09
6

2
.1

2
%

 
5

.0
7

E
+

09
6

0
.2

1
%

 
5

.7
2

E
+

09
7

6
.8

8
%

 
4

.5
7

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
 

7
8

.8
9

8 

2
n
d
 

2
.4

2
E

+
07

 
6

.8
6

%
 

1
.0

3
E

+
08

1
0

.3
6

%
 

2
.0

9
E

+
08

4
.5

2
%

 
1

.0
2

E
+

08
1

.2
1

%
 

2
.3

9
E

+
08

3
.2

1
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
1

.1
2

E
+

07
1

.1
3

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
4 

M
o

n
o 

1
.6

5
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
4

.3
9

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.1
2

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
3

.8
7

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
3

.9
0

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

1
st
 

4
.6

8
E

+
07

 
2

8
.3

6
%

 
1

.8
7

E
+

08
4

2
.6

0
%

 
9

.2
5

E
+

08
4

3
.6

3
%

 
1

.6
0

E
+

09
4

1
.3

4
%

 
1

.7
6

E
+

09
4

5
.1

3
%

 
5

.0
8

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
 

5
6

.0
7

3 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
3

.4
3

E
+

07
1

.6
2

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
2

.1
1

E
+

07
0
.5

4
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

  
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 5

9
 

T
a

b
le

 S
9

. 
O

b
se

rv
e

d
 is

o
to

p
ic

 d
is

tr
ib

ut
io

n
 o

f 
1

0
 m

a
jo

r 
fr

a
g

m
e

n
ts

 f
ro

m
 t

h
e

 2
n
d
 is

o
to

p
ic

 p
e

a
k 

co
m

p
a

re
d

 t
o

 t
h

e
 t

he
o

re
tic

a
l d

is
tr

ib
u

tio
n

 c
al

cu
la

te
d

 
w

ith
 t

h
e

 I
so

P
a

tr
n

 s
o

ft
w

a
re

 (
th

e
 c

lo
se

st
 a

re
 in

 g
re

e
n

, 
in

co
rr

e
ct

 p
a

tt
e

rn
s 

in
 r

e
d

).
 

 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

S
E

C
O

N
D

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 %

 

M
H

+
 

M
o

n
o 

7
.7

1
E

+
07

 
1

0
0

.0
0

%
2

.1
3

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.4
4

E
+

07
5

.2
1

%
 

1
.5

7
E

+
08

3
1

.7
8

%
 

1
.6

3
E

+
08

1
8

.3
8

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
0
 

1
st
 

5
.3

5
E

+
07

 
6

9
.3

9
%

 
7

.1
1

E
+

07
3

3
.3

8
%

 
3

.5
8

E
+

08
5

4
.2

4
%

 
3

.3
6

E
+

08
6

8
.0

2
%

 
4

.5
7

E
+

08
5

1
.5

2
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
0
.0

2
4 

2
n
d
 

4
.8

6
E

+
07

 
6

3
.0

4
%

 
1

.8
9

E
+

08
8

8
.7

3
%

 
6

.6
0

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.4
8

E
+

08
5

0
.2

0
%

 
8

.8
7

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

3
rd

 
2

.5
9

E
+

07
 

3
3

.5
9

%
 

1
.2

6
E

+
08

5
9

.1
5

%
 

5
.1

9
E

+
08

7
8

.6
4

%
 

4
.9

4
E

+
08

1
0

0
.0

0
%

8
.2

2
E

+
08

9
2

.6
7

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
1

0 

M
o

n
o 

2
.8

7
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
8

.0
9

E
+

08
7

6
.3

2
%

 
9

.8
3

E
+

08
6

5
.9

7
%

 
4

.9
7

E
+

08
3

9
.7

6
%

 
7

.8
7

E
+

08
3

9
.7

5
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
1
8
.0

9
9 

1
st
 

2
.3

8
E

+
08

 
8

2
.9

3
%

 
1

.0
6

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
1

.4
9

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
5

.0
4

E
+

08
4

0
.3

2
%

 
1

.2
4

E
+

09
6

2
.6

3
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
1
7
.5

7
1 

2
n
d
 

9
.6

3
E

+
07

 
3

3
.5

5
%

 
4

.4
1

E
+

08
4

1
.6

0
%

 
1

.2
2

E
+

09
8

1
.8

8
%

 
1

.2
5

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
1

.9
8

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

3
rd

 
2

.5
1

E
+

07
 

8
.7

5
%

 
1

.2
8

E
+

08
1

2
.0

8
%

 
2

.2
7

E
+

08
1

5
.2

3
%

 
9

.5
9

E
+

07
7

.6
7

%
 

9
.3

8
E

+
07

4
.7

4
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

b
1

0 

M
o

n
o 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

1
.5

5
E

+
07

1
0

0
.0

0
%

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

1
.4

3
E

+
07

7
6

.8
8

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
1
8
.3

9 

1
st
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

1
.2

8
E

+
07

8
2

.5
8

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

1
.6

3
E

+
07

8
7

.6
3

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
1
8
.7

0
7 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
1

.8
6

E
+

07
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
9 

M
o

n
o 

1
.8

4
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
5

.1
9

E
+

08
8

8
.8

7
%

 
1

.0
7

E
+

08
1

1
.9

2
%

 
3

.6
1

E
+

08
5

5
.4

5
%

 
5

.6
1

E
+

08
5

0
.5

4
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
2
6
.1

1
8 

1
st
 

1
.3

7
E

+
08

 
7

4
.4

6
%

 
5

.8
4

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
8

.9
8

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.4
2

E
+

08
5

2
.5

3
%

 
9

.3
3

E
+

08
8

4
.0

5
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
3
9
.4

9
7 

2
n
d
 

4
.8

2
E

+
07

 
2

6
.2

0
%

 
2

.1
9

E
+

08
3

7
.5

0
%

 
6

.2
8

E
+

08
6

9
.9

3
%

 
6

.5
1

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.1
1

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 6

0
 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

S
E

C
O

N
D

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 %

 

3
rd

 
1

.0
7

E
+

07
 

5
.8

2
%

 
6

.0
7

E
+

07
1

0
.3

9
%

 
7

.1
2

E
+

07
7

.9
3

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
3

.1
8

E
+

07
2
.8

6
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

z
9 

M
o

n
o 

4
.0

0
E

+
07

 
1

0
0

.0
0

%
1

.1
9

E
+

08
9

2
.9

7
%

 
4

.6
3

E
+

07
1

6
.5

9
%

 
1

.1
8

E
+

08
5

6
.7

3
%

 
1

.2
8

E
+

04
0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
5
.2

9
6 

1
st
 

2
.4

2
E

+
07

 
6

0
.5

0
%

 
1

.2
8

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.7
9

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.2
1

E
+

08
5

8
.1

7
%

 
3

.0
2

E
+

08
7

1
.9

0
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
3
4
.6

6
1 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

3
.4

3
E

+
07

2
6

.8
0

%
 

2
.4

9
E

+
08

8
9

.2
5

%
 

2
.0

8
E

+
08

1
0

0
.0

0
%

4
.2

0
E

+
08

1
0

0
.0

0
%

0
 

0
.0

0
%

 
1
0
0 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
1

.4
0

E
+

07
1

0
.9

4
%

 
4

.8
8

E
+

07
1

7
.4

9
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

4
.9

7
E

+
07

1
1

.8
3

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
8 

M
o

n
o 

1
.5

0
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
4

.4
3

E
+

08
9

4
.0

6
%

 
1

.2
3

E
+

08
1

6
.4

4
%

 
3

.1
3

E
+

08
5

9
.7

3
%

 
5

.0
7

E
+

08
5

3
.7

6
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
3
1
.3

3
7 

1
st
 

1
.0

9
E

+
08

 
7

2
.6

7
%

 
4

.7
1

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
7

.4
8

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.0
3

E
+

08
5

7
.8

2
%

 
8

.5
1

E
+

08
9

0
.2

4
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
4
9
.0

7
5 

2
n
d
 

3
.7

5
E

+
07

 
2

5
.0

0
%

 
1

.7
6

E
+

08
3

7
.3

7
%

 
5

.1
1

E
+

08
6

8
.3

2
%

 
5

.2
4

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
9

.4
3

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
4

.1
0

E
+

07
8

.7
0

%
 

3
.7

6
E

+
07

5
.0

3
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

2
.8

5
E

+
07

3
.0

2
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

C
7 

M
o

n
o 

2
.4

2
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
6

.4
4

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
4

.1
8

E
+

08
3

6
.0

3
%

 
5

.6
4

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.0
3

E
+

09
7

0
.0

7
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
6
0
.4

2
1 

1
st
 

1
.3

8
E

+
08

 
5

7
.0

2
%

 
6

.1
6

E
+

08
9

5
.6

5
%

 
1

.1
6

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
5

.1
2

E
+

08
9

0
.7

8
%

 
1

.4
7

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
9
3
.4

1
6 

2
n
d
 

4
.1

3
E

+
07

 
1

7
.0

7
%

 
1

.9
1

E
+

08
2

9
.6

6
%

 
6

.1
6

E
+

08
5

3
.1

0
%

 
5

.5
4

E
+

08
9

8
.2

3
%

 
1

.1
9

E
+

09
8

0
.9

5
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
4

.2
1

E
+

07
6

.5
4

%
 

6
.5

0
E

+
07

5
.6

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

2
.8

5
E

+
07

1
.9

4
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
6 

M
o

n
o 

1
.7

4
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
4

.0
0

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
5

.1
5

E
+

08
7

1
.6

3
%

 
2

.6
9

E
+

08
9

7
.4

6
%

 
9

.2
4

E
+

08
9

8
.3

0
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
8
1
.4

3 

1
st
 

8
.1

5
E

+
07

 
4

6
.8

4
%

 
3

.3
4

E
+

08
8

3
.5

0
%

 
7

.1
9

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.7
6

E
+

08
6

3
.7

7
%

 
9

.4
0

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

2
n
d
 

1
.9

5
E

+
07

 
1

1
.2

1
%

 
8

.2
0

E
+

07
2

0
.5

0
%

 
2

.9
3

E
+

08
4

0
.7

5
%

 
2

.7
6

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
5

.6
1

E
+

08
5

9
.6

8
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
6
4
.5

2
2 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 6

1
 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

S
E

C
O

N
D

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 %

 

3
rd

 
2

.0
0

E
+

07
 

1
1

.4
9

%
 

1
.3

8
E

+
07

3
.4

5
%

 
4

.0
9

E
+

08
5

6
.8

8
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

1
.6

4
E

+
07

1
.7

4
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
5 

M
o

n
o 

3
.2

2
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
6

.8
9

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.5
0

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
4

.0
8

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.7
0

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

1
st
 

1
.2

4
E

+
08

 
3

8
.5

1
%

 
5

.1
1

E
+

08
7

4
.1

7
%

 
1

.3
2

E
+

09
8

8
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

1
.9

5
E

+
09

7
2

.2
2

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
9
7
.8

6
6 

2
n
d
 

2
.4

0
E

+
07

 
7

.4
5

%
 

1
.0

3
E

+
08

1
4

.9
5

%
 

3
.9

7
E

+
08

2
6

.4
7

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
7

.7
2

E
+

08
2

8
.5

9
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
4
5
.7

2
8 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
1

.1
9

E
+

07
1

.7
3

%
 

2
.3

0
E

+
07

1
.5

3
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

1
.6

3
E

+
07

0
.6

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

c
4 

M
o

n
o 

1
.5

0
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
3

.0
1

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
8

.0
8

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
6

.3
2

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.4
1

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

1
st
 

4
.4

5
E

+
07

 
2

9
.6

7
%

 
1

.5
6

E
+

08
5

1
.8

3
%

 
4

.6
0

E
+

08
5

6
.9

3
%

 
3

.6
7

E
+

08
5

8
.0

7
%

 
6

.3
8

E
+

08
4

5
.2

5
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
7
4
.9

0
4 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
6

.1
0

E
+

07
7

.5
5

%
 

3
.8

9
E

+
07

6
.1

6
%

 
5

.4
8

E
+

07
3
.8

9
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
2
4
.7

5
8 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
0
 

  
 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 6

2
 

T
a

b
le

 S
1

0
. 

O
b

se
rv

e
d

 is
o

to
p

ic
 d

is
tr

ib
u

tio
n

 o
f 

1
0

 m
a

jo
r 

fr
a

g
m

e
n

ts
 p

ro
d

u
ce

d
 f

ro
m

 t
h

e
 3

rd
 is

o
to

p
ic

 p
e

a
k 

co
m

p
a

re
d

 t
o

 t
h

e
 t

he
o

re
tic

a
l d

is
tr

ib
u

tio
n

 
ca

lc
u

la
te

d 
w

ith
 t

h
e

 I
so

P
at

rn
 s

o
ft

w
a

re
 (

th
e

 c
lo

se
st

 a
re

 in
 g

re
e

n,
 in

co
rr

e
ct

 p
a

tt
e

rn
s 

in
 r

ed
).

 

 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

T
H

IR
D

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 %

 

M
H

+
 

M
o

n
o 

6
.1

0
E

+
07

 
1

0
0

.0
0

%
1

.2
0

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.4
5

E
+

07
7

.7
8

%
 

9
.5

0
E

+
07

2
0

.5
6

%
 

9
.4

9
E

+
07

4
0

.0
4

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
0
 

1
st
 

4
.4

8
E

+
07

 
7

3
.4

4
%

 
7

.1
3

E
+

07
5

9
.4

2
%

 
5

.8
6

E
+

07
1

8
.6

0
%

 
3

.0
8

E
+

08
6

6
.6

7
%

 
1

.7
9

E
+

08
7

5
.5

3
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
0
 

2
n
d
 

4
.2

1
E

+
07

 
6

9
.0

2
%

 
1

.0
8

E
+

08
9

0
.0

0
%

 
2

.1
3

E
+

08
6

7
.6

2
%

 
3

.1
5

E
+

08
6

8
.1

8
%

 
2

.3
7

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
0
.0

3
3 

3
rd

 
2

.4
0

E
+

07
 

3
9

.3
4

%
 

1
.0

2
E

+
08

8
5

.0
0

%
 

3
.1

5
E

+
08

1
0

0
.0

0
%

4
.6

2
E

+
08

1
0

0
.0

0
%

1
.3

5
E

+
08

5
6

.9
6

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
1
0
0 

c
1

0 

M
o

n
o 

2
.2

5
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
4

.6
3

E
+

08
6

1
.0

0
%

 
6

.3
2

E
+

07
1

0
.9

7
%

 
5

.0
9

E
+

08
6

0
.1

7
%

 
3

.9
0

E
+

08
9

6
.5

3
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
3
.8

5
4 

1
st
 

2
.0

8
E

+
08

 
9

2
.4

4
%

 
7

.5
9

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.6
0

E
+

08
4

5
.1

4
%

 
8

.4
6

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
4

.0
4

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
4
6
.9

1
2 

2
n
d
 

9
.0

2
E

+
07

 
4

0
.0

9
%

 
3

.9
6

E
+

08
5

2
.1

7
%

 
5

.7
6

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
6

.2
8

E
+

08
7

4
.2

3
%

 
2

.7
1

E
+

08
6

7
.0

8
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
2
4
.7

1
5 

3
rd

 
2

.5
7

E
+

07
 

1
1

.4
2

%
 

1
.3

9
E

+
08

1
8

.3
1

%
 

3
.9

2
E

+
08

6
8

.0
6

%
 

5
.9

5
E

+
08

7
0

.3
3

%
 

2
.8

4
E

+
08

7
0

.3
0

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
1
0
0 

b
1

0 

M
o

n
o 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
4
.1

8
2 

1
st
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
4
7
.5

9
8 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
2
6
.2

9
7 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
1
0
0 

c
9 

M
o

n
o 

1
.4

3
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
2

.9
2

E
+

08
7

0
.8

7
%

 
8

.3
9

E
+

07
2

8
.6

3
%

 
3

.6
5

E
+

08
6

9
.9

2
%

 
2

.6
6

E
+

08
6

5
.8

4
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
1
2
.2

0
9 

1
st
 

1
.1

8
E

+
08

 
8

2
.5

2
%

 
4

.1
2

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.9
5

E
+

08
6

6
.5

5
%

 
5

.2
2

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.9
1

E
+

08
7

2
.0

3
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
6
6
.5

8
5 

2
n
d
 

4
.5

0
E

+
07

 
3

1
.4

7
%

 
1

.9
4

E
+

08
4

7
.0

9
%

 
2

.9
3

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.8
5

E
+

08
7

3
.7

5
%

 
1

.4
7

E
+

08
3

6
.3

9
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
5
5
.2

1
9 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 6

3
 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

T
H

IR
D

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 %

 

