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[ΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ ǎŞǉǳŜƴŎŞŜǎ Ŝƴ ƳƻŘŜ a{κa{ Υ ŘŜǎ 
difficultés encore non résolues. 

 
Dominique Tessier, groupe bioinformatique, plateforme BIBS 

Unité BIA, INRA centre Angers-Nantes 
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Le contexte 
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4 problématiques majeures en protéomique 
 
 Identification de protéines 
 
 Caractérisation de protéines 
 
 Quantification de protéines 
 
 /ƻƳǇŀǊŀƛǎƻƴ ŘΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴǎ 
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Analyse par spectrométrie de masse en mode MS/MS 
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E=1.4E-005 

E=0.016 

MGLVKDGADMEEGTLEIGMEYRTVSGVAGPLVILDKVKGPKYQEIVNIRLGDGTTRRGQVLEVDGEKAVVQVFEGTSGID
NKYTTVQFTGEVLKTPVSLDMLGRIFNGSGKPIDNGPPILPEAYLDISGSSINPSERTYPEEMIQTGISTIDVMNSIARGQKIP
LFSAAGLPHNEIAAQICRQAGLVKRLEKGKHAEGGGEDDNFAIVFAAMGVNMETAQFFKRDFEENGSMERVTLFLNLAN
DPTIERIITPRIALTTAEYLAYECGKHVLVILTDMSSYADALREVSAAREEVPGRRGYPGYMYTDLATIYERAGRIEGRTGSITQI
PILTMPNDDITHPTPDLTGYITEGQIYIDRQLHNRQIYPPINVLPSLSRLMKSAIGEGMTRRDHSDVSNQLYANYAIGKDVQ
AMKAVVGEEALSSEDLLYLEFLDKFERKFVAQGAYDTRNIFQSLDLAWTLLRIFPRELLHRIPAKTLDQFYSRDATH 

E=0.00037 

Spectres Peptides Protéines 

E=0.0033 
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LƴǘŜǊǇǊŞǘŀǘƛƻƴ Υ ǇŀǊ ŎƻƳǇŀǊŀƛǎƻƴΧ 

Protein  

Database 

éé.. 

NECFLSHK 

DDSPDLPK 

WVTFISLLLLFSSAYSR 

éé. 

Digestion in silico  

m/z 
Comparaison entre les 
spectres théoriques et les 
spectres expérimentaux 

..ou interprétation de novo 

Interprétation des écarts 
de masse entre les pics 
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Spectre S Peptide P 

Construction 
ŘΩǳƴ ǎǇŜŎǘǊŜ 
théorique 

Comparaison de spectres 

Spectre S 

de novo 
sequencing 

Peptide P 

Comparaison de séquences 
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Plan de la présentation 

Le contexte 
 

[ΩŀǎǎƻŎƛŀǘƛƻƴ ǎǇŜŎǘǊŜ-peptide par approche comparative (Peptide-Spectrum Match) 
 

[ΩŀǎǎƻŎƛŀǘƛƻƴ ǎǇŜŎǘǊŜ-peptide par approche de novo 
 
[ΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ 
 
La définition de « pipeline η ŘΩŀƴŀƭȅǎŜ 
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LŘŜƴǘƛŦƛŜǊ Ŝǘ ŎŀǊŀŎǘŞǊƛǎŜǊ ŘŜǎ ǇǊƻǘŞƛƴŜǎ Řǳ Ǉƻƛƴǘ ŘŜ ǾǳŜ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ 
bioinformatique 
 

Sélectionner une base de données susceptible de contenir les protéines 
cherchées.  
 