3
rd

 
1

.1
0

E
+

07
 

7
.6

9
%

 
6

.3
2

E
+

07
1

5
.3

4
%

 
1

.1
0

E
+

08
3

7
.5

4
%

 
9

.6
4

E
+

07
1

8
.4

7
%

 
4

.0
4

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

z
9 

M
o

n
o 

3
.0

7
E

+
07

 
1

0
0

.0
0

%
6

.6
5

E
+

07
7

2
.9

2
%

 
2

.1
3

E
+

07
1

7
.9

0
%

 
1

.0
6

E
+

08
6

2
.7

2
%

 
7

.7
2

E
+

07
8

8
.3

3
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
1
.2

2
9 

1
st
 

2
.1

6
E

+
07

 
7

0
.3

6
%

 
9

.1
2

E
+

07
1

0
0

.0
0

%
3

.8
6

E
+

07
3

2
.4

4
%

 
1

.6
9

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
8

.7
4

E
+

07
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
.6

9
4 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

3
.6

7
E

+
07

4
0

.2
4

%
 

1
.1

9
E

+
08

1
0

0
.0

0
%

1
.4

9
E

+
08

8
8

.1
7

%
 

7
.5

7
E

+
07

8
6

.6
1

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
4
6
.4

1 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
1

.6
6

E
+

07
1

8
.2

0
%

 
5

.8
4

E
+

07
4

9
.0

8
%

 
6

.5
9

E
+

07
3

8
.9

9
%

 
2

.4
1

E
+

07
2

7
.5

7
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

c
8 

M
o

n
o 

1
.1

6
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
2

.5
4

E
+

08
7

7
.2

0
%

 
7

.6
0

E
+

07
3

1
.2

8
%

 
3

.5
9

E
+

08
8

4
.2

7
%

 
2

.6
0

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
1
7
.7

7
7 

1
st
 

9
.4

8
E

+
07

 
8

1
.7

2
%

 
3

.2
9

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
1

.8
6

E
+

08
7

6
.5

4
%

 
4

.2
6

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.4
4

E
+

08
9

3
.8

5
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
8
0
.1

1
5 

2
n
d
 

3
.5

2
E

+
07

 
3

0
.3

4
%

 
1

.5
5

E
+

08
4

7
.1

1
%

 
2

.4
3

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.2
2

E
+

08
7

5
.5

9
%

 
1

.3
0

E
+

08
5

0
.0

0
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
6
8
.6

7
6 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
4

.3
8

E
+

07
1

3
.3

1
%

 
6

.4
0

E
+

07
2

6
.3

4
%

 
9

.0
9

E
+

07
2

1
.3

4
%

 
4

.1
7

E
+

07
1

6
.0

4
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

C
7 

M
o

n
o 

1
.8

7
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
3

.4
6

E
+

08
8

3
.3

7
%

 
1

.9
5

E
+

08
5

8
.3

8
%

 
8

.1
4

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
5

.0
5

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
3
7
.5

3
1 

1
st
 

1
.1

9
E

+
08

 
6

3
.6

4
%

 
4

.1
5

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.3
4

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
7

.4
8

E
+

08
9

1
.8

9
%

 
3

.8
3

E
+

08
7

5
.8

4
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

2
n
d
 

3
.8

4
E

+
07

 
2

0
.5

3
%

 
1

.6
5

E
+

08
3

9
.7

6
%

 
3

.0
5

E
+

08
9

1
.3

2
%

 
4

.6
6

E
+

08
5

7
.2

5
%

 
1

.9
0

E
+

08
3

7
.6

2
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
8
6
.9

7
8 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
4

.4
2

E
+

07
1

0
.6

5
%

 
9

.5
4

E
+

07
2

8
.5

6
%

 
8

.2
4

E
+

07
1

0
.1

2
%

 
4

.6
7

E
+

07
9
.2

5
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
6
7
.4

6
4 

c
6 

M
o

n
o 

1
.3

2
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
1

.9
8

E
+

08
9

0
.0

0
%

 
2

.1
0

E
+

08
7

8
.0

7
%

 
6

.8
5

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.8
6

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
5
6
.4

7 

1
st
 

6
.9

6
E

+
07

 
5

2
.7

3
%

 
2

.2
0

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.6
9

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
5

.0
7

E
+

08
7

4
.0

1
%

 
2

.4
8

E
+

08
6

4
.2

5
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

2
n
d
 

1
.7

7
E

+
07

 
1

3
.4

1
%

 
6

.8
5

E
+

07
3

1
.1

4
%

 
1

.5
9

E
+

08
5

9
.1

1
%

 
2

.9
2

E
+

08
4

2
.6

3
%

 
9

.7
1

E
+

07
2

5
.1

6
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
7
2
.3

3
5 



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 6

4
 

P
a

re
n

t 
fr

a
g

 
is

o
to

pe

N
U

S
1 

N
U

S
2 

N
U

S
4 

N
U

S
8 

N
U

S
16

 
N

U
S

32
 

T
h
e
or

e
tic

a
l 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

T
H

IR
D

 
In

te
n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
 

Is
o

to
p

ic
 

ra
tio

 %
 

In
te

n
si

ty
Is

o
to

p
ic

 
ra

tio
 %

 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
1

.4
9

E
+

08
6

7
.7

3
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

3
.8

0
E

+
07

5
.5

5
%

 
2

.1
2

E
+

07
5
.4

9
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
3
4
.4

1
1 

c
5 

M
o

n
o 

2
.4

3
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
3

.2
8

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
5

.0
2

E
+

08
9

4
.7

2
%

 
1

.5
6

E
+

09
1

0
0

.0
0

%
7

.9
5

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
7
3
.6

6
7 

1
st
 

1
.0

5
E

+
08

 
4

3
.2

1
%

 
3

.2
8

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
5

.3
0

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
9

.9
5

E
+

08
6

3
.7

8
%

 
4

.5
8

E
+

08
5

7
.6

1
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

2
n
d
 

2
.1

9
E

+
07

 
9

.0
1

%
 

8
.6

8
E

+
07

2
6

.4
6

%
 

2
.3

0
E

+
08

4
3

.4
0

%
 

4
.5

3
E

+
08

2
9

.0
4

%
 

1
.5

4
E

+
08

1
9

.3
7

%
 

0
 

0
.0

0
%

 
5
7
.9

5
9 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
1

.0
9

E
+

07
3

.3
2

%
 

3
.8

6
E

+
07

7
.2

8
%

 
4

.3
3

E
+

07
2

.7
8

%
 

2
.4

5
E

+
07

3
.0

8
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
2
0
.0

0
3 

c
4 

M
o

n
o 

1
.1

4
E

+
08

 
1

0
0

.0
0

%
1

.3
8

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
2

.6
6

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
6

.8
4

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
3

.0
9

E
+

08
1

0
0

.0
0

%
0

 
0
.0

0
%

 
9
8
.2

5
3 

1
st
 

3
.7

4
E

+
07

 
3

2
.8

1
%

 
9

.6
7

E
+

07
7

0
.0

7
%

 
1

.9
9

E
+

08
7

4
.8

1
%

 
4

.0
7

E
+

08
5

9
.5

0
%

 
1

.1
3

E
+

08
3

6
.5

7
%

 
0

 
0
.0

0
%

 
1
0
0 

2
n
d
 

0
.0

0
E

+
00

 
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
3

.5
4

E
+

07
1

3
.3

1
%

 
4

.3
3

E
+

07
6

.3
3

%
 

2
.2

2
E

+
07

7
.1

8
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
4
4
.1

5
2 

3
rd

 
0

.0
0

E
+

00
 

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0

.0
0

E
+

00
0

.0
0

%
 

0
.0

0
E

+
00

0
.0

0
%

 
0
 

0
.0

0
%

 
1
0
.7

7 

  



Non‐Un
iform	S

amplin
g	Acqu

isition	
of	two‐

dimens
ional	2

D	FT‐)
CR	MS	

	for	inc
reased

	mass	r
esoluti

on	of	M
S/MS	p

recurso
r	ions	 6

5
 

 T
a

b
le

 S
1

1
. 

T
h

e
o

re
tic

a
l f

ra
g

m
e

n
ta

tio
n

 o
f 

th
e

 m
a

jo
r 

se
sa

m
e

 o
il 

tr
ig

ly
ce

ri
d

es
 c

a
tio

n
iz

e
d

 b
y 

6
L

i+
 a

n
d

 f
ra

g
m

e
n

te
d

 b
y 

IR
M

P
D

. 

  
 

 
 

L
o

s
s
 o

f 
o

le
ic

 a
c
id

 a
c
id

 (
-O

)a
 

L
o

s
s

 o
f 

li
n

o
le

n
ic

 a
c

id
 a

c
id

 (
-L

)b
 

C
o

m
m

o
n

 n
a
m

e
 

A
b

b
re

v
ia

te
d

 

fo
rm

u
la

 

M
o

le
c
u

la
r 

fo
rm

u
la

 

m
/z

 c
a
ti

o
n

iz
e
d

 

b
y
 6

L
i+

 

M
o

le
c
u

la
r 

fo
rm

u
la

 

m
/z

 c
a
ti

o
n

iz
e
d

 

b
y
 6

L
i+

 

M
o

le
c
u

la
r 

fo
rm

u
la

 

m
/z

 c
a
ti

o
n

iz
e
d

 

b
y
 6

L
i+

 

T
ri
o
le

in
 

O
O

O
 

C
5
7
H

1
0
4
O

6
 

8
9

0
.7

98
 

C
3
9
H

7
0
0

4
 

6
0
8
.5

42
 

- 
- 

 
O

O
L
 o

r 
O

L
O

 
C

5
7
H

1
0
2
O

6
 

8
8

8
.7

82
 

C
3
9
H

6
8
0

4
 

6
0

6
.5

26
 

C
3
9
H

7
0
0

4
 

6
0

8
.5

42
 

 
O

L
L

 o
r 

L
O

L 
C

5
7
H

1
0
0
O

6
 

8
8

6
.7

67
 

C
3
9
H

6
6
0

4
 

6
0

4
.5

11
 

C
3
9
H

6
8
0

4
 

6
0

6
.5

26
 

T
ri
lin

o
le

in
 

L
L

L 
C

5
7
H

9
8
O

6
 

8
8
4
.7

51
 

- 
- 

C
3
9
H

6
6
0

4
 

6
0

4
.5

11
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 a
O

: 
o

le
ic

 a
ci

d 
(C

1
8
H

3
4
O

2
) 

b
L
: 
L
in

o
le

n
ic

 a
ci

d
 (

C
1
8
H

3
2
O

2
) 



Annexes 

238 

V. Publication de service 

1. Publication de service 1 

Barbe, C.; Bray, F.; Gueugneau, M.; Devassine, S.; Lause, P.; Tokarski, C.; Rolando, 

C.; Thissen, J.-P. Comparative Proteomic and Transcriptomic Analysis of Follistatin-

Induced Skeletal Muscle Hypertrophy. Journal of Proteome Research 2017, 16(10), 

3477–3490. 

 



Comparative Proteomic and Transcriptomic Analysis of Follistatin-
Induced Skeletal Muscle Hypertrophy

Caroline Barbe,́*,† Fabrice Bray,‡ Marine Gueugneau,† Steṕhanie Devassine,‡ Pascale Lause,†
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ABSTRACT: Skeletal muscle, the most abundant body tissue, plays vital
roles in locomotion and metabolism. Myostatin is a negative regulator of
skeletal muscle mass. In addition to increasing muscle mass, Myostatin
inhibition impacts muscle contractility and energy metabolism. To
decipher the mechanisms of action of the Myostatin inhibitors, we used
proteomic and transcriptomic approaches to investigate the changes
induced in skeletal muscles of transgenic mice overexpressing Follistatin, a
physiological Myostatin inhibitor. Our proteomic workflow included a
fractionation step to identify weakly expressed proteins and a comparison
of fast versus slow muscles. Functional annotation of altered proteins
supports the phenotypic changes induced by Myostatin inhibition,
including modifications in energy metabolism, fiber type, insulin and
calcium signaling, as well as membrane repair and regeneration. Less than
10% of the differentially expressed proteins were found to be also regulated at the mRNA level but the Biological Process
annotation, and the KEGG pathways analysis of transcriptomic results shows a great concordance with the proteomic data. Thus
this study describes the most extensive omics analysis of muscle overexpressing Follistatin, providing molecular-level insights to
explain the observed muscle phenotypic changes.

KEYWORDS: follistatin, myostatin, skeletal muscle hypertrophy, microarray, mass spectrometry

■ INTRODUCTION

Myostatin (Mstn), a member of the TGF-β family primarily
expressed in skeletal muscle, is a negative regulator of skeletal
muscle mass, as shown by the marked increase in skeletal
muscle mass following Mstn inhibition or gene deletion.1,2

Increasing size and strength of skeletal muscle represents a
promising therapy for muscular disorders. To date, however,
pharmacologic strategies to treat muscle disorders have
produced modest clinical benefits. Therefore, inhibition of
the Mstn pathway represents a hopeful strategy to improve
functional outcomes in mice3−5 and, above all, in humans.6−8

The muscle mass increase induced by Mstn inhibition is
associated with several positive physiological changes, such as
increased insulin sensitivity,9 but also greater muscle fatigability
with reduced exercise tolerance.10−12 In this regard, Mstn
inhibitors could be considered as deleterious. However, several
works have demonstrated the beneficial effect of Mstn
inhibition in muscle dystrophies,3,8,13,14 cancer cachexia,4,15

sarcopenia,5−7,16 and states of insulin resistance.9,17 Consider-
ing these results, we may speculate about the potential benefits
that can be expected from the use of Mstn inhibitors in

different pathological conditions. Although the physiological
and metabolic features induced by Mstn inhibition have been
well investigated, the molecular mechanisms responsible for
these phenotypic changes are still poorly understood, impeding
the development of more targeted therapeutic strategies.
Among Mstn inhibitors, Follistatin (FS) has been shown to

bind and antagonize Mstn, leading to a dramatic increase in
muscle mass.18,19 The muscle fiber hypertrophy induced by FS
results from increased protein synthesis and requires the
activation of Smad1/5 and the type I IGF receptor (IGF-IR)/
Akt/mTOR pathway.20,21 Therefore, FS itself or other Mstn
inhibitors may represent therapeutic strategies as treatments for
reversing muscle wasting (cancer cachexia, sarcopenia) and for
treating obesity and the metabolic syndrome.
To gain new insights into the molecular mechanisms

responsible for the phenotype caused by FS, we combined
transcriptomic and proteomic analyses of skeletal muscles from
muscle-specific FS transgenic (mTrFS) mice. In this study, we
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used a deep label-free proteomic approach to quantitate the
relative proteomic changes in muscles from mTrFS mice.
Indeed, our proteomic workflow included a fractionation step
to facilitate identification of weakly expressed proteins.
Moreover, we compared the proteomic profile from two
phenotypically different muscles, namely, the tibialis anterior
(TA) and the soleus (SOL) muscles, overexpressing FS. In
addition, a microarray analysis was used to investigate
transcriptional changes occurring in TA muscle from mTrFS
mice.

■ EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals

The study was conducted in accordance with the directives of
and approved by the Animal Ethics Committee of the Catholic
University of Louvain (Brussels, Belgium). Analyses were
carried out on 6-week-old C57BL/6 transgenic male mice
(mTrFS) overexpressing a human FS288 (hFS288) short form
specifically in skeletal muscle19 and their control wild-type
littermates (WT), kindly provided by S. J. Lee (John Hopkins
University). Mice were housed individually under controlled
conditions of lighting (12 h light, 12 h dark cycle) and
temperature (22 ± 2 °C). They were allowed free access to
chow and water. Animal were anesthetized with a mixture of
100 mg/kg ketamine (Nimatek; Eurovet Animal Health) and
15 mg/kg xylazine hydrochloride (Rompun; Bayer) adminis-
tered by ip injection after an overnight fasting. They were killed
by decapitation, and blood was collected from the trunk vessels.
Hind limb muscles were dissected and quickly frozen in liquid
nitrogen, followed by storage at −80 °C.

Experimental Design

For the proteomic analyses, we used three animals per
genotype (mTrFS and WT), from which two different muscles
(TA and SOL) were harvested. Proteins from each of these
muscles were extracted into a soluble fraction (SF) and a
solubilized fraction (sF), and each fraction was digested in
peptides with trypsin. Finally, each peptides fraction (n = 24)
was injected three times in the LC−MS/MS instrument. In
other words, we performed LC−MS/MS mass spectrometry
analysis in triplicate on three biological replicates (Figure 2).
For transcriptomic analyses, we used three animals per
genotype (mTrFS and WT), from which TA muscles were
harvested. Total RNA from each of these muscles was extracted
and analyzed by microarray in simplicate.

Protein Extraction

Frozen muscles, previously pestled in liquid nitrogen, were
homogenized (50 mg/mL) with Ultraturrax (IKA Labortech-
nik) in ice-cold buffer containing 40 mM Tris (pH 7.0), 2 mM
EDTA, and 10% protease inhibitor cocktail (Roche Applied
Science), according to Sayd et al.22 After centrifugation at 4 °C
for 10 min at 10 000g, the supernatants, referred to as SF, were
immediately aliquoted and stored at −80 °C. The insoluble
pellets were resuspended in solubilization buffer containing 50
mM Tris (pH 7.0) and 8 M urea, regularly shaken for 90 min
on ice, and centrifuged at 4 °C for 5 min at 5000g. The
supernatants, referred to as sF, were immediately aliquoted and
stored at −80 °C.

Protein Digestion

The quantity of proteins was measured with BCAssay method.
Fifty micrograms of proteins from each fraction was processed
in the 10 kDa filtration units (Millipore) using eFASP protocol

(enhanced Filter-Aided Samples Preparation) protocol.23

Trypsin was used for digestion of proteins with a ratio 1/50.
Peptides were extracted and evaporated before being dissolved
in 10 μL of water Milli-Q. The complete digestion eFASP
procedure is described in the Supplemental Methods. Samples
were then diluted 10-fold in buffer A of nano-HPLC (5%
acetonitrile and 0.1% formic acid), and each sample (n = 24)
was injected three times in HPLC instrument to be analyzed in
triplicate.

Nano-LC−MS/MS Analysis

Peptide mixtures were analyzed using a nanoflow HPLC
instrument (U3000 RSLC Thermo Fisher Scientific) coupled
online to a quadrupole-Orbitrap mass spectrometer (Q
Exactive Plus, Thermo Scientific) with a nanoelectrospray ion
source. One μL of peptide mixture (corresponding to 500 ng of
proteins) was loaded onto the preconcentration trap (Thermo
Scientific, Acclaim PepMap100 C18, 5 μm, 300 μm i.d. × 5
mm) using partial loop injection for 5 min at a 10 μL/min flow
rate with buffer A. Peptides were separated on analytical
column (Acclaim PepMap100 C18, 3 μm, 75 mm i.d. × 500
mm) with a linear gradient of 5−50% buffer B (75% acetonitrile
and 0.1% formic acid) at a 250 nL/min flow rate and a 45 °C
controlled temperature. The total time for a LC−MS/MS run
was ∼240 min. MS data were acquired in a top-20 data-
dependent method dynamically choosing the most abundant
precursor ions from the survey scan for HCD fragmentation.24

Dynamic exclusion duration was 60 s. Isolation of precursors
was performed with a 1.6 m/z window, and MS/MS scans were
acquired with a starting mass of 80 m/z. Survey scans were
acquired in the Orbitrap analyzer with mass range of 400−1600
m/z and 70 000 resolutions at m/z 400 (AGC set to 106 ions
with a maximum fill time of 100 ms). Resolution for HCD
spectra was set to 35 500 at m/z 200 (AGC set to 105 ions with
a maximum fill time of 120 ms) and 28 eV normalized collision
energy. The underfill ratio, which specifies the minimum
percentage of the target value likely to be reached at maximum
fill time, was defined as 0.4%. The instrument was run with
peptide recognition mode (i.e., from two to eight charges),
exclusion of singly charged and of unassigned precursor ions
enabled.

Data Analysis

The acquired raw files were analyzed with MaxQuant software
(version 1.5.3.30) using the Andromeda search engine.
Peptides and proteins were identified by using the mouse
subset of the UniProt database (June 2016, 49 870 entries)
supplemented with 245 frequently observed contaminants and
forward/reverse sequences. The “target-decoy” search strategy
was used for estimating the frequencies of incorrect protein
identifications (FDR) based on a reverse database generated
automatically in MaxQuant. The precursor mass and fragment
mass were identified with an initial mass tolerance of 10 and 20
ppm, respectively. The search included variable modifications
of methionine and proline oxidation, asparagine and glutamine
deamidation, tyrosine, serine and threonine phosphorylation
and N-terminal acetylation and glutamine to pyroglutamate
conversion, and fixed modifications of carbamidomethyl
cysteine. Minimal peptide length was set to six amino acids,
and a maximum of three miscleavages was allowed. The FDR
was set to 0.05 for peptide and protein identifications. To
maximize the number of quantification events across samples,
MS runs from skeletal muscle were analyzed with the “match
between runs” option in the MaxQuant software, which allowed
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the quantification of high-resolution MS1 features that were not
identified in each single measurement. This algorithm was
enabled using a 120 s retention time window for individual
matching and a 30 min retention time window for complete
alignment of the spectrum. In the case of identified peptides
that are all shared between two proteins, these were combined
and reported as one protein group. Moreover, protein
contaminants, proteins identified only based on variable
modifications sites and proteins matching to the reverse
decoy database, were filtered out. For the proteins that were
identified with single peptide and found as differentially
expressed between mTrFS and WT mice, each single peptide
was validated by BlastP interrogation provided in Supplemental
Table S1. Moreover, for all of these proteins, detailed
information about the MS/MS spectrum, peptide sequence,
and precursor m/z is provided in Supplemental Figure S1. LFQ
intensities for respective protein groups were uploaded in
Perseus (version 1.5.6.0) and analyzed.25 Raw LFQ intensities
were logarithmized by Log2. At least three LFQ values per
protein group needed to be present for the analysis. To replace
nonquantified values with low intensities, data imputation was
performed based on normal distribution of LFQ intensities.
Significant interactors were determined using a two-sample
analysis t test and multiple sample tests with Benjamini-
Hochberg FDR at 0.05. Normalization with Z-score was
determined, and hierarchical clustering was constructed with
Euclidean distance.

Western Blots Analysis

Equal amounts of proteins were resolved by sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to
PVDF membranes. Membranes were probed with the following
primary antibodies: anti-ACADM (1:1000; Genetex), anti-
eEF1A2 (1:1000; Genetex), anti-LGALS1 (1:1000; Genetex),
and anti-GAPDH (1:20 000; Cell Signaling Technology).
Then, membranes were incubated with a horseradish
peroxidase-coupled secondary antibody (Cell Signaling Tech-
nology) and developed using Enhanced Chemiluminescence
(ECL) Western blotting Detection System Plus (GE Health-
care). Developed films were scanned and analyzed as previously
described.26 All results were normalized for the signal to
GAPDH protein.

RNA Extraction and Transcriptomic Analysis

Total RNA was isolated from the frozen TA muscle using
TRIzol reagent, as described by the manufacturer. RNA was
quantified with UV absorption at 260 nm with a NanoDrop
Spectrophotometer, and its integrity was assessed with the
RNA 6000 Nano Chip on the Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent). RNA target for microarray analysis was prepared
with The GeneChip 3′ IVT Express Kit according to the
manufacturer’s instructions. GeneChip Mouse Genome 430A
2.0 (Affymetrix) was used for the hybridization. Results were
analyzed using the GCOS suite software and normalized using
the control condition as baseline for the comparison. Using
MeV, the Significant Analysis of Microarray (SAM) algorithm
was applied to detect the significant probe sets differentially
expressed between the two conditions (FC > 1.4 and P value <
0.05).

mRNA Analysis by Real-Time Quantitative (RTQ)-PCR

cDNA for quantitative real-time polymerase chain reaction
(RT-qPCR) analysis was synthesized from 1 μg of total RNA,
as previously described.27 Accession numbers for the sequences
and primers used were: EGF (NM_010113), FGF6
(NM_010204 .1) , IGF1 (NM_178866) , IGFBP5
(NM_010518.2), IL12a (NM_008351.2), LGALS1
(NM_008495 .2) , NOS1 (NM_008712 .2) , OGN
(NM_008760 . 4 ) , PAK1 (NM_011035 . 2 ) , SLN
(NM_025540.2), WNT5a (NM_022631.1), and GAPDH
(NM_001289726.1) used as the reporter gene. Primers
sequences are reported in Table 1. Primers were tested to
avoid primer dimers, self-priming formation, or unspecific
amplification. The primers were designed to have standardized
optimal PCR conditions. We have confirmed that the
expression values of GAPDH normalized to RNA were not
affected by FS overexpression.

Functional Annotation

The differentially expressed proteins were classified using the
Gene Ontology categories “Cellular Component” and “Bio-
logical Process” extracted from the Uniprot database. The Gene
Annotation Co-occurrence Discovery (GeneCodis) web-tool
was used to analyze the differentially expressed genes.
GeneCodis is a function analysis tool which integrates different
information resources (GO, Panther pathways, SwissProt,
etc.).28−30 Genes of interest, defined as at least 1.4-fold
differentially expressed according to microarray analysis, were

Table 1. Sequences of Primers (5′-3′)

primersa forward reverse

EGF TGGACTGGATTGGCCGGAG CCTTGGATGCACAGCTATTCCCTCG

FGF6 GTAGAACGGGGTGTGGTGGAG GGAACTTGCATTCGTCGTGG

IGF1 GCTATGGCTCCAGCATTCG TCCGGAAGCAACACTCATCC

IGFBP5 TCCGAACAAGGCCCCTGCCG GCTGTCGAAGGCGTGGCACT

IL12a CAAGGGCATGCTGGTGGCCA GTCACGACGCGGGTGCTGAA

LGALS1 GCTTCAATCATGGCCTGTGG CACAATGGTGTTGGCGTCTC

NOS1 CCCCTGGGCGGGGAGAATGAT CCGAGGCGGGAGACTGTTCG

OGN AATGATGAAATGCCCACATGCCTGT TGGCATGTCTGCAAAATCCTTGGCA

PAK1 TCCGCCAGATGCTTTGACCCG AATGGCCACCTCCTGCCCTGT

SLN TGTGCCCCTGCTCCTCTTCAGGAAG GGGCACACAGCAGTCACTCCC

WNT5a GCTTAACCCCGACGCTTCGCT AATGGGCTTCTTCATGGCGAGG

GAPDH TGCACCACCAACTGCTTA GGATGCAGGGATGATGTTC
aEGF: Epidermal Growth Factor; FGF6: Fibroblast Growth Factor 6; IGF1: Insulin-like Growth Factor 1; IGFBP5: Insulin-like Growth Factor-
Binding Protein 5; IL12a: Interleukin-12 subunit alpha; LGALS1: Galectin-1; NOS1: Nitric Oxide Synthase 1; OGN: Osteoglycin; PAK1: p21-
activated Kinase 1; SLN: Sarcolipin; WNT5a: Wnt family member 5A; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase.
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uploaded to examine the biological processes and KEGG
pathways significantly regulated.

Statistical Analysis

For statistical analysis not related to the proteomic and
transcriptomic data sets, results were expressed relatively to
WT mice and are presented as means ± standard error of the
mean (SEM), biological replicates being stated in Figure
legends. Unpaired Student’s t test was used to assess statistical
differences among means with a significant threshold set for a
P-value < 0.05.

■ RESULTS AND DISCUSSION

FS Overexpression Causes Hypertrophy of Fast Skeletal
Muscles

Without any change in the total body weight (Figure 1A), the
mTrFS mice are characterized by marked skeletal muscle

hypertrophy of TA muscle, while the SOL muscle mass does
not change (TA: + 176%, P < 0.001 and SOL: + 6%, P > 0.05,
Figure 1B). Contrary to the TA muscle, which is a
predominantly fast contracting muscle with a large number of
type IIB fibers (60%), the SOL muscle is a slow contracting
muscle containing mainly type I fibers (40−60%).31 It is worth
noting that while hypertrophy of fast muscles has been well
documented in mice treated with Mstn inhibitors such as FS or
soluble Activin type IIB Receptor (sActRIIB),21,32 most studies
reported a smaller hypertrophy for SOL muscle.33−36 An
intriguing possibility is that the fast muscles would be more
responsive to the effects of Mstn inhibitors due to higher basal
expression levels of Mstn37,38 and its receptor ActRIIB.34,36

Alternatively, it is possible that the SOL hypertrophy appears
only at a later age, as suggested by some studies.33,34 Thereby,
these factors could explain the absence of hypertrophy of the
SOL in this early stage of age.

Fractionation and Proteomic Workflow

A major challenge in the proteomic analysis of skeletal muscle
lies in the broad dynamic range of protein abundance. To date,
only three studies have examined the muscle proteomic
changes in Mstn loss-of-function models,39−41 all of them
having been performed on the whole proteome. However, the
skeletal muscle expresses a relatively small number of
myofibrillar proteins representing >50% of its whole protein
content.42 Because of their high abundance, myofibrillar
proteins may therefore hamper the detection of low abundance
proteins. Recent reports on proteomic analysis emphasize that
fractionation methods help to detect and identify a larger
number of weakly expressed proteins.43−45 For these reasons,

we separated whole muscle into SF, mainly composed of
sarcoplasmic proteins, and sF, more concentrated in myofi-
brillar proteins, the two fractions being separately submitted to
the proteomic analyses (Figure 2).

The amount of proteins extracted was similar between the 3
mTrFS and 3 WT mice in the two fractions (SF: 59.7 ± 3.5
mg/g and 61.1 ± 0.9 mg/g, respectively; sF: 107.2 ± 9.4 mg/g
and 113.2 ± 5.4 mg/g, respectively, in the TA muscle),
indicating that extractability of SF and sF fractions was not
affected by FS overexpression. As reported in the schematic
workflow (Figure 2), we performed a proteomic analysis on
one predominantly fast muscle (TA) and one slow muscle
(SOL). Therefore, our study constitutes the first proteomic
analysis investigating the proteome profile changes induced by
FS in the presence of hypertrophy (TA) and in its absence
(SOL).
For each fraction (SF and sF) of each muscle (TA and SOL)

of the three animals per genotype, we performed LC−MS/MS
mass spectrometry analysis in triplicate. The quality of our
analysis is highlighted by the high technical reproducibility of
our experimental approach and the low biological variability of
our muscle samples. Indeed, the coefficients of variation (CV)
are <1% for mTrFS and WT mice in the two fractions both for
technical (SF: 0.6 and 0.8%, respectively; sF: 0.3 and 0.7%,
respectively, in the TA muscle) and biological (SF: 0.4 and
0.7%, respectively; sF: 0.4 and 0.4%, respectively, in the TA

Figure 1. Effect of muscle-specific FS overexpression on mice skeletal
muscles. Body weight (A) and TA and SOL muscles weight (B) of 6-
week-old C57Bl/6 mTr-FS versus WT male mice (n = 3/group).
Results are expressed as means ± SEM. Statistical analysis was
performed using unpaired t test (***, P < 0.001).

Figure 2. Simplified scheme of the mass-spectrometry-based
proteomic workflow. Protein homogenates from TA and SOL muscles
were separated into SF and sF as described in the “Experimental
Procedures”. All fractions (n = 24) were digested on FASP filters, and
peptides were analyzed in triplicates by LC−MS/MS on a Q Exactive
mass spectrometer. HPLC, MS, and MS/MS diagrams courtesy of A.
Heck and R. Aebersold.
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muscle) replicates (Figure S2A). Moreover, as expected, a
Principal Component Analysis (PCA) revealed clear separation
in the proteomic profile of slow SOL muscle compared with the
fast TA muscle (Figure S2B).
We identified om average 1021 nonredundant proteins in TA

and SOL muscles. The total number of identified proteins was
not affected by the FS overexpression or by the muscle nature
(Figure 3A). Among the proteins detected, ∼14% were found

only in the SF, 10% were found only in the sF, and 76% were
identified in both fractions. It should be noted that although the
separated analysis did not increase the total number of proteins
identified in comparison with analysis performed on the whole
muscle (data not shown), fractionation significantly increased
the number of proteins identified as differentially expressed
between mTrFS and WT mice.

Proteomic Signature of Slow and Fast Muscle
Overexpressing FS

The results of the LFQ analyses performed on the SF and sF
were compared and gathered, avoiding duplication. It is worth
noting that directional changes were concordant between the
two fractions for >95% of the proteins detected in both
fractions and reported as differentially expressed between
mTrFS and WT mice. In case of discrepancy, the amplitude of
the changes is reported for the fraction where the protein was
the most expected, based on the LFQ intensity, the MaxQuant
score, and the known protein localization. Thereby, the
comparative proteomic analysis indicated that 115 (Table S2)
and 44 (Table S3) proteins were significantly differentially
expressed in TA and SOL muscles, respectively, between
mTrFS and WT mice (Figures 3B and 4).
Interestingly, the number of FS-regulated proteins was not

correlated to the total number of proteins identified. Indeed,
despite a similar number of identified proteins (Figure 3A),
fewer proteins were found to be significantly differentially
expressed (Figure 3B) in the nonhypertrophied SOL muscle
compared with the hypertrophied TA muscle. This observation
indicates that the effect of Mstn inhibition on muscle proteome
is muscle-type-dependent, like changes in muscle mass, and that
Mstn may affect the muscle proteome independently of its
effect on muscle mass. Comparing analyses performed on the
two different muscles, we observed that only 13 proteins were

identified, as regulated by FS overexpression in both TA and
SOL muscles. From these proteins, β-enolase 3 (ENO3),
Obscurin (OBSCN), and the 60 kDa heat shock protein
(HSPD1) were upregulated in TA muscle, but downregulated
in SOL muscle. Interestingly, it has been reported that the
glycolytic enzyme ENO3 might have an auxiliary role in
transcription and DNA replication or repair and appears to
have a function in striated muscle development and
regeneration.46 Moreover, several works have reported a
decrease of its expression in denervated47 and in aging muscle
in rat.48,49 However, whether these protein changes explain the
differential hypertrophic response of TA and SOL muscles to
Mstn inhibition is unknown.

Proteomic Changes Related to Muscle Phenotype Induced
by Mstn Inhibition

GO annotations, namely, the Biological Processes (BP) and
Cellular Components (CC) of the proteins that we found
regulated by FS (Tables S2 and S3), have been used to unravel
the altered proteins regulating the most relevant BP, getting a
potential impact on phenotypic changes previously described in
response to FS. The correlations between proteome and
physiological changes are discussed thereafter.

Changes in Energy Metabolism. The energy metabolism
appears to be the most affected biological process in response
to FS overexpression in skeletal muscle, with 39% of the FS-
regulated proteins in both TA and SOL muscles. Our analysis
shows that FS overexpression in TA muscle leads to a strong
increase in components of the glycolytic metabolism but a
reduction in the abundance of proteins involved in mitochon-
drial lipid and oxidative metabolisms (Table 2 and Figure 5).
Among the proteins involved in fatty acid β-oxidation, we
confirmed, by Western blotting analysis, the decreased
abundance of ACADM, responsible for the oxidation of
medium-chain fatty acids (Figure 6A,B).
Altogether, these proteome changes may contribute to the

increased muscle glucose metabolism observed in genetic
mouse models of Mstn inhibition. Indeed, it has been
demonstrated that Mstn inhibition increases muscle insulin-
stimulated glucose uptake and glycogen storage,50,51 with the
energy balance being equilibrated by a reduction in lipid
metabolism.9,52,53 Moreover, the shift from fatty acid toward
glucose consumption is reflected by an increase in the
respiratory exchange ratio also reported in Mstn KO mice.11

Interestingly, the reduction in the oxidative metabolism is
consistent with mitochondria depletion, reduced aerobic
metabolism, and decrease in PGC1α levels that we and others
have observed in Mstn KO muscles.40,54−57 Moreover, this
metabolic deficit agrees with the increased fatigability,
illustrated by the lower endurance run capacity of the Mstn
KO mice.58 Finally, because blockade of mitochondrial
respiration in skeletal muscle results in decreased tetanic
force generation,59,60 the mitochondrial impairment that we
observed may explain the decrease in specific force induced by
Mstn inhibition.10,54,61

The SOL muscle from mTrFS mice is characterized by
similar changes in its energetic homeostasis (Table 2).
However, in contrast with fast muscles, the SOL muscle
shows a surprising lower abundance in glycogenolytic and
glycolytic enzymes. This observation raises an interesting
question about the coverage of energy requirement in slow
muscles following Mstn inhibition.

Figure 3. Global and comparative proteomic analysis of skeletal
muscles from mTrFS and WT Mice. (A) Total number of proteins
identified for each muscle in WT and mTrFS mice and (B) number of
proteins differentially expressed in SF and sF for TA and SOL muscles.
Proteins identified in the SF are shown in green, those in the sF are
shown in red, and those found both in SF and sF are in blue.
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Figure 4. Comparative proteomic profile of skeletal muscles from mTrFS and WT Mice. Hierarchical clustering of significantly changing proteins in
(A) SF and (B) sF from TA and SOL muscles of mTrFS mice compared with their WT control littermates with upregulated proteins in red and
downregulated proteins in green. The quality of the heat maps highlights the very low dispersion between the biological replicates as well as the clear
separation between the two genotypes, namely, mTrFS and WT mice.
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Changes in Myosin Isoforms. Skeletal muscle is
composed of four types of muscle fibers based on the
expression of different isoforms of myosin heavy chain
(MHC) proteins, which are directly responsible for the
contractile performance.31 While MYH4 is the predominant
MHC in fast type IIB fibers, MYH7 is more abundant in slow
type I muscle fibers, MYH2 and MYH1 being associated with

intermediate fast oxidative type IIA and IIX fibers, respectively.
On the basis of the expression of these MHC proteins, it has
been demonstrated that loss of Mstn signaling alters the fiber-
type distribution, promoting a larger proportion of type II B
fibers and a reduced proportion of type I fibers.11,62 Moreover,
this slow-to-fast switch in the MHC, concomitant with the
glycolytic characteristics, is consistent with the reduction in
overall endurance of Mstn KO mice.58

Although Mstn regulates oxidative metabolism independ-
ently of muscle fiber composition,11 our proteomic analysis
demonstrates a slow-to-fast switch of the contractile apparatus
of TA muscle (Table 3), which is perfectly in line with the
metabolic changes just described above. Furthermore, this
switch is supported by a decrease in the abundance of the
muscle specific protein myoglobin (MB), the main oxygen
carrier into the muscle fiber. In SOL muscle, there was no clear
evidence of a slow-to-fast switch on the basis of myosin
isoforms.

Alterations in the Muscle Proteostasis. Muscle mass is
tightly controlled by a balance between protein synthesis and
degradation. A wealth of data strongly supports that Mstn
affects this equilibrium to increase muscle mass.63 An increased
protein synthesis rate in skeletal muscle is well established in
response to Mstn inhibition.64 Moreover, several genes
encoding translation initiation and elongation factors are
known to be upregulated in muscle of Mstn KO mice.39,65 In
contrast, a reduced protein degradation, namely, a reduced
activity of the ubiquitin−proteasome system, has been

Table 2. Main FS-Induced Changes in Energy Metabolism

BP proteins

TA Muscle

↑ Glycogenolysis STBD1; PHKB

↑ Glycolysis LDHA; PGK1; GPI; PFKM; ENO3;
SLC16A3

↑ G3P shuttle GPD1; GPD2

↓ Malate shuttle GOT1; GOT2; MDH1; MDH2

↓ Lipid oxidation ACADL; ACAT1; ACADM; ACADS

↓ Krebs cycle PDK2; ACO2; CS; IDH3A; OGDH;
PDHA1; IDH2

↓ Oxidative phosphorylation NDUFA8/9/10; NDUFS1; MTND5;
NDUFB11; NDUFV1/2; NDUFC2;
MTCO2; UQCRFS1; SDHA

SOL Muscle

↓ Glycogenolysis PGM1/2

↓ Glycolysis ENO3; PKM; PGAM2

↓ Malate shuttle MDH1; MDH2

↓ Lipid oxidation ACAT1

↓ Krebs cycle IDH2; PDHB

↓ Oxidative phosphorylation ATP5B; COX6B1; COX7A1; NDUFA13;
NDUFS5; SDHA

Figure 5. Regulation induced by FS in the energy metabolism of fast muscles. All of the proteins discussed in the Changes in Energy Metabolism
section from the description of proteomic results are reported, with increased proteins in red and decreased proteins in green.
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suggested to be one of the mechanisms contributing to muscle
growth induced by Mstn inhibition.66,67

Our proteomic analysis shows changes in the abundance of
proteins involved in both protein synthesis and degradation
pathways (Table 4). In TA muscle, we observed that FS
overexpression induced an increase in the abundance of

transcription and translation factors, among which we
confirmed the higher abundance of the elongation factor
eEF1A2 (Figure 6C,D). Surprisingly, we also observed an
increase in the levels of mediators of both the ubiquitin-
proteasome catabolic system (UPS) and the calcium-dependent
proteolytic system (Calpain̈s). However, these last observations
are not sufficient to conclude to an activation of global
proteolysis.
In SOL muscle, we also observed an increase in transcription

factors. However, in contrast with TA muscle, we observed a
lower abundance of proteins implicated both in protein
synthesis and proteolysis. These last results partly contrast
with those observed in TA muscle, which develops hyper-
trophy. However, whether these changes explain the absence of
SOL hypertrophy in response to Mstn inhibition is unknown.

Perturbations in Signal Transduction. Skeletal muscle
constitutes one of the main targets of the insulin action. There
is some evidence to indicate that Mstn targets the muscle
insulin transduction pathway.32 Indeed, enhanced muscle
insulin-stimulated glucose uptake in response to Mstn
inhibition is well established, but the mechanisms are not yet
clearly described, although it does not appear to be only due to
increased muscle mass by itself.9,50,68,69 Consistent with these
observations, our proteomic analysis on TA muscle shows an
increase in the abundance of two proteins, YWHAE (14−3−3
protein) and FABP3 (Fatty Acid Binding Protein 3), regulating
the insulin-mediated glucose uptake (Table 5). While YWHAE

interacts with the RabGAP TBC1D4 and TBC1D1 to allow the
insulin-stimulated GLUT4 translocation,70−72 FABP3 stimu-
lates TBC1D4 phosphorylation and glucose uptake via AMPK
and AKT activation.73 However, to date, no study has
investigated the role of these proteins in the enhanced insulin
sensitivity observed in response to Mstn inhibition.
Calcium regulates numerous signaling pathways in skeletal

muscle such as excitation−contraction coupling process
(ECC). ECC begins when depolarization of the transverse
tubular membrane (T-tubules) initiates the release of Ca2+ from
its intracellular store, the sarcoplasmic reticulum (SR), via the
ryanodine receptors (RyRs). RyR activation is achieved by the
depolarization-evoked conformational change of the dihydro-
pyridine receptors (DHPRs) localized in the T-tubules.74 Ca2+

ions then bind to the regulatory sites on troponin-C (TNNC)
to initiate a conformational change, which, in turn, enables the
binding of myosin to actin and, ultimately, results in muscle
contraction.75 Caveolin-3 (CAV3), mainly expressed in striated
muscle tissues,76 has been suggested to be an important
regulator of ECC in skeletal muscle. Indeed, on one hand, the
expression levels of CAV3 in skeletal muscle modulate Ca2+

currents through DHPR,77 and, on the other hand, there is a
direct interaction between CAV3 and RYR1.78 After initiation
of muscle contraction by the increase in cytosolic Ca2+

concentration, Ca2+ ions are pumped back to the SR by SR-
Ca2+-ATPase (SERCA), whose ATP2A1 is the major adult fast-

Figure 6. Immunoblot verification of selected muscle proteins
identified as regulated by FS. FS overexpression decreases muscle
abundance of (A,B) the β-oxidation enzyme ACADM and increases
the abundance of (C,D) the translation factor eEF1A2 and (E,F) the
lectin LGALS1. Western blot quantifications were assessed on TA
muscle (n = 6/group). Results are expressed as means ± SEM.
Statistical analysis was performed using unpaired t test (*, P < 0.05;
**, P < 0.01).