Comparer les propriétés des protéines cherchées avec les propriétés des 
protéines de la base de données ς les masses des peptides, les propriétés 
physico-ŎƘƛƳƛǉǳŜǎΣ ƭΩŜǎǇŝŎŜ  ŜǘŎΧΦ- 
 
Retenir les meilleures candidates 
 
Calculer les probabilités pour évaluer les chances que les protéines prédites 
soient les protéines réelles 
 
 



Comparaison de spectres: Shared peak count 

m/z 

Spectre théorique 

Spectre expérimental 

Une fonction de score 
évalue la similarité entre 
les 2 spectres 

a
b

u
n

d
a

n
c
e 

Mascot, X!Tandem, Sequesté. 
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Une analyse en spectrométrie de masse génère des milliers de spectres 

Des spectres très denses Des spectres peu informatifs 
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Mais aussi des spectres de bonne qualité: 

De nombreux spectres de bonne qualité ne sont pas interprétés. 
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[ΩƛƴǘŜǊǇǊŞǘŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǎǇŜŎǘǊŜǎ ŘŜ ƳŀǎǎŜ ǇƻǳǊ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ Ŝǘ ƭŀ ŎŀǊŀŎǘŞǊƛǎŀǘƛƻƴ 
des protéines reste un problème ouvert 

Qualscore Υ ƭƻƎƛŎƛŜƭ ŘΩŞǾŀƭǳŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ 
qualité des spectres 

Nesvizhskii, A.I., Roos, F.F., Grossmann, J., Vogelzang, M., Eddes, J.S., Gruissem, W., Baginsky, S. and Aebersold, R. (2006) Dynamic 
spectrum quality assessment and iterative computational analysis of shotgun proteomic data: toward more efficient identification 
of post-translational modifications, sequence polymorphisms, and novel peptides, Mol Cell Proteomics, 5, 652-670. 
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 . Echantillon de mauvaise qualité 
 . Bruit 
 . Précision de masse insuffisante 
 
 Φ 5Ŝǎ ŎƭƛǾŀƎŜǎ ǉǳƛ ƴŜ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘŜƴǘ Ǉŀǎ ŀǳȄ ŎƻǳǇǳǊŜǎ ŘŜ ƭΩŜƴȊȅƳŜ 
 . Du polymorphisme de séquence 
 . Des modifications post-traductionnelles 
 . Superposition de peptides 
 
 

Les raisons du faible taux de reconnaissance de spectres 

hƴ ŀƛƳŜǊŀƛǘ ōƛŜƴ ŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭŜ ǘŀǳȄ ŘΩƛƴǘŜǊǇǊŞǘŀǘƛƻƴ Η 



Atelier Prospectom - Les 29 et 30 Novembre-2012 15 

 
Quel est le coût réel des identifications erronées ?  
 
 => opportunités manquées  
 => du temps perdu à suivre de fausses pistes 
 
 => la pollution des BD avec des données fausses 
 => manque de confiance dans les données de protéomique 

hǳƛΣ ƳŀƛǎΧΧΧΧΧΧΦΦ 

White, F.M. (2011) The potential cost of high- throughput proteomics, Sci Signal, 4, pe8 
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CǊŀƎƳŜƴǘŀǘƛƻƴ ƛŘŞŀƭŜΧΧ 



Atelier Prospectom - Les 29 et 30 Novembre-2012 17 



Atelier Prospectom - Les 29 et 30 Novembre-2012 18 

FragmentationAnalyser: An open source tool to analyze MS/MS fragmentation data. H. Barsnes et. Al.. 
Proteomics 2010 

Analyse de la fragmentation de 856 identifications du peptide NH2-AGAEYVVESTGVFTTTDK-COOH ς 
 pics correspondants aux ions y et b (Orbitrap) 



Atelier Prospectom - Les 29 et 30 Novembre-2012 19 

Une assez grande variabilité des données générées 

b-ion ςH2O 
b-ion ςNH3 

y-ion ςH2O 
y-ion ςNH3 

a 
aςH2O 
a ςNH3 

 
 

bruit, 
contaminants 

п ǎǇŜŎǘǊŜǎ ƛǎǎǳǎ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ ŘΩǳƴ ƳşƳŜ ŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ ǊŜǇǊŞǎŜƴǘŀƴǘ ŘŜ ƳŀƴƛŝǊŜ ǎǶǊŜ ƭŜ ƳşƳŜ 
peptide EGEGVVVMLWK (60% des pics les plus intenses sont affichés, pvalue > 0.99) 
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Collections non redondantes de spectres obtenus par LC MS/MS  

26 589  Experiments 

11 380 511  Identified Proteins 

64 110 228  Identified Peptides 

5 528 099  Unique Peptides 

337 882 643  Spectra 

PRIDE Statistics ï Novembre 2012 
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