Table 3. Main FS-Induced Changes in Myosin Isoforms

BP proteins

TA Muscle

↑ Fast and glycolytic MYBPC2; MYH4

↓ Slow and oxidative MYBPC1; MYH1; MYH2; MB

Table 4. Main FS-Induced Changes in Muscle Proteostasis

BP proteins

TA Muscle

↑ Transcription PBXIP1; ZFP692

↑ Translation MRPS36; RPS14; eEF1G; eEF1A2

↑ UPS component UBXN1

↑ Calpain̈ activator DBI

SOL Muscle

↑ Transcription HNRNPH1/2; HNRNPF

↓ Translation EEF2; RPLP2

↓ Proteolysis SERPINB1A

Table 5. Main FS-Induced Changes in Signal Transduction

BP proteins

TA Muscle

↑↓ Calcium signaling ↓ CAV3; ↓ RYR1; ↓ TNNC2; ↓ ATP2A1; ↑ SRL

↑ Insulin signaling YWHAE; FABP3

SOL Muscle

↓ Calcium signaling RYR1

Journal of Proteome Research Article

DOI: 10.1021/acs.jproteome.7b00069
J. Proteome Res. 2017, 16, 3477−3490

3484

http://dx.doi.org/10.1021/acs.jproteome.7b00069


twitch specific isoform in skeletal muscle, leading to relaxation.
Moreover, the sarcalumenin (SRL) is a major luminal
glycoprotein that codistributes with SERCA and accelerates
Ca2+ transport and sequestration.79−81 It has been demon-
strated that despite the larger muscle mass relative to age-
matched WT mice, Mstn KO mice show a decreased specific
force production and a shortening of contraction and relaxation
time during isometric twitch contraction.54 Later, it has been
shown that mutations in the Mstn gene are accompanied by a
reduction in the calcium release from the SR.82 In line with
these data, our proteomic analysis reveals changes in the level
of proteins involved in SR calcium flux, which might be
involved in the defective mechanical function observed in
response to Mstn inhibition (Table 5). Interestingly, SRL KO
mice are characterized by an enhanced fatigue resistance,83

suggesting that this protein is involved in muscle fatigue.
Therefore, the increase that we show in the abundance of SRL,
concomitant with the mitochondrial functional depletion, could
contribute to the impaired exercise tolerance and fatigability
reported for Mstn KO mice.
Muscle Remodeling and Repair. Repair of damage to the

plasma membrane is an important aspect of cellular physiology,
and disruption of this process can contribute to pathophysi-
ology in a number of human diseases, including muscular
dystrophies. It has been demonstrated that Mstn inhibition
accelerates skeletal muscle healing after injury through
increased muscle regeneration and decreased fibrosis.84,85

Fibrosis is characterized by an excessive accumulation of
extracellular matrix (ECM) components, particularly collagen.
A number studies have reported a decreased fibrosis in mdx
mice with Mstn deletion or postnatal inhibition.86−88 Our
proteomic study points to a reduced muscle collagen content,
as previously demonstrated,34,64 concomitant with a lower level
in other ECM components in TA muscle overexpressing FS
(Table 6), which may contribute to fibrosis attenuation. These

alterations in the connective tissue may lead to a more rapid
uptake of the series elastic components89 and act as an
additional contributing factor to the more rapid twitch kinetics
observed in response to Mstn deficiency.54

The cell membrane repair response involves translocation of
intracellular vesicles to the injury site to form a membrane
repair patch composed of several proteins, including the
tripartite motif-containing protein 72 (TRIM72, also called
MG53). TRIM72, which is found increased in TA muscle from
mTrFS mice, contributes to intracellular vesicle trafficking and
is an essential component of the membrane repair machinery in
striated muscle.90 Galectin-1 (LGALS1) is a small 14 kDa lectin
found in many tissues, including skeletal, smooth, and cardiac
muscle. In skeletal muscle, LGALS1 aids in the fusion and
differentiation of myoblasts during muscle repair and
regeneration.91−93 Interestingly, LGALS1 KO mice present a
delay in muscle fiber development in the neonatal stage and a
reduced muscle fiber diameter in the adult stage.92 Its

abundance also appears to be increased in TA muscle from
mTrFS mice, as reported by the proteomic data and the
Western blotting confirmation (Figure 6E,F); however, the role
of these two proteins, TRIM72 and LGALS1, in the improved
muscle repair after Mstn inhibition remains unexplored.

Transcriptomic Signature of Hypertrophied Muscle
Overexpressing FS

In an attempt to ascertain the origin of the proteomic changes,
a microarray analysis was used to investigate transcriptional
changes occurring in TA muscle from mTrFS mice. The
expression of 315 genes appears significantly altered in mTrFS
mice compared to WT mice (FC > 1.4, P < 0.05), including
132 upregulated and 183 downregulated genes (Figure 7A and
Table S4). To confirm the validity of our microarray results,
expression levels of 10 randomly selected genes were validated
with RT-qPCR. A nice correlation of 0.9417 was observed
between the fold changes from the microarray and the RT-
qPCR analysis (Figure 7B).
Consistent with the proteomic data, examination of the GO:

Biological Process annotation reveals that metabolism has the
highest number of gene hits (25% of the regulated genes).
Moreover, the KEGG pathways analysis highlights the
regulation in ECM components (KEGG: 04512), as revealed
by the reduced expression of several collagen genes (Col1a1,
Col1a2, Col3a1, Col5a2, and Col11a1). Moreover, the web-
based tool also pinpoints changes in insulin signaling pathway
(KEGG: 0491), TGFβ signaling pathway (KEGG: 04350), and
calcium signaling pathway (KEGG: 04020). Like Rahimov et
al., we find a decrease in the expression of Nos1, involved in
nitric oxide (NO) synthesis.67 Interestingly, reduced NO
production has been correlated to a decreased muscle twitch
force94 and increased fatigability,95,96 two characteristics already
described above of Mstn-deficient mice.
Moreover, we performed a global comparison of the omic

data from TA muscles overexpressing FS to provide insight into
the program of transcription and translation events governing
the FS-mediated skeletal muscle phenotype. As recently
reported in a similar work by Davey et al.,41 a large number
of significant transcriptome changes (315 genes) were not
accompanied by a significant change in the proteome. Indeed,
we revealed a redundancy of <10% between proteomic and
transcriptomic data. However, on the basis of our experimental
configuration, we cannot rule out that a subset of differentially
expressed proteins observed in our proteomic data may be
correlated with a nonsignificant transcriptomics change and
vice versa. Nevertheless, all eight proteins significantly regulated
both at the transcriptomic and proteomic levels in muscles
from mTrFS mice show the same directional changes in the
two analysis sets (Figure 7C). Among these, five proteins are
upregulated (MYBPH, STBD1, BIN1, LGALS1, and GSTM1)
while the three others are downregulated (MYH1, COL1A2,
COL1A1) by FS overexpression. The Myosin-binding protein
H (MYBPH) interacts with Rho kinase 2 (ROCK2) to affect
the interaction of actin-myosin.97,98 Interestingly, Miao et al.
has previously suggested the role of the Ky/MYBPH/ACTINS
pathway as a potential player in the muscle hypertrophy of the
MSTN propeptide transgenic mice.99

■ CONCLUSIONS

Our work describes the most extensive omics study of skeletal
muscle overexpressing FS to explain the observed muscle
phenotypic changes in both fast and slow muscle from mTrFS

Table 6. Main FS-Induced Changes in Muscle Remodeling
and Repair

BP Proteins

TA Muscle

↑ Repair patch formation TRIM72

↑ Stem cells fusion LGALS1

↓ ECM components COL1A1; COL1A2; FMOD; LUM; DCN
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mice. We provide molecular-level insights into protein
modifications potentially contributing to changes observed in
muscle mass (changes in protein synthesis and degradation
mediators), in muscle performance such as fatigability and
exercise intolerance (decreases in mitochondrial proteins and
changes in MHC isoforms) and ECC process (alterations in SR
calcium flux players), in muscle remodeling (changes in ECM
component and regeneration mediators), and in energy
metabolic function (changes in glycolytic metabolism enzymes
and regulators of insulin signaling). Our results highlight genes
and proteins not previously associated with the FS-mediated
skeletal muscle phenotype. In conclusion, this work generates
new hypotheses to deepen the intracellular processes mediating
the skeletal muscle hypertrophy and metabolic adaptations in
response to FS to allow the development of targeted therapies
for muscle wasting and insulin resistance.
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Three more exchange steps were repeated with eFASP digestion buffer D (50 mM ABC, 0.2% 
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Table S1. BlastP validations for one Single Peptide-Based Protein Identifications. For all the proteins that were identified on the basis 

of one single peptide and that were found as differentially regulated by FS, each single peptide was validated by BlastP interrogation, 

as reported in the table above. 
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Supplemental Figure S1. Detailed information for one Single Peptide-Based Protein 

Identifications. Detailed information about the MS/MS spectrum, peptide sequence and precursor 

m/z for each single peptide of proteins identified with one single peptide and found as 

differentially expressed between mTrFS and WT mice. 
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Supplemental Figure S2 

 

Figure S2. Quality of the Proteomic Analysis. (A) Box plots representing Log2 signal intensities 

for each replicate from sF (in red) and SF (in green) of TA muscle of WT mice show high 

similarity among all runs, indicating high technical reproducibility and very low biological 

variance. The three muscle biological replicates (Muscle 1-3) are presented in different grades of 

the same color while the three technological replicates are reported exactly in the same color. (B) 

PCA of WT muscles clearly discriminates the proteomic profiles of the fast TA muscle (blue) 

from the slow SOL muscle (red) in sF (stars) and SF (circles) fractions. 



# Accession Symbol Name Anova (P ) Fold change Score %Coverage # Peptides Main Biological Process Main Cellular Component

O08539 BIN1 Myc box-dependent-interacting protein 1 0.013 1.76 323.3 19.7 8 Apoptosis, Endocytosis Cytoplasm, Nucleus

Q9WTR5 CDH13 Cadherin-13 0.044 0.68 11.0 9.1 2 Cell adhésion Membrane

P63038 HSPD1 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 0.024 1.44 16.3 10.1 5 Detoxification, cytoprotection Mitochondrion

P20029 HSPA5 78 kDa glucose-regulated protein 0.038 1.51 87.0 18.7 10 Detoxification, cytoprotection Endoplasmic reticulum

Q61316 HSPA4 Heat shock 70 kDa protein 4 0.037 1.55 3.2 3.1 2 Detoxification, cytoprotection Cytoplasm

P10649 GSTM1 Glutathione S-transferase Mu 1 0.014 1.68 39.0 45.8 9 Detoxification, cytoprotection Cytoplasm

P11499 HSP90AB1 Heat shock protein HSP 90-beta 0.018 1.69 218.3 25.6 20 Detoxification, cytoprotection Cytoplasm

Q5EBG6 HSPB6 Heat shock protein beta-6 0.005 1.70 41.7 29.0 4 Detoxification, cytoprotection Cytoplasm

P14602 HSPB1 Heat shock protein beta-1 0.009 1.72 182.7 44.5 10 Detoxification, cytoprotection Cytoplasm

P97447 FHL1 Four and a half LIM domains protein 1 0.009 0.64 11.1 12.5 4 Developmental process Cytoplasm, Nucleus

P50247 AHCY Adenosylhomocysteinase 0.007 1.54 20.1 17.9 5 Energy metabolism, Amino-acid biosynthesis Cytoplasm

Q9DCW4 ETFB Electron transfer flavoprotein subunit beta 0.044 1.46 17.7 25.1 5 Energy metabolism, Electron transfer Mitochondrion

P13707 GPD1 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)], cytoplasmic 0.004 2.08 323.3 53.7 20 Energy metabolism, G3P NADH Shuttle Cytoplasm

Q64521 GPD2 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, mitochondrial 0.003 1.54 27.2 13.8 9 Energy metabolism, G3P NADH Shuttle Mitochondrion

Q9D6Y9 GBE1 1,4-alpha-glucan-branching enzyme 0.019 1.54 27.7 7.8 5 Energy metabolism, Glycogen biosynthesis Cytoplasm

Q8C7E7 STBD1 Starch-binding domain-containing protein 1 0.028 1.54 6.4 7.9 2 Energy metabolism, Glycogenolysis Cytoplasm

Q7TSH2 PHKB Phosphorylase b kinase regulatory subunit beta 0.046 1.68 202.7 9.4 10 Energy metabolism, Glycogenolysis Cytoplasm

P16125 LDHB L-lactate dehydrogenase B chain 0.004 0.64 132.9 34.4 13 Energy metabolism, Glycolysis Cytoplasm

P09411 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 0.015 1.83 323.3 52.5 25 Energy metabolism, Glycolysis Cytoplasm

P06745 GPI Glucose-6-phosphate isomerase 0.004 1.89 323.3 41.8 23 Energy metabolism, Glycolysis Cytoplasm

P47857 PFKM ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type 0.014 1.93 323.3 45.1 34 Energy metabolism, Glycolysis Cytoplasm

P06151 LDHA L-lactate dehydrogenase A chain 0.004 2.06 323.3 54.2 27 Energy metabolism, Glycolysis Cytoplasm

P21550 ENO3 Beta-enolase 0.005 2.50 323.3 69.1 42 Energy metabolism, Glycolysis Cytoplasm

Q9JK42 PDK2 [Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)] kinase isozyme 2, mitochondrial 0.013 0.68 2.3 2.2 1 Energy metabolism, Krebs cycle Mitochondrion

Q99KI0 ACO2 Aconitate hydratase, mitochondrial 0.004 0.53 323.3 38.2 31 Energy metabolism, Krebs cycle Mitochondrion

Q9CZU6 CS Citrate synthase, mitochondrial 0.007 0.54 253.4 29.5 13 Energy metabolism, Krebs cycle Mitochondrion

Q9D6R2 IDH3A Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mitochondrial 0.009 0.56 177.7 37.2 13 Energy metabolism, Krebs cycle Mitochondrion

Q60597 OGDH 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial 0.004 0.57 323.3 25.0 25 Energy metabolism, Krebs cycle Mitochondrion

P35486 PDHA1 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, mitochondrial 0.004 0.58 218.9 25.1 10 Energy metabolism, Krebs cycle Mitochondrion

P54071 IDH2 Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial 0.010 0.64 260.4 19.9 8 Energy metabolism, Krebs cycle Mitochondrion

P97807 FH Fumarate hydratase, mitochondrial 0.010 1.50 19.6 13.8 7 Energy metabolism, Krebs cycle Mitochondrion

Q99JY0 HADHB Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial 0.005 1.46 38.1 29.9 12 Energy metabolism, Lipid biosynthesis Mitochondrion

O88492 PLIN4 Perilipin-4 0.005 1.57 7.0 13.3 3 Energy metabolism, Lipid storage Lipid droplet

P05202 GOT2 Aspartate aminotransferase, mitochondrial 0.012 0.55 175.0 39.1 18 Energy metabolism, Malate-aspartate NADH Shuttle Mitochondrion

P14152 MDH1 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 0.016 0.56 143.3 39.2 12 Energy metabolism, Malate-aspartate NADH Shuttle Cytoplasm

P08249 MDH2 Malate dehydrogenase, mitochondrial 0.004 0.66 69.2 53.8 16 Energy metabolism, Malate-aspartate NADH Shuttle Mitochondrion

P05201 GOT1 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 0.029 0.72 28.2 19.9 6 Energy metabolism, Malate-aspartate NADH Shuttle Cytoplasm

Q9DC69 NDUFA9 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mitochondrial 0.007 0.58 89.3 40.6 11 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

P00405 MTCO2 Cytochrome c oxidase subunit 2 0.009 0.61 33.2 26.4 5 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q9CR68 UQCRFS1 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial 0.010 0.61 36.6 33.9 11 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q8K2B3 SDHA Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial 0.005 0.61 61.0 20.0 12 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q99LC3 NDUFA10 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10 0.012 0.64 27.2 28.2 8 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q91YT0 NDUFV1 NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mitochondrial 0.013 0.65 52.1 24.4 10 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q9DCJ5 NDUFA8 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 8 0.020 0.66 36.9 40.7 6 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q91VD9 NDUFS1 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mitochondrial 0.021 0.66 103.4 37.6 24 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

P03921 MTND5 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 0.010 0.69 16.0 21.2 1 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

O09111 NDUFB11 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 11, mitochondrial 0.018 0.70 4.6 10.6 2 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q9D6J6 NDUFV2 NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2, mitochondrial 0.005 0.70 16.8 27.0 6 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion
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Q9CQ54 NDUFC2 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 subunit C2 0.030 0.74 4.8 15.0 2 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q9CQ75 NDUFA2 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 2 0.020 1.30 9.0 31.3 3 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

P28650 ADSSL1 Adenylosuccinate synthetase isozyme 1 0.004 0.58 107.5 39.4 19 Energy metabolism, Purine nucleotide cycle Cytoplasm

P51174 ACADL Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial 0.032 0.58 279.2 29.3 13 Energy metabolism, β-oxydation Mitochondrion

Q8QZT1 ACAT1 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial 0.017 0.60 133.5 20.8 7 Energy metabolism, β-oxydation Mitochondrion

P45952 ACADM Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial 0.014 0.68 323.3 20.7 9 Energy metabolism, β-oxydation Mitochondrion

Q07417 ACADS Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial 0.022 0.75 6.2 10.7 4 Energy metabolism, β-oxydation Mitochondrion

P11087 COL1A1 Collagen alpha-1(I) chain 0.004 0.57 323.3 46.0 37 Extracellular structure organization Extracellular matrix

Q01149 COL1A2 Collagen alpha-2(I) chain 0.004 0.58 323.3 37.5 29 Extracellular structure organization Extracellular matrix

P50608 FMOD Fibromodulin 0.006 0.63 57.0 4.8 2 Extracellular structure organization Extracellular matrix

P51885 LUM Lumican 0.010 0.64 3.4 8.3 3 Extracellular structure organization Extracellular matrix

P28654 DCN Decorin 0.004 0.73 5.0 5.4 2 Extracellular structure organization Extracellular matrix, Serum

Q9WV35 APOBEC2 Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide 2 0.031 1.55 24.6 37.9 6 Gene regulation Nucleus

Q1XH17 TRIM72 Tripartite motif-containing protein 72 0.020 1.65 64.5 16.1 8 Muscle repair and regeneration Membrane

P16045 LGALS1 Galectin-1 0.004 1.90 198.4 42.2 6 Muscle repair and regeneration Serum

Q5SX40 MYH1 Myosin-1 0.003 0.47 323.3 68.1 206 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P05977 MYL1 Myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform 0.010 0.47 323.3 68.6 13 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

I6L963 MYH2 Myosin-2 0.004 0.47 323.3 66.7 193 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

Q9JI91 ACTN2 Alpha-actinin-2 0.003 0.52 323.3 65.4 57 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P97457 MYLPF Myosin regulatory light chain 2, skeletal muscle isoform 0.004 0.54 267.1 76.3 17 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

D3YU50 MYBPC1 Myosin-binding protein C, slow-type 0.003 0.56 323.3 42.0 48 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P09542 MYL3 Myosin light chain 3 0.003 0.58 46.9 41.2 8 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

Q9JLH8 TMOD4 Tropomodulin-4 0.010 1.34 15.4 14.8 4 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P70402 MYBPH Myosin-binding protein H 0.004 1.43 17.0 15.3 5 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

Q8BWB1 SYNPO2L Synaptopodin 2-like protein 0.029 1.44 16.0 14.4 8 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P20152 VIM Vimentin 0.027 1.47 29.4 22.3 11 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

A2AAJ9 OBSCN Obscurin 0.020 1.53 13.4 4.2 8 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P63028 TPT1 Translationally-controlled tumor protein 0.039 1.56 40.3 21.5 3 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

Q9QZ47 TNNT3 Troponin T, fast skeletal muscle 0.005 0.51 323.3 44.4 22 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P68368;P05213; 

P68373;P05214; 

P68369;Q9JJZ2

TUBA4A; 

TUBA1B/C/A; 

TUBA3A;TUBA8

Tubulin alpha-chain 0.046 1.63 11.6 15.3 6 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P68372;P99024; 

Q9CWF2;Q7TMM9;Q9

D6F9;Q9CVR0

TUBB4B/A; 

TUBB5; 

TUBB2B/A

Tubulin beta-chain 0.009 1.70 26.9 28.5 11 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P20801 TNNC2 Troponin C, skeletal muscle 0.004 0.53 323.3 90.6 15 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

Q9JKS4 LDB3 LIM domain-binding protein 3 0.012 1.79 295.7 32.0 18 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P31001 DES Desmin 0.004 1.80 245.5 77.2 40 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

Q5XKE0 MYBPC2 Myosin-binding protein C, fast-type 0.003 1.82 323.3 53.6 60 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P13412 TNNI2 Troponin I, fast skeletal muscle 0.018 0.55 83.3 34.2 12 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

A2ASS6 TTN Titin 0.005 2.02 323.3 44.5 1310 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

Q5SX39 MYH4 Myosin-4 0.003 2.32 323.3 69.0 214 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P68134 ACTA1 Actin, alpha skeletal muscle 0.004 0.49 323.3 62.1 28 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

F6X9B6;Q9JL90 NEB Nebulin 0.011 1.44 3.8 57.0 41 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P58771 TPM1 Tropomyosin alpha-1 chain 0.004 0.40 323.3 90.5 51 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

Q9D1G3 HHATL Protein-cysteine N-palmitoyltransferase HHAT-like protein 0.013 0.68 8.2 6.0 3 Protein biosynthesis, Maturation Endoplasmic reticulum

Q9DC61 PMPCA Mitochondrial-processing peptidase subunit alpha 0.046 0.71 4.5 6.7 3 Protein biosynthesis, Maturation Mitochondrion

Q3TVI8 PBXIP1 Pre-B-cell leukemia transcription factor-interacting protein 1 0.010 1.53 6.1 3.9 2 Protein biosynthesis, Transcription Cytoplasm, Nucleus

Q3U381 ZFP692 Zinc finger protein 692 0.004 1.60 3.8 1.7 1 Protein biosynthesis, Transcription Nucleus

Q9CQX8 MRPS36 28S ribosomal protein S36, mitochondrial 0.014 0.60 4.6 14.0 1 Protein biosynthesis, Translation Mitochondrion

P62264 RPS14 40S ribosomal protein S14 0.047 1.27 3.3 9.2 1 Protein biosynthesis, Translation Ribosome



Q9D8N0 EEF1G Elongation factor 1-gamma 0.011 1.95 34.7 21.8 9 Protein biosynthesis, Translation Cytoplasm

P62631 EEF1A2 Elongation factor 1-alpha 2 0.004 2.12 47.7 22.9 13 Protein biosynthesis, Translation Cytoplasm

Q922Y1 UBXN1 UBX domain-containing protein 1 0.028 1.41 2.3 7.7 1 Proteolysis Proteasome

P31786 DBI Acyl-CoA-binding protein 0.019 1.78 59.5 58.7 4 Proteolysis Endoplasmic reticulum

P14069 S100A6 Protein S100-A6 0.028 1.63 26.7 9.0 1 Signal transduction, Calcium signaling Cytoplasm, Nucleus

Q9JK37 MYOZ1 Myozenin-1 0.026 1.85 323.3 88.2 18 Signal transduction, Calcium signaling Sarcomere

Q91ZI0 CELSR3 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 0.015 1.87 3.7 0.5 2 Signal transduction, Calcium signaling Membrane

Q7TQ48 SRL Sarcalumenin 0.010 2.01 323.3 28.1 25 Signal transduction, Calcium signaling Endoplasmic reticulum

O55126 NIPSNAP Protein NipSnap homolog 2 0.010 1.58 9.8 12.1 4 Signal transduction, Calcium signaling Mitochondrion

P49817 CAV3 Caveolin-3 0.019 0.62 32.0 21.3 1 Signal Transduction, Calcium signaling Membrane

P11404 FABP3 Fatty acid-binding protein, heart 0.005 1.98 323.3 49.6 8 Signal transduction, Insulin signaling Cytoplasm

P62259 YWHAE 14-3-3 protein epsilon 0.005 1.83 323.3 40.0 11 Signal transduction, Insulin signaling Cytoplasm

Q8R429 ATP2A1 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1 0.005 0.48 323.3 40.2 43 Transport, Calcium transport Endoplasmic reticulum

E9PZQ0 RYR1 Ryanodine receptor 1 0.003 0.65 177.0 9.5 40 Transport, Calcium transport Endoplasmic reticulum

Q921I1 TF Serotransferrin 0.036 1.63 323.3 20.4 13 Transport, Iron transport Serum

P57787 SLC16A3 Monocarboxylate transporter 4 0.012 1.43 10.1 10.4 4 Transport, Lactate transport Membrane

Q6PIE5 ATP1A2 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 0.004 0.72 39.5 15.6 13 Transport, Nutrients transport Membrane

P04247 MB Myoglobin 0.003 0.40 323.3 85.7 19 Transport, Oxygen transport Cytoplasm

P70168 KPNB1 Importin subunit beta-1 0.042 1.47 2.0 1.4 1 Transport Cytoplasm, Nucleus

P62827 RAN GTP-binding nuclear protein Ran 0.028 1.37 12.0 6.9 3 Transport Nucleus

# Accession: UniProt Ids; Symbol: Official Gene Symbol; Name: Musmusculus Protein name; Score: MaxQuant Score; %Coverage: Protein sequence covered by all identified peptides (%); # Peptides: Number of identified peptides



# Accession Symbol Name Anova (P ) Fold change Score %Coverage # Peptides Main Biological Process Main Cellular Component

P63038 HSPD1 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 0.048 0.6 26.1 21.1 11 Detoxification, cytoprotection Mitochondrion

P35700 PRDX1 Peroxiredoxin-1 0.013 0.7 16.6 37.1 7 Detoxification, cytoprotection Cytoplasm

Q9QZ57 HSPB3 Heat shock protein beta-3 0.038 0.7 4.3 11.0 2 Detoxification, cytoprotection Cytoplasm

P07310 CKM Creatine kinase M-type 0.016 0.5 323.3 81.4 43 Energy metabolism Cytoplasm

Q8QZS1 HIBCH 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial 0.042 0.7 7.4 2.9 1 Energy metabolism, Amino-acid degradation Mitochondrion

Q5RJV4;Q9D0F9 PGM1/2 Phosphoglucomutase-1/2 0.025 0.6 144.1 44.3 21 Energy metabolism, glycogenolysis Cytoplasm

P21550 ENO3 Beta-enolase 0.018 0.5 323.3 63.1 33 Energy metabolism, Glycolysis Cytoplasm

P52480 PKM Pyruvate kinase PKM 0.019 0.6 323.3 58.6 31 Energy metabolism, Glycolysis Cytoplasm

O70250 PGAM2 Phosphoglycerate mutase 2 0.044 0.6 54.6 28.1 9 Energy metabolism, Glycolysis Cytoplasm

P54071 IDH2 Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial 0.019 0.5 323.3 58.0 29 Energy metabolism, Krebs cycle Mitochondrion

Q9D051 PDHB Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial 0.018 0.6 190.4 28.1 8 Energy metabolism, Krebs cycle Mitochondrion

P14152 MDH1 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 0.018 0.6 323.3 47.9 17 Energy metabolism, Malate-aspartate NADH Shuttle Cytoplasm

P08249 MDH2 Malate dehydrogenase, mitochondrial 0.023 0.6 87.0 58.3 17 Energy metabolism, Malate-aspartate NADH Shuttle Mitochondrion

P56480 ATP5B ATP synthase subunit beta, mitochondrial 0.019 0.6 323.3 53.5 21 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q9ERS2 NDUFA13 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 13 0.028 0.6 26.4 53.5 7 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q8K2B3 SDHA Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial 0.035 0.6 309.4 19.4 15 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q99LY9 NDUFS5 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 5 0.022 0.6 8.8 14.2 1 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

P56391 COX6B1 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 0.037 0.7 7.8 41.9 4 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

P56392 COX7A1 Cytochrome c oxidase subunit 7A1, mitochondrial 0.020 0.7 4.9 28.8 2 Energy metabolism, Oxidative phosphorylation Mitochondrion

Q8QZT1 ACAT1 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial 0.048 0.7 97.6 30.9 10 Energy metabolism, β-oxydation Mitochondrion

Q8CGP2;Q8CGP1; 

Q64475;P10853; 

Q9D2U9;Q8CGP0; 

P70696;Q64524

HIST1H2BP/K/B/F/A;HI

ST1H2BE; 

HIST3H2BA/B

Histone H2B type 1-P/K/B/F/A;                                                                                        

Histone H2B type 2-E;                                                                                                      

Histone H2B type 3-A/B

0.015 1.9 66.0 52.0 7 Gene regulation Nucleus

Q61838 PZP Alpha-2-macroglobulin 0.038 1.7 17.9 8.2 11 Miscellaneous Miscellaneous

P02088 HBB-B1 Hemoglobin subunit beta-1 0.020 2.0 323.3 84.4 15 Miscellaneous Miscellaneous

P01942 HBA Hemoglobin subunit alpha 0.040 2.0 108.9 53.3 8 Miscellaneous Miscellaneous

Q8VHX6 FLNC Filamin-C 0.048 0.5 323.3 37.6 88 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

Q9QXS1 PLEC Plectin 0.023 0.5 323.3 34.5 149 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

A2AAJ9 OBSCN Obscurin 0.001 0.5 323.3 19.0 91 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P09542 MYL3 Myosin light chain 3 0.019 0.6 195.5 66.2 14 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P97457 MYLPF Myosin regulatory light chain 2, skeletal muscle isoform 0.028 0.6 224.3 78.7 15 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P05213;P68373; 

P68369;P05214

TUBA1A/B/C;   

TUBA3A
Tubulin alpha-1A/B/C chain;Tubulin alpha-3 chain 0.047 1.6 11.8 21.3 8 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

E9Q616 AHNAK Desmoyokin 0.019 1.6 2.1 1.5 2 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P63260;P60710 ACTG1/ACTB Actin, cytoplasmic 2/1 0.040 1.6 5.9 40.0 20 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

O88346 TNNT1 Troponin T, slow skeletal muscle 0.017 1.7 323.3 31.3 12 Myofilaments and cytoskeleton Sarcomere

P17742 PPIA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 0.023 1.4 12.5 23.2 4 Protein biosynthesis, Maturation Cytoplasm

P70333;O35737; 

Q9Z2X1
HNRNPH1/2; HNRNPF Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2/H/F 0.019 1.3 12.9 5.8 2 Protein biosynthesis, Transcription Nucleus

P58252 EEF2 Elongation factor 2 0.027 0.6 25.4 11.1 9 Protein biosynthesis, Translation Cytoplasm

P99027 RPLP2 60S acidic ribosomal protein P2 0.038 0.7 1.6 10.4 1 Protein biosynthesis, Translation Ribosome

Q8C1A5 THOP1 Thimet oligopeptidase 0.029 0.8 2.5 1.5 1 Miscellaneous Cytoplasm

Q9D154 SERPINB1A Leukocyte elastase inhibitor A 0.039 1.7 2.2 5.5 2 Proteolysis Cytoplasm

P62880;P62874; 

Q61011
GNB2/1/3 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2/1/3 0.022 1.5 2.2 5.7 2 Signal transduction, Calcium signaling Cytoplasm

E9PZQ0 RYR1 Ryanodine receptor 1 0.023 0.6 149.1 7.3 34 Transport, Calcium transport Endoplasmic reticulum

Q02789 CACNA1S Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1S 0.033 0.8 4.6 7.9 2 Transport, Calcium transport Membrane

P63254 CRIP1 Cysteine-rich protein 1 0.025 1.3 4.2 16.9 2 Transport, Zinc transport Cytoplasm
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Q6PIE5 ATP1A2 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 0.042 0.6 119.2 30.0 25 Transport, Nutrients transport Membrane

# Accession: UniProt Ids; Symbol: Official Gene Symbol; Name: Musmusculus Protein name; Score: MaxQuant Score; %Coverage: Protein sequence covered by all identified peptides (%); # Peptides: Number of identified peptides



# Probeset Symbol Gene Title Fold Change P-Value

1433582_at 1190002N15Rik RIKEN cDNA 1190002N15 gene 0.69 0.027

1457964_at 1810044D09Rik RIKEN cDNA 1810044D09 gene 1.56 0.002

1450972_at 3110040N11Rik RIKEN cDNA 3110040N11 gene 1.46 0.012

1421840_at Abca1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 0.55 0.016

1427053_at Abi3bp ABI gene family, member 3 (NESH) binding protein 0.57 0.041

1427174_at Abracl ABRA C-terminal like 0.50 0.014

1439459_x_at Acly ATP citrate lyase 0.69 0.029

1428082_at Acsl5 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 0.71 0.022

1448460_at Acvr1 Activin A receptor, type 1 0.58 0.015

1451932_a_at Adamtsl4 ADAMTS-like 4 0.61 0.009

1426574_a_at Add3 Adducin 3 (gamma) 0.67 0.021

1424151_at Aimp2 Aminoacyl tRNA synthetase complex-interacting multifunctional protein 2 1.59 0.004

1448450_at Ak2 Adenylate kinase 2 0.69 0.020

1455151_at Akap9 A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9 0.65 0.032

1450959_at Akip1 A kinase (PRKA) interacting protein 1 1.51 0.021

1424328_s_at Anapc15 Anaphase prompoting complex C subunit 15 1.44 0.017

1419421_at Ank1 Ankyrin 1, erythroid 1.60 0.006

1451446_at Antxr1 Anthrax toxin receptor 1 0.67 0.028

1449396_at Aoc3 Amine oxidase, copper containing 3 0.57 0.005

1420346_at Asb12 Ankyrin repeat and SOCS box-containing protein 12 1.48 0.017

1416652_at Aspn Asporin 0.66 0.007

1433918_at Atg4d Autophagy-related 4D (yeast) 0.70 0.025

1434513_at Atp13a3 ATPase type 13A3 1.77 0.001

1418453_a_at Atp1b1 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide 0.59 0.024

1422908_at Atp1b4 ATPase, (Na+)/K+ transporting, beta 4 polypeptide 1.83 0.008

1452363_a_at Atp2a2 ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 0.59 0.007

1423597_at Atp8a1 ATPase, aminophospholipid transporter (APLT), class I, type 8A, member 1 1.54 0.004

1426459_s_at AW549877 Expressed sequence AW549877 0.62 0.031

1425394_at BC023105 cDNA sequence BC023105 5.10 0.006

1439388_s_at Bcar1 Breast cancer anti-estrogen resistance 1 1.43 0.015

1418421_at Bcl6b B-cell CLL/lymphoma 6, member B 0.57 0.026

1452257_at Bdh1 3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 1 0.42 0.010

1448595_a_at Bex1 Brain expressed gene 1 2.10 0.016

1425532_a_at Bin1 Bridging integrator 1 1.65 0.001

1425814_a_at Calcrl Calcitonin receptor-like 0.64 0.016

1426710_at Calm1 Calmodulin 1 1.61 0.017

1426710_at Calm2 Calmodulin 2 1.61 0.017

1426710_at Calm3 Calmodulin 3 1.61 0.017

1450725_s_at Car14 Carbonic anhydrase 14 1.42 0.014

1448659_at Casp7 Caspase 7 0.60 0.006

1418509_at Cbr2 Carbonyl reductase 2 2.12 0.065

1452721_a_at Ccdc53 Coiled-coil domain containing 53 1.44 0.001

1424186_at Ccdc80 Coiled-coil domain containing 80 0.56 0.048

1448229_s_at Ccnd2 Cyclin D2 0.67 0.006

1416072_at Cd34 CD34 antigen 0.66 0.010

1416401_at Cd82 CD82 antigen 1.55 0.008

1448193_at Cdip1 Cell death inducing Trp53 target 1 0.65 0.004

1418579_at Cetn2 Centrin 2 1.43 0.004

1425400_a_at Cited4 Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 4 1.74 0.001

1427279_at Clip4 CAP-GLY domain containing linker protein family, member 4 0.67 0.011

1454849_x_at Clu Clusterin 1.51 0.003

1451322_at Cmbl Carboxymethylenebutenolidase-like (Pseudomonas) 1.55 0.003

1453015_at Cmip c-Maf inducing protein 0.57 0.008

1450981_at Cnn2 Calponin 2 0.64 0.010

1437341_x_at Cnp 2',3'-cyclic nucleotide 3' phosphodiesterase 0.64 0.005

1418599_at Col11a1 Procollagen, type XI, alpha 1 0.41 0.002

1423669_at Col1a1 Procollagen, type I, alpha 1 0.49 0.027

1423110_at Col1a2 Procollagen, type I, alpha 2 0.63 0.027

1427884_at Col3a1 Procollagen, type III, alpha 1 0.63 0.023

1420384_at Col4a3bp Procollagen, type IV, alpha 3 (Goodpasture antigen) binding protein 0.65 0.033

1450625_at Col5a2 Procollagen, type V, alpha 2 0.60 0.017

1416776_at Crym Crystallin, mu 1.43 0.001

1460220_a_at Csf1 Colony stimulating factor 1 (macrophage) 0.69 0.024

1425810_a_at Csrp1 Cysteine and glycine-rich protein 1 0.70 0.003

1417567_at Ctnnbip1 Catenin beta interacting protein 1 1.69 0.018

1418365_at Ctsh Cathepsin H 0.62 0.031

Table S4. Transcriptomic Profile of TA Muscle in Response to FS



1417574_at Cxcl12 Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 0.63 0.022

1454268_a_at Cyba Cytochrome b-245, alpha polypeptide 0.50 0.062

1449406_at Cyhr1 Cysteine and histidine rich 1 1.77 0.006

1438133_a_at Cyr61 Cysteine rich protein 61 0.14 0.033

1426521_at D230025D16Rik RIKEN cDNA D230025D16 gene 1.42 0.007

1437917_at D530037H12Rik RIKEN cDNA D530037H12 gene 0.56 0.042

1426439_at Ddx3y DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-linked 1.96 0.000

1416755_at Dnajb1 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 0.55 0.026

1451177_at Dnajb4 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 4 0.67 0.031

1423065_at Dnmt3a DNA methyltransferase 3A 0.69 0.024

1444028_s_at Dock9 Dedicator of cytokinesis 9 0.67 0.018

1425292_at Dtna Dystrobrevin alpha 1.55 0.001

1431422_a_at Dusp14 Dual specificity phosphatase 14 0.64 0.004

1425848_a_at Dusp26 Dual specificity phosphatase 26 (putative) 0.47 0.005

1418371_at Dynll2 Dynein light chain LC8-type 2 1.45 0.014

1417298_at Ebpl Emopamil binding protein-like 1.42 0.006

1418093_a_at Egf Epidermal growth factor 1.56 0.001

1417065_at Egr1 Early growth response 1 0.15 0.070

1417713_at Eif2s2 Eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 2 (beta) 1.43 0.001

1417562_at Eif4ebp1 Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 1.49 0.002

1455994_x_at Elovl1 Elongation of very long chain fatty acids (FEN1/Elo2, SUR4/Elo3, yeast)-like 1 0.64 0.017

1415840_at Elovl5 ELOVL family member 5, elongation of long chain fatty acids (yeast) 0.69 0.002

1437712_x_at Exosc4 Exosome component 4 1.72 0.007

1423680_at Fads1 Fatty acid desaturase 1 0.68 0.002

1449258_at Fam104a Family with sequence similarity 104, member A 1.58 0.007

1416892_s_at Fam107b Family with sequence similarity 107, member B 0.65 0.018

1426812_a_at Fam129b Family with sequence similarity 129, member B 0.59 0.012

1426729_at Fam131a Family with sequence similarity 131, member A 1.61 0.010

1416805_at Fam198b Family with sequence similarity 198, member B 0.62 0.000

1423266_at Fam213b Family with sequence similarity 213, member B 1.48 0.010

1460555_at Fam65b Family with sequence similarity 65, member B 2.66 0.009

1435315_s_at Far1 Fatty acyl CoA reductase 1 0.69 0.023

1423828_at Fasn Fatty acid synthase 0.56 0.017

1427582_at Fgf6 Fibroblast growth factor 6 1.66 0.016

1426677_at Flna Filamin, alpha 0.68 0.016

1423100_at Fos Proto-oncogene c-Fos 0.07 0.226

1455242_at Foxp1 Forkhead box P1 0.65 0.008

1437543_at Fubp1 Far upstream element (FUSE) binding protein 1 0.56 0.005

1417343_at Fxyd6 FXYD domain-containing ion transport regulator 6 0.53 0.031

1448700_at G0s2 G0/G1 switch gene 2 0.57 0.066

1449519_at Gadd45a Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha 1.90 0.013

1453851_a_at Gadd45g Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 gamma 2.22 0.007

1422558_at Gamt Guanidinoacetate methyltransferase 1.91 0.026

1423569_at Gatm Glycine amidinotransferase (L-arginine:glycine amidinotransferase) 1.96 0.054

1418627_at Gclm Glutamate-cysteine ligase , modifier subunit 1.46 0.003

1450940_at Gdap1 Ganglioside-induced differentiation-associated-protein 1 2.33 0.008

1454959_s_at Gnai1 Guanine nucleotide binding protein, alpha inhibiting 1 0.61 0.009

1415698_at Golm1 Golgi membrane protein 1 2.32 0.005

1417673_at Grb14 Growth factor receptor bound protein 14 0.66 0.011

1448148_at Grn Granulin 0.66 0.045

1415812_at Gsn Gelsolin 0.65 0.028

1416416_x_at Gstm1 Glutathione S-transferase, mu 1 1.47 0.001

1419158_a_at Hars2 Histidyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial (putative) 0.66 0.007

1418102_at Hes1 Hairy and enhancer of split 1 (Drosophila) 0.61 0.059

1424863_a_at Hipk2 Homeodomain interacting protein kinase 2 1.45 0.002

1422155_at Hist1h3b Histone cluster 1, H3b 1.52 0.019

1422155_at Hist1h3c Histone cluster 1, H3c 1.52 0.019

1422155_at Hist1h3d Histone cluster 1, H3d 1.52 0.019

1422155_at Hist1h3e Histone cluster 1, H3e 1.52 0.019

1422155_at Hist1h3f Histone cluster 1, H3f 1.52 0.019

1422155_at Hist2h3b Histone cluster 2, H3b 1.52 0.019

1422155_at Hist2h3c1 Histone cluster 2, H3c1 1.52 0.019

1422155_at Hist2h3c2 Histone cluster 2, H3c2 1.52 0.019

1424639_a_at Hmgcl 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A lyase 1.41 0.007

1434875_a_at Hmgn3 High mobility group nucleosomal binding domain 3 0.63 0.009

1424132_at Hras Harvey rat sarcoma virus oncogene 1.49 0.009

1450047_at Hs6st2 Heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 2 1.47 0.006

1453016_at Hspb11 Heat shock protein family B (small), member 11 1.45 0.002



1417014_at Hspb8 Heat shock protein 8 2.15 0.008

1416749_at Htra1 HtrA serine peptidase 1 0.58 0.007

1448862_at Icam2 Intercellular adhesion molecule 2 0.65 0.017

1416442_at Ier2 Immediate early response 2 0.40 0.054

1454629_at Iffo1 Intermediate filament family orphan 1 1.98 0.036

1452349_x_at Ifi205 Interferon activated gene 205 0.63 0.034

1452349_x_at Ifi211 Interferon activated gene 211 0.63 0.008

1427239_at Ift122 Intraflagellar transport 122 homolog (Chlamydomonas) 1.56 0.012

1424648_at Ift27 Intraflagellar transport 27 1.87 0.027

1437401_at Igf1 Insulin-like growth factor 1 0.66 0.009

1452114_s_at Igfbp5 Insulin-like growth factor binding protein 5 1.65 0.003

1425454_a_at Il12a Interleukin 12a 3.12 0.029

1418697_at Inmt Indolethylamine N-methyltransferase 0.32 0.002

1456195_x_at Itgb5 Integrin beta 5 0.51 0.024

1423184_at Itsn2 Intersectin 2 0.58 0.004

1450710_at Jarid2 Jumonji, AT rich interactive domain 2 0.66 0.027

1426900_at Jmjd1c Jumonji domain containing 1C 0.59 0.047

1423559_at Kcnc1 Potassium voltage gated channel, Shaw-related subfamily, member 1 0.66 0.024

1449379_at Kdr Kinase insert domain protein receptor 0.69 0.013

1418063_at Kera Keratocan 0.39 0.008

1449439_at Klf7 Kruppel-like factor 7 (ubiquitous) 0.63 0.018

1428081_at Klhl21 Kelch-like 21 (Drosophila) 0.70 0.016

1426406_at Kmt5a Lysine methyltransferase 5A 1.45 0.004

1427011_a_at Lancl1 LanC (bacterial lantibiotic synthetase component C)-like 1 1.48 0.000

1416148_at Laptm4b Lysosomal-associated protein transmembrane 4B 1.44 0.001

1419573_a_at Lgals1 Lectin, galactose binding, soluble 1 1.62 0.007

1448883_at Lgmn Legumain 1.67 0.001

1450629_at Lima1 LIM domain and actin binding 1 0.60 0.016

1452345_at Lmod2 Leiomodin 2 (cardiac) 0.39 0.006

1448228_at Lox Lysyl oxidase 0.39 0.006

1460438_at Lysmd1 LysM, putative peptidoglycan-binding, domain containing 1 1.56 0.005

1455928_x_at Lztr1 Leucine-zipper-like transcriptional regulator, 1 0.63 0.005

1448647_at Man2a1 Mannosidase 2, alpha 1 0.70 0.008

1423688_at Man2c1 Mannosidase, alpha, class 2C, member 1 0.65 0.001

1451290_at Map1lc3a Microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha 1.60 0.010

1436893_a_at March7 Membrane-associated ring finger (C3HC4) 7 0.68 0.057

1456028_x_at Marcks Myristoylated alanine rich protein kinase C substrate 0.62 0.011

1433532_a_at Mbp Myelin basic protein 0.58 0.008

1424234_s_at Meox2 Mesenchyme homeobox 2 0.65 0.003

1416313_at Mllt11 Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila); translocated to, 11 1.56 0.034

1416136_at Mmp2 Matrix metallopeptidase 2 0.67 0.034

1419077_at Mpp3 Membrane protein, palmitoylated 3 (MAGUK p55 subfamily member 3) 0.54 0.014

1419253_at Mthfd2 Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NAD+ dependent), methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase 2.81 0.009

1418522_at Mtx1 Metaxin 1 0.68 0.002

1427201_at Mustn1 Musculoskeletal, embryonic nuclear protein 1 1.44 0.017

1423321_at Myadm Myeloid-associated differentiation marker 0.69 0.011

1419487_at Mybph Myosin binding protein H 2.53 0.002

1452465_at Myh1 Myosin, heavy polypeptide 1, skeletal muscle, adult 0.65 0.026

1420805_at Myl10 Myosin, light chain 10, regulatory 0.45 0.045

1425505_at Mylk Myosin, light polypeptide kinase 0.65 0.002

1422671_s_at Naalad2 N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase 2 0.71 0.004

1423269_a_at Nedd4l Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated gene 4-like 1.63 0.010

1416817_at Nek7 NIMA (never in mitosis gene a)-related expressed kinase 7 0.69 0.027

1431936_a_at Neu2 Neuraminidase 2 1.47 0.013

1438244_at Nfib Nuclear factor I/B 0.59 0.017

1419652_s_at Nkain1 Na+/K+ transporting ATPase interacting 1 1.91 0.007

1423249_at Nktr Natural killer tumor recognition sequence 0.70 0.006

1451503_at Nol3 Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD domain) 1.52 0.007

1438483_at Nos1 Nitric oxide synthase 1, neuronal 0.61 0.010

1436736_x_at Nrep Neuronal regeneration related protein 0.63 0.002

1418084_at Nrp1 Neuropilin 1 0.69 0.004

1419662_at Ogn Osteoglycin 0.40 0.020

1422792_at Pafah1b2 Platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform 1b, alpha2 subunit 0.70 0.015

1420979_at Pak1 p21 (CDKN1A)-activated kinase 1 2.01 0.042

1416379_at Panx1 Pannexin 1 0.54 0.014

1452913_at Pcp4l1 Purkinje cell protein 4-like 1 0.64 0.018

1422473_at Pde4b Phosphodiesterase 4B, cAMP specific 0.60 0.008

1436970_a_at Pdgfrb Platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide 0.71 0.008



1449178_at Pdlim3 PDZ and LIM domain 3 1.44 0.004

1419309_at Pdpn Podoplanin 1.46 0.015

1427038_at Penk Preproenkephalin 0.59 0.038

1416432_at Pfkfb3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 3.68 0.059

1423451_at Pgrmc1 Progesterone receptor membrane component 1 0.70 0.020

1428025_s_at Pitpnc1 Phosphatidylinositol transfer protein, cytoplasmic 1 0.67 0.004

1452026_a_at Pla2g12a Phospholipase A2, group XIIA 0.67 0.020

1451611_at Pla2g16 Phospholipase A2, group XVI 1.40 0.001

1430700_a_at Pla2g7 Phospholipase A2, group VII (platelet-activating factor acetylhydrolase, plasma) 2.15 0.010

1416424_at Plin3 Perilipin 3 1.50 0.006

1427005_at Plk2 Polo-like kinase 2 (Drosophila) 0.66 0.021

1453299_a_at Pnp Purine-nucleoside phosphorylase 0.62 0.001

1453299_a_at Pnp2 Purine-nucleoside phosphorylase 2 0.62 0.001

1450914_at Ppp1r14b Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 14B 1.60 0.007

1423831_at Prkag2 Protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic subunit 2.31 0.003

1425528_at Prrx1 Paired related homeobox 1 0.65 0.002

1421411_at Pstpip2 Proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 2 1.61 0.003

1417667_a_at Pter Phosphotriesterase related 1.46 0.001

1448816_at Ptgis Prostaglandin I2 (prostacyclin) synthase 0.42 0.018

1455207_at Ptrhd1 Peptidyl-tRNA hydrolase domain containing 1 1.44 0.019

1418666_at Ptx3 Pentraxin related gene 1.65 0.005

1424193_at Pwp2 PWP2 periodic tryptophan protein homolog (yeast) 1.46 0.002

1417073_a_at Qk Quaking 0.63 0.005

1424894_at Rab13 RAB13, member RAS oncogene family 1.48 0.002

1434914_at Rab6b RAB6B, member RAS oncogene family 0.66 0.009

1435517_x_at Ralb V-ral simian leukemia viral oncogene homolog B (ras related) 0.64 0.055

1417481_at Ramp1 Receptor (calcitonin) activity modifying protein 1 0.57 0.001

1456262_at Rbm5 RNA binding motif protein 5 0.58 0.010

1424382_at Rcn3 Reticulocalbin 3, EF-hand calcium binding domain 0.52 0.001

1416216_at Reps1 RalBP1 associated Eps domain containing protein 1.50 0.018

1439200_x_at Rhox4b Reproductive homeobox 4B 3.13 0.012

1423134_at Rilpl2 Rab interacting lysosomal protein-like 2 0.70 0.041

1416700_at Rnd3 Rho family GTPase 3 0.60 0.025

1423615_at Rnf115 Ring finger protein 115 1.47 0.011

1450423_s_at Rpf2 Ribosome production factor 2 homolog (S. cerevisiae) 1.41 0.003

1422623_x_at Rpl41 Ribosomal protein L41 0.69 0.013

1424095_at Rtca RNA 3'-terminal phosphate cyclase 1.45 0.001

1419814_s_at S100a1 S100 calcium binding protein A1 1.42 0.002

1452885_at Scaf11 SR-related CTD-associated factor 11 0.68 0.000

1451204_at Scara5 Scavenger receptor class A, member 5 (putative) 0.70 0.016

1415964_at Scd1 Stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 0.35 0.028

1417012_at Sdc2 Syndecan 2 1.90 0.000

1416779_at Sdpr Serum deprivation response 0.71 0.021

1416318_at Serpinb1a Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 1a 2.17 0.043

1450138_a_at Serpinb6a Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 6a 1.59 0.024

1456733_x_at Serpinh1 Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade H, member 1 0.66 0.010

1421077_at Sertad3 SERTA domain containing 3 0.61 0.013

1436898_at Sfpq Splicing factor proline/glutamine rich (polypyrimidine tract binding protein associated) 0.57 0.006

1428107_at Sh3bgrl SH3-binding domain glutamic acid-rich protein like 0.56 0.000

1449084_s_at Sh3d19 SH3 domain protein D19 0.68 0.003

1437503_a_at Shisa5 Shisa homolog 5 (Xenopus laevis) 0.68 0.007

1452214_at Skil SKI-like 0.44 0.005

1416629_at Slc1a5 Solute carrier family 1 (neutral amino acid transporter), member 5 0.61 0.015

1438187_at Slc25a29 Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier, palmitoylcarnitine transporter), member 29 0.69 0.020

1448889_at Slc38a4 Solute carrier family 38, member 4 2.02 0.005

1425440_x_at Slc41a3 Solute carrier family 41, member 3 1.63 0.002

1420884_at Sln Sarcolipin 8.26 0.007

1415935_at Smoc2 SPARC related modular calcium binding 2 1.49 0.003

1424268_at Smox Spermine oxidase 2.53 0.070

1421052_a_at Sms Spermine synthase 1.56 0.003

1449109_at Socs2 Suppressor of cytokine signaling 2 0.33 0.057

1455899_x_at Socs3 Suppressor of cytokine signaling 3 0.18 0.071

1419329_at Sorbs3 Sorbin and SH3 domain containing 3 0.57 0.013

1423362_at Sort1 Sortilin 1 1.66 0.001

1426018_a_at Sox6 SRY-box containing gene 6 1.85 0.036

1418180_at Sp1 Trans-acting transcription factor 1 0.71 0.018

1418798_s_at Srpk3 Serine/arginine-rich protein specific kinase 3 1.53 0.000

1434972_x_at Srsf1 Serine/arginine-rich splicing factor 1 0.70 0.008



1438215_at Srsf3 Serine/arginine-rich splicing factor 3 0.56 0.001

1421892_at St3gal2 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 2 0.63 0.025

1425533_a_at Stau2 Staufen (RNA binding protein) homolog 2 (Drosophila) 1.56 0.001

1434442_at Stbd1 Starch binding domain 1 1.70 0.001

1419741_at Supt16 Suppressor of Ty 16 0.70 0.003

1419447_s_at Tbc1d1 TBC1 domain family, member 1 0.46 0.001

1450961_a_at Tceal3 Transcription elongation factor A (SII)-like 3 2.76 0.008

1450961_a_at Tceal5 Transcription elongation factor A (SII)-like 5 2.76 0.008

1450961_a_at Tceal6 Transcription elongation factor A (SII)-like 6 2.76 0.008

1417455_at Tgfb3 Transforming growth factor, beta 3 0.63 0.056

1456250_x_at Tgfbi Transforming growth factor, beta induced 0.49 0.014

1417500_a_at Tgm2 Transglutaminase 2, C polypeptide 1.40 0.011

1450663_at Thbs2 Thrombospondin 2 0.51 0.022

1424642_at Thoc1 THO complex 1 0.71 0.018

1452125_at Thrap3 Thyroid hormone receptor associated protein 3 0.67 0.032

1419089_at Timp3 Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 0.61 0.037

1434600_at Tjp2 Tight junction protein 2 0.55 0.013

1450853_at Tle4 Transducin-like enhancer of split 4, homolog of Drosophila E(spl) 0.53 0.005

1436042_at Tln1 Talin 1 1.87 0.010

1424443_at Tm6sf1 Transmembrane 6 superfamily member 1 1.83 0.011

1449533_at Tmem100 Transmembrane protein 100 0.26 0.002

1416342_at Tnc Tenascin C 0.61 0.020

1418572_x_at Tnfrsf12a Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12a 2.30 0.096

1417979_at Tnmd Tenomodulin 0.47 0.033

1418412_at Tpd52l1 Tumor protein D52-like 1 1.66 0.000

1449996_a_at Tpm3 Tropomyosin 3, gamma 0.50 0.034

1416799_at Trpm7 Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 7 0.71 0.025

1424653_at Tspan15 Tetraspanin 15 1.47 0.025

1424567_at Tspan2 Tetraspanin 2 0.67 0.020

1448276_at Tspan4 Tetraspanin 4 0.63 0.019

1416484_at Ttc3 Tetratricopeptide repeat domain 3 0.69 0.008

1436833_x_at Ttll1 Tubulin tyrosine ligase-like 1 1.53 0.015

1423846_x_at Tuba1b Tubulin, alpha 1B 0.64 0.024

1431292_a_at Twf2 Twinfilin, actin-binding protein, homolog 2 (Drosophila) 1.44 0.003

1424056_at Usp48 Ubiquitin specific peptidase 48 0.67 0.004

1450641_at Vim Vimentin 0.64 0.047

1436791_at Wnt5a Wingless-related MMTV integration site 5A 0.57 0.004

1451968_at Xrcc5 X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 5 1.86 0.004

1420830_x_at Ywhaq Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, theta polypeptide 0.69 0.007

1420865_at Zbtb14 Zinc finger and BTB domain containing 14 0.65 0.011

1434901_at Zbtb2 Zinc finger and BTB domain containing 2 0.69 0.011

1417778_at Zfp35 Zinc finger protein 35 0.61 0.018

1452519_a_at Zfp36 Zinc finger protein 36 0.39 0.035

1423835_at Zfp503 Zinc finger protein 503 0.47 0.012

1418607_at Zkscan14 Zinc finger with KRAB and SCAN domains 14 1.45 0.019
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Abstract

Word count : 233

 

Odorant -Binding Prot eins (OBP) are maj or  players of  per i recept or  event s in ol f act ion.  Despi t e t hei r  impor t ance,  a molecular

mechanism explaining t hei r  speci f i ci t y f or  odors and pheromones has yet  t o be proposed.  A new approach is provided by t he

analysis of  t he pig ol f act ory secret ome t hat  is mainly composed of  OBP isof orms,  generat ed f rom 3 gene product s by t wo t ypes of

ΥΤΨΪŪΪΧΕΣΨΠΕΪΝΤΣΕΠŋΡΤΘΝΚΝΗΕΪΝΤΣΨŋŝż⅜ŹŦ₅ŋΝŦŋΥΜΤΨΥΜΤΧffiΠΕΪΝΤΣŋΕΣΘŋΝΝŦŋŻŪ ŪźŪΕΗΙΪffiΠΛΠΫΗΤΨΕΡΝΣffiΠΕΪΝΤΣŋŝŻŪŤΠΗźẃΗffiΠΕΪΝΤΣŦũŋέΜΝΗΜŋΕΧΙ
unusual  f or  secret ed prot eins.  Al t hough bot h t ypes of  PTM can be demonst rat ed on OBP isof orms by speci f ic ant ibodies,  t hey have

t o be ident i f ied by mass spect romet ry (MS),  as local izing PTM si t es and ident i f ying PTM pat t erns can help predict  binding af f ini t ies.
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Abstract 22 

Odorant-Binding Proteins (OBP) are major players of perireceptor events in olfaction. Despite their 23 

importance, a molecular mechanism explaining their specificity for odors and pheromones has yet to 24 

be proposed. A new approach is provided by the analysis of the pig olfactory secretome that is 25 

mainly composed of OBP isoforms, generated from 3 gene products by two types of post-26 

translational modifications (PTM): i) phosphorylation and ii) O-b-N-acetylglucosaminylation (O-27 

GlcNAcylation), which are unusual for secreted proteins. Although both types of PTM can be 28 

demonstrated on OBP isoforms by specific antibodies, they have to be identified by mass 29 

spectrometry (MS), as localizing PTM sites and identifying PTM patterns can help predict binding 30 

affinities. In this paper, we report the identification of phosphorylation and O-GlcNAcylation sites on 31 

peptides coming from trypsin digestion of only OBP (sensu stricto) by nanoLC-nanoESI-HCD-32 

MS/MS-Orbitrap. These PTM were not present on VEG and SAL. PEAKS software analysis of raw 33 

MS data allowed selecting spectra that were analyzed manually to identify PTMs. Four peptides 34 

corresponding to two different portions of OBP sequence were modified either by a phosphate group 35 

or by a hexNAc moiety. Due to the high energy used in HCD, the data did not allow precise 36 

localization of the modified sites. The new findings contribute to a better understanding of the 37 

mechanisms by which OBP isoforms could extend the binding repertoire of the secreted OBPs. 38 

Data are available via ProteomeXchange with identifier PXD007955. 39 

1 Introduction 40 

Odorant-binding proteins (OBPs) are one of the molecular players involved in perireceptor events of 41 

olfaction (Pelosi, 1996). These globular proteins bind odorant molecules into a hydrophobic pocket 42 

(Spinelli et al., 1998) and transport them to olfactory receptors, ultimately responsible for olfactory 43 

transduction (Buck and Axel, 1991). Whether the odorant molecule or the complex OBP/odorant acts 44 
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as a receptor ligand is still an open question, as none of the two hypotheses have received direct 45 

experimental evidence. The recent discovery of OBP isoform diversity in pig (Sus scrofa) nasal 46 

mucus (Nagnan-Le Meillour et al., 2014) favors the hypothesis that OBPs could be more than passive 47 

carriers of odorants, being more likely involved in the selection of chemical structures to be 48 

presented to a given olfactory receptor. Proteomic analysis of pig nasal mucus revealed that the 49 

olfactory secretome (Nagnan-Le Meillour et al., 2014) is mainly composed of around 30 OBP-, 50 

VEG- (Von Ebner’s Gland protein) and SAL- (Salivary Lipocalin) isoforms, resulting from post-51 

translational modifications (PTMs) of these three gene products and variants. The pig genome 52 

contains three genes coding for odorant-binding proteins: i) the OBP gene sensu stricto, ii) a second 53 

OBP transcript encoded by the porcine VEG (Von Ebner’s gland protein) gene, LCN1, iii) a third 54 

OBP, the salivary lipocalin (SAL) encoded by SAL1 gene. OBP and LCN1 genes have two transcripts 55 

(OBPX1 and OBPX2, VEG-VNO and VEG-RM, respectively), whereas SAL1 leads to a single 56 

transcript. In addition to their splicing variants, protein isoforms for these three OBP genes vary 57 

between tissues, and in the nasal mucus, around 9 protein isoforms have been previously identified 58 

for VEG, 7 for SAL and 12 for OBP (Nagnan- Le Meillour et al., 2014), due to post-translational 59 

modifications targeting the secreted proteins. Immunodetection with specific antibodies indicated 60 

that only OBP sensu stricto isoforms are modified by phosphorylation and O-linked-b-N-61 

acetylglucosaminylation (O-GlcNAcylation).  62 

If phosphorylation of proteins following the secretion pathway has recently been documented 63 

(Tagliabracci et al., 2015), few data report on O-GlcNAcylation of secreted proteins (Alfaro et al., 64 

2012). Indeed, typical glycosylation takes place in cellular compartments processing secreted 65 

proteins, such as the Endoplasmic Reticulum (ER) and Golgi apparatus (Schwartz and Aebi, 2011). It 66 

consists in the addition of complex glycan chains on asparagine (N-linked) or serine/threonine (O-67 

linked mucin type) residues, whereas O-GlcNAc moieties attached on nuclear and cytoplasmic 68 

proteins are not elongated to form complex glycans. Since its discovery (Torres and Hart, 1984), O-69 
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GlcNAcylation has been shown to regulate almost all intracellular functions by a dynamic interplay 70 

together with phosphorylation on the same S/T residues or on adjacent sites (for a full review see 71 

Hart and Akimoto, 2009). In the same way that nucleocytoplasmic glycosylation was absent from the 72 

Glycobiology dogma until its discovery, many publications also claimed that O-GlcNAcylation 73 

cannot occur within the secretion pathway. However, it was recently reported in Drosophila that EGF 74 

repeats of extracellular domains of Notch1 are O-GlcNAcylated by a newly identified 75 

glycosyltransferase, EOGT (EGF domain specific O-Linked N-acetylglucosamine transferase; 76 

Sakaidani et al., 2011), ER-resident and totally unrelated to its intracellular counterpart, OGT (O-77 

linked N-acetylglucosamine transferase). The new enzyme has – for obvious reasons - been named 78 

“EGF-domain specific O-GlcNAc transferase”, even if its substrate specificity has not been fully 79 

investigated. Although the EOGT gene is well conserved throughout evolution (Nagnan-Le Meillour 80 

et al., 2014), the role of extracellular O-GlcNAcylation in Mammals remains to be elucidated, despite 81 

identification of an increasing number of modified proteins (Alfaro et al., 2012; Hoffman et al., 82 

2012). A first opening on possible roles of this process is the report of a mutation in the EOGT gene 83 

associated with a phenotype of Adams-Oliver syndrome, a human congenital disorder (Shaheen et 84 

al., 2013). In pigs, the odorant binding properties of OBP (sensu stricto) isoforms seem to be driven 85 

at least by phosphorylation (Brimau et al., 2010) and we hypothesize that O-GlcNAcylation patterns 86 

could have a similar function. Before initiating functional assays, we need to identify OBP O-87 

GlcNAcylation by high-resolution mass spectrometry. In this paper we report on the identification of 88 

phosphorylation and O-GlcNAcylation of OBP (sensu stricto) peptides, by nanoLC-nanoESI-HCD-89 

MS/MS-Orbitrap from 2-DE spots of total pig olfactory secretome. 90 

2 Materials and methods 91 

2.1 Animals and Tissues 92 
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Animals (Large White Sus scrofa) were bred at the experimental farm of INRA (UEPAO, Nouzilly, 93 

France). Individuals coming from the same offspring (brothers) were slaughtered by a licensed 94 

butcher at UEPAO slaughterhouse (authorization # A37801 E37-175-2) in agreement with EU 95 

directives about animal welfare. Two adult males were used in this study (300014 - M14 and 300039 96 

- M39). Respiratory mucosa was collected immediately after death from each animal and stored in 97 

tubes at -80°C before protein extraction. 98 

2.2 Protein extraction  99 

Proteins were extracted from pig tissues by phase partition using chloroform/methanol (v/v, 2/1) on 100 

ice. After soft grinding in this solution, samples were centrifuged (15,000 g for 15 min at 4 °C) and 101 

the methanol phase was collected and evaporated in a Speed-Vac concentrator (Eppendorf). Dried 102 

samples were stored at -20°C. Aliquots representing 1/250 and 1/500 of each tissue were tested by 103 

native-PAGE as already described (Guiraudie et al., 2003) and compared with an abacus previously 104 

obtained with recombinant porcine OBP (Brimau et al., 2010) in order to estimate the quantity of 105 

proteins in each tissue for the standardization of sample loading in 2-DE.  106 

2.3 Two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) 107 

All chemicals and reagents were from Sigma-Aldrich. Each sample (M14 and M39) was divided into 108 

six identical aliquots for Coomassie-blue staining, immunodetection with anti-OBP, anti-VEG, anti-109 

SAL, anti-phosphoS/Y/T, and anti-O-GlcNAc CTD110.6. For the first separation in IEF (isoelectric 110 

focalization), each aliquot of dried proteins (15 µg) representing 1/6 of each sample (M14 and M39) 111 

was solubilized in 150 µL of rehydration buffer [8 M urea, 2 M thiourea, 2% (w/v) CHAPS, 10 mM 112 

dithiothreitol (DTT), 1.2% (v/v) IPG (immobilized pH gradient) buffer (pH 3-5.6, GE Healthcare) 113 

and bromophenol blue]. After vigorous shaking, proteins were loaded onto 7-cm IPG strip (non linear 114 

pH 3-5.6, GE Healthcare) by overnight passive rehydration at room temperature (RT). The first 115 
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dimensional IEF was carried out on a PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad) using the following program: 116 

300 V for 30 min, 1000 V for 1 h, 5000 V for 2 h and 500 V for 3 h, with a current limited to 50 117 

µA/gel. All steps were performed at rapid ramped-voltage. When IEF was complete (10,000 V.h 118 

final), strips were incubated twice for 15 min in the equilibration buffer [375 mM tris-HCl pH 8.8, 6 119 

M urea, 2% (w/v) SDS (sodium dodecyl sulfate) and 30% (v/v) glycerol] containing first 1.5% (w/v) 120 

DTT then 2% (w/v) iodoacetamide. The second dimension separation was performed using 16.8% 121 

SDS-PAGE. The 12 gels were run at the same time in Criterion® Dodeca™ Cell (Bio-Rad) to 122 

minimize differences in migration in order to superimpose the scanned images with ImageJ® 123 

software.  124 

2.4 Staining and western-blot  125 

After 2-DE, gels were either stained with colloidal Coomassie blue R solution (12% trichloroacetic 126 

acid, 5% ethanolic solution of 0.035% Serva blue R-250), or transferred onto nitrocellulose 127 

membrane (Hybond C-Extra, GE Healthcare) for PTM characterization, or PVDF membranes 128 

(Immobilon P, Millipore) for primary sequence characterization. For immunodetection of O-GlcNAc 129 

modified proteins, we used the Thermo Scientific Pierce “O-GlcNAc western-blot detection kit”, 130 

following manufacturer’s instructions. For other immunodetections, membranes were blocked 131 

overnight at 4°C either in 5% (w/v) non-fat dry milk in tris-buffered saline-0.05% tween-20 (TBS-T) 132 

for probing with polyclonal antibodies (anti-OBP, anti-SAL and anti-VEG) or in 3% bovine serum 133 

albumin (BSA) for probing with anti-phosphoserine/threonine/tyrosine monoclonal antibodies 134 

(SPM101 Mab, Fisher Scientific). Membranes were then incubated with antibodies in PBS-T 135 

overnight at 4°C [CTD110.6 of the kit mentioned above, Thermo Scientific Pierce, 1:5,000] or TBS-136 

T 1 h at room temperature (RT) [SPM101, 1:500; Anti-OBP, 1:50,000; Anti-VEG, 1:5,000; Anti-137 

SAL, 1:10,000]. After six washes in PBS-T or TBS-T, membranes were incubated 1 h at RT with the 138 

appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody [anti-mouse IgM-HRP for 139 
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CTD110.6, 1:10,000; anti-rabbit IgG-HRP for polyclonal antibodies, 1:30,000; anti-mouse IgG-HRP 140 

for SPM101 (all secondary antibodies were from Fisher Scientific)]. After 6 final washes in PBS-T or 141 

TBS-T, blots were developed using enhanced chemiluminescence (ECL Plus and ECL Prime 142 

reagents, GE Healthcare; Super-Signal™ West Dura, Fisher Scientific). Scanned images of stained 143 

gels and blots were merged using Image J software. 144 

2.5 Digestion of protein spots 145 

Spots of interest were excised from the Coomassie-stained gels and rinsed with a mixture of ACN 146 

50%/50 mM ammonium bicarbonate (v/v), then dehydrated with ACN (acetonitrile). The gel slices 147 

were subjected to reduction of disulfide bonds by 10 mM DTT at 45 °C for 1 h. Alkylation step was 148 

then performed with 50 mM iodoacetamide for 1 hour at room temperature in dark. Before trypsin 149 

digestion, the gel slices were washed with 50 mM ammonium bicarbonate and dehydrated with ACN. 150 

Gel slices were then incubated overnight with 100 ng of trypsin in 50 mM ammonium bicarbonate 151 

(Trypsin Gold; Promega) at 37 °C. Peptides were extracted by two incubations in formic acid 152 

10%/ACN at 30°C for 15 min, then in formic acid 5%/ACN at RT for 15 min. Supernatants were 153 

pooled and dried in Speed-Vac concentrator (Eppendorf). 154 

2.6 Mass spectrometry (MS) analysis  155 

A nanoflow liquid chromatography (LC) instrument (nanoLC U3000 RSLC, Thermo Fisher 156 

Scientific) was coupled on-line to a Q Exactive plus (Orbitrap, Thermo Scientific) with a 157 

nanoelectrospray ion source (nanoLC-nanoESI). Peptides were resuspended in 10 µL of nano-HPLC 158 

buffer A (5% ACN/0.1% formic acid) and 1 µL (corresponding to 200 ng of proteins) was loaded 159 

onto the pre-concentration trap (Thermo Scientific, Acclaim PepMap100 C18, 5 µm, 300 µm i.d × 5 160 

mm) using partial loop injection, for 5 min at a flow rate of 10 µL.min-1 with buffer A, then 161 

separated on column (Acclaim PepMap100 C18, 3 µm, 75 mm i.d. × 500 mm) with a linear gradient 162 
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of 5–50% buffer B (75% ACN/0.1% formic acid) at a flow rate of 250 nL.min
-1

 and 45 °C. The total 163 

time for a LC MS/MS (tandem mass spectrometry) run was about 240 min long and each sample was 164 

injected three times. 165 

MS data were acquired on Q Exactive plus using a data-dependent top 20 method dynamically 166 

choosing the most abundant precursor ions from the survey scan (400–1600 m/z) for HCD 167 

fragmentation (High-energy Collision Dissociation). Dynamic exclusion duration was 60 s. Isolation 168 

of precursors was performed with a 1.6 m/z window and MS/MS scans were acquired with a starting 169 

mass of 80 m/z. Survey scans were acquired at a resolution of 70,000 at m/z 400 (AGC set to 1 106 170 

ions with a maximum fill time of 120 ms). Resolution for HCD spectra was set to 35,500 at m/z 200 171 

(AGC set to 5.105 ions with a maximum fill time of 180 ms). Normalized collision energy was 28 172 

eV. The underfill ratio, which specifies the minimum percentage of the target value likely to be 173 

reached at maximum fill time, was defined as 0.3%. The instrument was run with peptide recognition 174 

mode (i.e. from 2 to 8 charges), exclusion of singly charged and of unassigned precursor ions 175 

enabled. The acquired raw files were analyzed with PEAKS 7 studio software (Bioinformatics 176 

Solutions Inc., Waterloo, Canada) using a custom-made OBP database (Table 1). The full sequences 177 

and details are provided in Supplementary data 1.The peptide mass tolerance was set to 10 ppm and 178 

0.01 Da for MS/MS. Variable modifications included were as follows: Oxidation of M, Y, H, 179 

deamidation of N, Q, carbamidomethylation of C, phosphorylation of Y, S, T, pyro-G, and O-N-180 

acetylhexosaminylation of S, T. For high-confidence peptide identification a FDR (False Discover 181 

Rate) of 1% and a minimum of 2 ranked peptides were used for peptide filtering. 182 

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange Consortium 183 

via the PRIDE (Vizcaino et al., 2016) partner repository with the dataset identifier PXD007955. 184 

3 Results  185 
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3.1 Identification of OBP-, VEG-, and SAL- isoforms contained in 2-DE spots by western-blot 186 

with specific antibodies 187 

With the extraction method used in this study, only secreted proteins (OBP sensu stricto, VEG, and 188 

SAL) of the nasal mucus were extracted and, as revealed by 2-DE, compose the pig olfactory 189 

secretome. Coomassie-blue staining revealed similar profiles for the two male secretomes (Figure 1 190 

and Figure 2A, 2E). The distribution pattern shows that OBP (Figure 2B, 2F), VEG (Figure 2C, 2G), 191 

and SAL (Figure 2D, 2H) isoforms segregate into 3 well-separated groups with no apparent 192 

overlapping. SAL isoforms are not visible with Coomassie-blue staining (Figure 2A, 2E), but are 193 

well labeled by specific antibodies (Figure 2D, 2H). Western-blot with anti-O-GlcNAc and anti-194 

phosphoS/Y/T labeling co-localized only with OBP sensu stricto-containing spots (Figure 3A-C and 195 

3B-D, respectively) in both samples. From the Coomassie-stained gel of M14 sample, 42 spots were 196 

cut (Figure 4) and analyzed by nanoLC-nanoESI-HCD-MS/MS-Orbitrap. 197 

3.2 Characterization of OBP-, VEG-, and SAL-isoforms from 2-DE spots by nanoLC-198 

nanoESI-HCD-MS/MS-Orbitrap 199 

Raw files were analyzed by PEAKS software using the custom-made OBP database (Table 1) and 200 

resulting data are given in Supplementary Table S1. PEAKS software considers as relevant those 201 

identifications with score higher than 67. A few identifications were below this score (in peaks 32, 202 

34, 37, and 41) and correspond to spots of faint intensity. Nonetheless, accurate identification does 203 

not depend on spot intensity. For example in spot 1, the OBP sequence is covered at 52% (PEAKS 204 

score of 307.18, 13 peptides) although spot 38 displaying the same intensity gave only 8% of 205 

sequence coverage (PEAKS score 67.14, 1 peptide). OBP was characterized in all spots, except spot 206 

6 that contains only a VEG peptide. OBP is alone in spots 1-5, 7-12, 15-19, 21-23, and 38-42. OBP is 207 

present with VEG in spots 13, 14, 20, 24-25, 27-37, and with SAL in spot 26. Other SAL isoforms, 208 
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labeled with anti-SAL antibodies were not visible with Coomassie blue staining and were not 209 

analyzed. Data from spot 11 displayed the best PEAKS score (603.29) with 285 peptides and 93% of 210 

sequence coverage for the four OBP isoforms (X1A, X1J, X2A, X2J). Peptides from OBPX2 were 211 

only retrieved in spots 9 and 11. This analysis did not allow reconstruction of the isoform sequences 212 

due to the complexity remaining in each spot, despite the resolution of 2-DE separation. 213 

3.3 PTM characterization by nanoLC-nanoESI-HCD-MS/MS-Orbitrap 214 

Analysis by PEAKS software of the 30617 peptide spectra of spot n°11 revealed PTMs along almost 215 

all the OBP sequence. After a rapid spectrum screening, only spectra with a PEAKS score above 67 216 

were kept in order to focus on relevant identifications. This allowed identification of 4 OBP peptides 217 

(Table 2) modified by phosphorylation (+79.9797) or hexNAcylation (+203.0794). Spectrum 218 

n°20288 also revealed an aspartate hydroxylation, a rarely described PTM known as β-219 

hydroxyaspartate, which remains intact and observable under precise conditions of hydrolysis 220 

(Castellino et al., 2008). Its role appears to inhibit fucosylation of adjacent threonine (Harris et al., 221 

1992). In all cases, we were unable to precisely assign these PTMs to a particular amino acid, due to 222 

the fragmentation method and the number of potential sites on each peptide. However, 223 

phosphorylation and hexNAcylation revealed by spectra n°13801 and 28697, respectively, modify 224 

peptides of OBPX1 isoform only (see isoform sequences in Supplementary data S1). Considering 225 

that no PTMs were found on peptides in this region without the specific OBPX1 peptide sequence 226 

NYAGNN, phosphorylation and hexNAcylation are potentially localized on the Y82 residue even if 227 

tyrosine glycosylation is rarely described (Jank et al., 2015).  228 

The raw data of these four MS/MS spectra (Figure 5) and their corresponding MS spectra 229 

(Figure 6) were analyzed (Table 3) in order to confirm the conclusions of the PEAKS approach. The 230 

manual assignment of each MS/MS spectrum peak led us to the same peptide identification. The 231 

most intense peak in spectrum n°27502 (m/z = 1012.002, Δm = 0.6 ppm) corresponds to the presence 232 
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of the naked peptide, resulting from the first fragmentation of the parent ion, given that PTM are 233 

readily removed by HCD. When the HCD energy is too high, the naked peptide is fragmented just 234 

after loosing PTM, leaving no time to detect it, which explains its absence in the other spectra. 235 

However, neither PEAKS nor manual analysis were able to attribute all peaks. This could be 236 

explained by ions of the same mass in mixtures as supported by the distributions of parent ions 237 

isotopes (Figure 6). Indeed, experimental isotopic distributions of parent ions showed some 238 

differences with respect to the theoretical ones. For each supposed PTM, the difference between the 239 

parent ions experimental mass and the theoretical mass of the corresponding naked peptide was 240 

calculated. Results showed mass differences close to the theoretical mass of PTM (Phosphorylation: 241 

+79.9797; HexNAcylation: +203.0794). Furthermore, in each case the mass accuracy of the modified 242 

parent ion signal is below 10 ppm, providing strong evidence of its supposed PTM. Finally, the 243 

intensity of each modified parent ion was compared to the intensity of the corresponding unmodified 244 

peptide to determine a PTM-modified peptides ratio. This ratio is very low in each case and far from 245 

the predicted average of 10% for phosphorylation (Ma and Hart, 2014). Indeed, these PTMs are 246 

extremely labile, making their investigation very hard in real-world samples, due to losses during 247 

sample treatment and the limited quantities of material available. In the case of OBP, there is also 248 

probably strong ion suppression for detecting modified peptides in the presence of naked peptides, 249 

which are much more abundant (Wang et al., 2010).  250 

 251 

4 Discussion 252 

We have shown in a previous work (Nagnan-Le Meillour et al., 2014) that around 30 OBP-, VEG- 253 

and SAL- isoforms compose the pig olfactory secretome. Among them, only OBP sensu stricto 254 

isoforms were labeled with specific antibodies raised against phosphorylation and O-GlcNAcylation. 255 

These two types of PTM, although unusual for secreted proteins, could be involved in odorant and 256 
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pheromone binding specificity of OBP isoforms. To better understand how PTM could drive OBP 257 

binding properties, it is necessary to identify PTM sites and patterns. Indeed, identification by using 258 

antibodies raised some concerns because CTD110.6, although specific to O-GlcNAc moieties, 259 

recognize a large range of modified proteins (Tashima and Stanley, 2014). In particular, they can 260 

bind to terminal b-GlcNAc on complex N-glycans, but with careful controls, they can be used to 261 

detect proteins processed in the secretory pathway that are modified by O-GlcNAc. Several 262 

arguments strongly support that OBP labeling obtained here is specific: i) The same OBP isoforms 263 

were recognized by both RL2 and CTD110.6 (Nagnan-Le Meillour et al., 2014) and there is no 264 

specificity concern for RL2. ii) In the pig olfactory secretome, only SAL bears N-glycan chains on 265 

N53 (Loëbel et al., 2000; Scaloni et al., 2001), whereas OBP and VEG do not (Scaloni et al., 2001; 266 

Paolini et al., 1998). In this study, only one SAL isoform was detectable with Coomassie blue 267 

staining (spot 26), but was not labeled by CTD 110.6. iii) False positive would not be possible in the 268 

case of OBP, which is neither N-glycosylated nor O-glycosylated (mucin type). 269 

The MS analysis described here confirmed that only OBP sensu stricto is modified by both 270 

phosphorylation and O-GlcNAcylation, on the same peptides. If BEMAD method already assessed 271 

OBP phosphorylation (Brimau et al., 2010), this is the first time that OBP O-GlcNAcylation is 272 

confirmed by mass spectrometry. 273 

The identification of PTM was derived from PEAKS data, but assigned and controlled 274 

manually on MS/MS spectra. Only spot 11 provided enough material to identify PTM without 275 

ambiguity. For each peptide, several sites are potentially modified. For sequence 121-137, two 276 

threonines (T122 and T136) could be phosphorylated and/or hexNAcylated (Table 2). These two 277 

sites were previously identified for phosphorylation by using the BEMAD method (Brimau et al., 278 

2010), T122 in recombinant OBP produced by CHO cells, and T136 in recombinant OBP produced 279 

by the yeast Pichia pastoris. The peptide of sequence 73-87 could be modified at three positions, 280 
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T77, Y78, Y82 (Table 2), all 3 potentially modified when using BEMAD (Brimau et al., 2010). In 281 

this previous paper, the results of BEMAD were misinterpreted concerning the phosphorylation of 282 

Y78 and Y82, because the cycle of tyrosine cannot be opened by beta-elimination. The MS analysis 283 

conducted here does not bring any additional information about site assignment. Concerning 284 

hexNAcylation, this is the first time that such a modification is assessed by mass spectrometry on 285 

OBP peptides, confirming the data obtained by 2-DE and labeling with specific antibodies. In the 286 

sequence 60-87, three amino acids, S67, T71 and T77 could bear a GlcNAc moiety (Table 2). We 287 

cannot totally exclude that Y78 and Y82 could also be modified even if intracellular O-288 

GlcNAcylation is assumed to only occur on serine and threonine. Indeed, Jank et al. (2015) reported 289 

the transfer of UDP-GlcNAc onto tyrosine by a new bacterial glycosyltransferase involved in the 290 

pathogenicity of Yersinia species. The O-GlcNAcylation of secreted proteins is new and not well 291 

understood, and the function of EOGT has not been investigated in mammals, but could differ from 292 

that of OGT, the intracellular enzyme. Indeed, there is no consensus sequence described until now, 293 

which could predict the nature of amino acid residues targeted by this PTM. The hypothesis of 294 

tyrosine O-GlcNAcylation should be kept in mind for further studies.  295 

It is remarkable that the same peptides were identified as modified by either phosphorylation 296 

or hexNAcylation, and particularly on the sole peptide that differs between the products of the two 297 

splicing variants (OBPX1 
81

NYAGNNK
87

 and OBPX2 
81

NCNNK
85

). Only the peptide specific to the 298 

OBPX1 isoform was identified as modified by both PTM. The fact that the same peptides could be 299 

modified by phosphorylation and O-GlcNAcylation raises questions about the possibility of a 300 

phospho/GlcNAc balance on extracellular proteins, as well as on nuclear and cytoplasmic ones. But 301 

to date, no ER-resident or extracellular counterpart of O-GlcNAcase, the enzyme that removes 302 

GlcNAc residues from intracellular modified proteins (OGA), has been identified. There is another 303 

hypothesis that does not involve an OGA-like enzyme. In this scenario, OBP could be modified in 304 

the ER, secreted in the extracellular compartment, and internalized after binding with an odorant 305 
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and/or olfactory receptor, this latter event being evidenced by Strotmann and Breer (2011) in the 306 

mouse sustentacular cells of olfactory epithelium. This scheme fits well with the rapid turnover of 307 

OBPs described in the nasal mucus. If secreted together, phosphorylated and O-GlcNAcylated OBP 308 

isoforms could have different binding properties towards ligands, extending their binding repertoire, 309 

thereby supporting an active role of OBPs in odorant discrimination. 310 

  Functional studies (binding assays) are needed to address this question. However, before 311 

realizing site-directed mutagenesis for this purpose, it is necessary to identify O-GlcNAc sites and 312 

this remains a challenging task, especially when several amino acids of the same peptide could be 313 

modified. Indeed, the study of native proteins in complex mixture could explain why we did not find 314 

the oxonium ions (204.08) for HexNAcylation, typical of the HCD method (Zhao et al., 2011). These 315 

ions are usually detected in glycoprotein samples enriched in O-GlcNAcylated peptides (Toghi 316 

Eshghi et al., 2016) or exclusively composed of synthetic O-GlcNAcylated peptides (Chalkley and 317 

Burlingame, 2001; Malaker et al., 2017). In this study, identification of modified peptides was made 318 

by a manual assignment approach instead of using software as it is done in almost all PTM 319 

identification/localization papers. PEAKS software is useful to decrease the spectra number to a few 320 

spectra of interest, but should mostly be used as a first approach of investigation. When ones looks 321 

carefully at most of the spectra attributed to phosphorylated/hexNAcylated peptides by PEAKS 322 

software, there is no obvious proof of such modifications according to the MS/MS spectrum as the 323 

modification is the first to be lost in the collision activated dissociation. We therefore recommend 324 

that the software should be best used to limit the essential manual assignment work to a reduced 325 

number of relevant spectra instead of using it blindly. ESI-ETD-MS/MS has been reported to be the 326 

only method able to confidently localize the modification sites (Alfaro et al., 2012; Ma and Hart, 327 

2014) because the energy of fragmentation is low and preserves the link between the protein and 328 

labile PTMs. But ETD (Electron Transfer Dissociation) is less sensitive than HCD and less useful for 329 
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complex mixtures than for single proteins. In the absence of an ETD-MS/MS, we were able to 330 

characterize four peptides modified by PTMs without any enrichment. The first step to have all 331 

proofs of hexNAcylation is to enrich our sample in modified peptides by the use of specific columns 332 

to observe oxonium ions with HCD fragmentation. However, HCD fragmentation removes PTMs in 333 

priority making their localization possible only if one S/T/Y residue is present on the characterized 334 

modified peptide. The second step could be the use of ETD fragmentation on modified peptides 335 

characterized with HCD fragmentation. However, ETD requires more modified peptides overall 336 

quantity than HCD, making enrichment a crucial step for our future studies. 337 

In conclusion, this work is the first step in PTM localization on OBP isoforms from a 338 

complex sample of whole secretome. It opens the way to molecular and cellular studies of this new 339 

metabolic pathway involved in olfaction. 340 
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9 Figure legends 432 

Figure 1: Two-dimensional electrophoresis of soluble proteins extracted from two pubertal male pigs 433 

M14 and M39. Merge of Coomassie-blue staining of M14 and M39 secretomes obtained by 2-DE. X-434 

axis: pI, Y-axis: molecular weight 435 

Figure 2: Identification of OBP, VEG, and SAL with specific antibodies in M14 (A-D) and M39 (E-436 

H)) secretomes. A) and E) Coomassie-blue staining. B) and F) Merge of Coomassie-blue staining 437 

(red) and western-blot with anti-OBP (green). C) and G) Merge of Coomassie-blue staining (red) and 438 

western-blot with anti-VEG (green). D) and H) Merge of Coomassie-blue staining (red) and western-439 

blot with anti-SAL (green). X-axis: pI, Y-axis: molecular weight 440 

Figure 3: Identification of potential phosphorylation and O-GlcNAcylation of M14 (A-B) and M39 441 

(C-D) protein spots. M14: (A,C) represent the merging of Coomassie-blue staining (red) and 442 

western-blot with anti-O-GlcNAc (CTD110.6, green) for individuals M14 and M39, respectively. 443 

(B,D) represent the merging of Coomassie-blue staining (red) and western-blot with anti-444 

phosphoS/Y/T (green) for M14 and M39, respectively. X-axis: pI, Y-axis: molecular weight 445 
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Figure 4: Map of M14 sample spotting (Coomassie blue staining) for nanoLC-nanoESI-HCD-446 

MS/MS-Orbitrap analysis. X-axis: pI, Y-axis: molecular weight. Numbering corresponds with data in 447 

Table S1. 448 

Figure 5: MS/MS spectra of modified peptides and the relevant fragments for their attribution. A) 449 

Spectrum n°27502. B) Spectrum n°13801. C) Spectrum n°28697. D) Spectrum n°20288. 450 

Figure 6: MS spectra of modified peptides and their theoretical isotopic distribution (in red). A) 451 

Spectrum n°27502. B) Spectrum n°13801. C) Spectrum n°28697. D) Spectrum n°20288. 452 

10 Tables 453 

Custom 

name 

Protein name Average 

mass (Da) 

Comments Accession number 

P81245 OBPX1J 17836 PAK C-terminal NCBI OBP X1 isoform 

GI/47523248 

P81246 OBPX1A 17647 PA C-terminal GI/3122574 

P81247 OBPX2J 17707 PAK C-terminal NCBI OBP X2 isoform 

GI/545883991 

P81248 OBPX2A 17519 PA C-terminal Derived from OBP X2 

isoform (no ref.) 

P53715 VEG VNO 17445 VNO variant GI/1718160 
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P53716 VEG RM 17461 RM variant GI/27657971 

F1SN92 SAL B 19902 B variant: V45-

I48-A73 

GI/21465464 

F1SN93 SAL A 19916 A variant: A45-

V48-V73 

GI/20178087 

Table 1: Custom-made OBP database used for characterization of 2-DE spots from M14 sample 454 

 455 

Spectrum 

 number 

Peptide 

PEAKS 

score 

PTM Potential Sites (underlined) 

27502 121-137 100.04 Phosphorylation 

GTDIEDQDLEKFKEVTR 

(T122, T136) 

13801 73-87 72.53 Phosphorylation 

QEGNTYDVNYAGNNK 

(T77, Y78, Y82) 

28697 60-87 80.45 HexNAcylation 

NGICEEFSLIGTKQEGNTYDVNY

AGNNK 

(S67, T71, T77, Y78? Y82?) 
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20288 122-137 71.84 

HexNAcylation  

Aspartate 

hydroxylation 

TDIEDQDLEKFKEVTR 

(T122, T136) 

Table 2: Identification of the peptides modified by phosphorylation and hexNAcylation: PEAKS 456 

analysis of PTMs in spot 11 from M14 sample 457 

 458 

Spectrum 

number 

Peptide 

Δm 

Parent 

(ppm) 

Δm 

(expm(parent)-

thm(naked 

peptide)) 

m/z with z = 1 

PTM 

Δm 

naked 

peptide 

(ppm) 

% 

modified 

peptide 

27502 121-137 4.1 79.9576 

Phosphorylation 

(+79.9797) 

0.6 0.17 

13801 73-87 2.3 79.9706 

Phosphorylation 

(+79.9797) 

/ 0.17 

28697 60-87 4.1 203.0658 

HexNAcylation 

(+203.0794) 

/ 2.45 
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20288 122-137 7.8 219.0864  

HexNAcylation 

Aspartate 

hydroxylation 

(+219,0788) 

 

/ 0.81 

Table 3: Manual analysis of PTMs raw data obtained for spot 11 from M14 sample 459 
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1 Supplementary Data 

Sequences used for the constructed database 

 

Porcine OBPs 

 

GI/47523248 (OBP X1 J) 

QEPQPEQDPF ELSGKWITSY IGSSDLEKIG ENAPFQVFMR SIEFDDKESK 

VYLNFFSKEN GICEEFSLIG TKQEGNTYDV NYAGNNKFVV SYASETALII 

SNINVDEEGD KTIMTGLLGK GTDIEDQDLE KFKEVTRENG IPEENIVNII 

ERDDCPAK 

 

GI/545883991 (OBP X2 J) 

QEPQPEQDPF ELSGKWITSY IGSSDLEKIG ENAPFQVFMR SIEFDDKESK  

VYLNFFSKEN GICEEFSLIG TKQEGNTYDV NCNNKFVVSY ASETALIISN  

INVDEEGDKT IMTGLLGKGT DIEDQDLEKF KEVTRENGIP EENIVNIIER  

DDCPAK  

 

 

 

GI/3122574 (OBP X1 A) 
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QEPQPEQDPF ELSGKWITSY IGSSDLEKIG ENAPFQVFMR SIEFDDKESK 

VYLNFFSKEN GICEEFSLIG TKQEGNTYDV NYAGNNKFVV SYASETALII 

SNINVDEEGD KTIMTGLLGK GTDIEDQDLE KFKEVTRENG IPEENIVNII 

ERDDCPA 

 

No reference, derived from GI/3122574 (OBP X2 A) 

QEPQPEQDPF ELSGKWITSY IGSSDLEKIG ENAPFQVFMR SIEFDDKESK  

VYLNFFSKEN GICEEFSLIG TKQEGNTYDV NCNNKFVVSY ASETALIISN  

INVDEEGDKT IMTGLLGKGT DIEDQDLEKF KEVTRENGIP EENIVNIIER  

DDCPA  

 

Porcine VEG 

 

GI/1718160 Vomeronasal Organ (VNO) variant 

QEFPAVGQPL QDLLGRWYLK AMTSDPEIPG KKPESVTPLI LKALEGGDLE 

AQITFLIDGQ CQDVTLVLKK TNQPFTFTAY DGKRVVYILP SKVKDHYILY 

CEGELDGQEV RMAKLVGRDP ENNPEALEEF KEVARAKGLN PDIVRPQQSE 

TCSPGGN 

 

GI/27657971 Respiratory Mucosa (RM) variant 

QEFPAVGQPL QDLLGRWYLK AMTSDPEIPG KKPESVTPLI LKALEGGDLE 

AQITFLIDGQ CQDVTLVLKK TNQPFTFTAY DGKRVVYILP SKVKDHYILY 

CEGELDGQEV RMAKLVGRDP ENNPEALEEF KEVARAKGLN LDIVRPQQSE 

TCSPGGN 

 

Salivary lipocalin, porcine SAL  

 

GI/20178087 A variant 

HKEAGQDVVT SNFDASKIAG EWYSILLASD AKENIEENGS MRVFAEHVRV 

LDNSSLAFKF QRKVNGECTD FYVVCDKVGD GVYTVAYYGE NKFRLLEVNY 

SDYVILHLVN VNGDKTFQLM EFYGRKPDVE PKLKDKFVEI CQQYGIIKEN 

IIDLTKIDRC FQLRGSGGVQ ESSAE 

 

GI/21465464 B variant 

HKEAGQDVVT SNFDASKIAG EWYSILLASD AKENIEENGS MRVFVEHIRV 

LDNSSLAFKF QRKVNGECTD FYAVCDKVGD GVYTVAYYGE NKFRLLEVNY 



 
3 

SDYVILHLVN VNGDKTFQLM EFYGRKPDVE PKLKDKFVEI CQQYGIIKEN 

IIDLTKIDRC FQLRGSGGVQ ESSAE 

 

2 Supplementary Tables 

2.1 Supplementary Table S1 

 

Spot number Primary Sequence PEAKS score N° Peptides % of covered sequence

1 OBP X1 307.18 13 52 

2 OBP X1 309.30 7 45 

3 OBP X1 491.48 20 63 

4 OBP X1 412.13 18 76 

5 OBP X1 309.79 6 45 

6 VEG 72.96 1 5 

7 OBP X1 364.82 18 63 

8 OBP X1 336.55 13 52 

9 OBP X1, X2 (A & J) 407.73 96 91 

11 OBP X1, X2 (A & J) 603.29 285 93 

12 OBP X1 (A & J) 514.93 79 79 

13 
OBP X1 (A & J) 450.35 62 85 

VEG  146.03 4 32 

14 
OBP X1 (A & J) 568.41 66 85 

VEG RM 170.70 2 21 

15 OBP X1 A 472.32 23 76 

16 OBP X1 503.24 29 73 

17 OBP X1 337.53 9 48 

18 OBP X1 424.24 25 82 

19 OBP 486.35 9 53 

20 
OBP X1 262.96 6 44 

VEG 100.26 2 17 

21 OBP X1 280.58 5 38 

23 OBP X1 531.07 32 82 

24 
OBP X1 433.10 34 82 

VEG  223.46 5 31 

25 
OBP X1 377.73 23 70 

VEG 206.18 4 29 

26 
OBP  235.24 6 43 

SAL 144.35 2 13 

27 
OBP X1 276.70 6 47 

VEG RM 532.43 24 24 

28 
OBP 194.33 3 25 

VEG RM 443.62 15 61 

29 
OBP 84.80 1 7 

VEG 195.30 3 20 

30 OBP 201.65 4 24 
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VEG RM 612.90 99 84 

31 
OBP 82.22 1 8 

VEG RM 694.63 73 76 

32 
OBP 46.25 1 8 

VEG 58.20 2 5 

33 
OBP 69.17 1 8 

VEG RM 345.47 18 61 

34 
OBP 61.52 1 8 

VEG RM 209.28 9 47 

35 
OBP 108.76 1 8 

VEG 75.02 1 5 

36 
OBP 78.64 1 8 

VEG RM 257.19 5 30 

37 
OBP 61.13 1 8 

VEG 64.52 1 5 

38 OBP 67.14 1 8 

39 OBP 287.86 9 40 

40 OBP 124.58 2 13 

41 OBP 65.39 1 8 

42 OBP 82.52 1 8 

 

Supplementary Table S1: Identification of primary sequences contained in 2DE spots from M14 

sample by ESI-HCD-MS/MS 

 



 



La spectrométrie de masse est une méthode d’analyse qui permet de travailler sur 

une large gamme d’échantillons. Elle est utilisée dans de nombreux domaines de recherche 

comme la chimie analytique, la protéomique, la lipidomique et la métabolomique… 

Dans un premier temps, mon travail s’est focalisé sur le développement d’une 

méthode indépendante d’analyse de données par spectrométrie de masse à transformée de 

Fourier bidimensionnelle. Pour augmenter la résolution en première dimension, une analyse 

FT-ICR 2D avec un échantillonnage non uniforme (NUS) a été développée. L’augmentation 

de la résolution dans la première dimension a permis l’obtention d’une haute résolution pour 

les ions précurseurs. La FT-ICR 2D a été utilisée avec succès pour l’analyse de 

triacylglycérols contenus dans du plasma mais aussi pour l’analyse d’échantillons 

archéologiques. 

Dans un second temps, une stratégie protéomique conjointe bottom-up et top-down a 

été appliquée à l’analyse d’échantillons archéologiques et paléontologiques à partir 

d’ossements ou de céramiques. Le développement d’une méthodologie bottom-up, a permis 

à partir d’ossements archéologiques d’espèces inconnues l’identification des protéines et 

leurs modifications chimiques. Ces ossements ont pu être attribués comme appartenant à 

Homo sapiens et l’absence de  substitution d’acide aminé établie. Une analyse top-down a 

été utilisée pour l’analyse d’échantillons archéologiques. Pour la première fois, une protéine 

(la caséine de lait) a été identifiée dans un échantillon archéologique d’amphore de l’époque 

de l’empereur Claude (1er siècle de notre ère) grâce la détection de grands fragments de 

caséine. 
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Mass spectrometry is a method of analysis which works on a wide range of sample 

types. It is used in many research fields such as analytical chemistry, proteomics, lipidomics 

and metabolomics... 

Firstly, my work was dedicated to the development of an independent data analysis 

methodology based on two-dimensional Fourier transform mass spectrometry. For increasing 

the resolution on the first dimension a 2D FT-ICR analysis with non-uniform sampling was 

developed. The resolution increase in the first dimension leading to high resolution for the 

precursor ions. The 2D FT-ICR has been successfully applied for the analysis of 

triacylglycerol contained on plasma and also for archaeological samples. This methodology 

led to 2D maps allowing a rapid classification of plants or animals samples. 

Secondly, a joint bottom-up and top-down proteomics strategy was applied for the 

analysis of archaeological and paleontological samples from bones or ceramics. The 

development of a bottom-up methodology, allowed the identification of proteins and their 

chemical modifications from archaeological bones. These bones have been attributed to 

Homo sapiens with no amino acid substitutions. The development of a top-down 

methodology was applied to the analysis of archaeological ceramic. For the first time, a 

protein (milk casein) was identified in an archaeological sample of an amphora from Claudius 

emperor era (1st century A.D) via the detection of large fragments of casein. This first 

application of the top down proteomics showed that new information can be provided such as 

the in situ molecular degradation. 

 

Keywords: 2D FT-ICR, archeology, paleontology, bottom-up proteomics, top-down 

proteomics 
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