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Parcours

v Master recherche informatique :
« Spécialité algorithmique et bioinformatique.

v Stage au sein de I'équipe OPAC (Optimisation
Parallele Coopérative) :

. Méthodes d’optimisation pour I'identification automatique de
protéines.

v These au sein de I'équipe OPAC :

v Méthodes d’optimisation pour la bioinformatique :
« Protéomique.
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" Plan

v L’identification a partir de spectres MS :
\ Par Peptide Mass Fingerprinting (PMF).

v Schéma global :
v Le processus de digestion.
v La simulation de spectres.
v Le scoring déeveloppé.

v Obijectifs des nouvelles approches.

v Conclusions et perspectives.
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@\ Exploitation des spectres MS

v Spectre (masse/charge) / intensité.
v Un spectre MS [ digestion d’une protéine.
v Un pic [ un peptide.
v Extraction pics mono isotopiques
\ liste de masses.

v ldentification avec les bases de donnees (BD) :

» Basee sur différent type de scores :
. Paramétrique [ scoring « brut ».
. Probabiliste [ tests d’hypothéses.
« « Méta » scoring.

v Indice de confiance (z-score, e-value).
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@ Difficultés : donnéees

v Présence de bruit :

v Due aux etapes en amont :
. Extraction des protéines.

. Séparation des protéines.

v Mauvaise calibration du spectrometre.

v Blais au moment de I’extraction des pics mono
Isotopiques.

13/06/06 J.C. BOISSON JBIP 2006



" Difficultés : exploitation des données

v Erreurs ou lacunes des BD.

v Cout de la simulation des processus biologiques.

v Suivi de I'évolution des technologies :
v Quantité de données a traiter.
v Compatibilité avec les technologies existantes.
v Ou spécifique a une technologie.

v Trouver de nouvelles approches ?
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@ Schema global

I Dige
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@ La digestion : principe

DEOIC) ORI OO
0 miss cleavage :

1 miss cleavage :

(e (ool =)o) {se){ro){(am) by
OO CROaORCI=0)
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@ La digestion : simulation

v Mise en place d’un algorithme itératif linéaire :

v Prise en compte des miss-cleavages.

v Indépendant de la grammaire de coupure de 'enzyme.

v Complexité avec n le nombre d’acides aminés, miss le
nombre de miss-cleavages et mle nombre de points
de coupes :

» Au pire : O(n?) (\ cas globalement impossible).
« En moyenne : O(n + miss * (m+1)) avec miss << m << n.
v Formalisation d’'une preuve du parcours complet
de l'arbre de digestion :
v Réponse aux attentes de biologiste.
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@ Parcours complet de I'arbre de digestion

Protein
with
n cleavage points (here 4)

PeptidB. | PepridC |—— PeptidD |——] PeptidE |

Peptides gained Only one possibility

for0 A | LB | [LC | LD | [E ]
miss—cleavage
Peptides gained 4 possibilities

for 1 | AB | CD | -+ A, B,C,DwithE
miss—cleavage | BC | | DE | (already computed for O miss—cleavage)
Peptides gained G possibilities : 3 with Z consecutive miss—cleavage + 3 without

forz | ABC | CDE | , AB,BC,CD, DE,
miss—cleavage A, B,C, D withE

& | =0 | {already computed for 1 miss—cleavage)

Peptides gained 4 possibilities : 2 with 3 consecutive miss—cleavage + 2 without

for3 | ABCD | ABC, BCD, CDE, AB, BC, CD, DE,

. g | e — | + A,B,C,D withE

Ll s {already computed for 2 miss—cleavage)
Peptides gained Only one possibility

for 4 | ABCDE |
miss—cleavage
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La digestion : difficulté

v Cas des modifications post-traductionnelles :
v Traitement supplementaire.

v Modifications fixes :
. Linéaire en temps et en espace.

v Modifications variables :
. N sites sur un peptide | 2N nouveaux peptides.
. Explosion de maniere exponentielle du nombre de peptides.
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@ AP

v ADP [ Automatic Digestion Process :
v Digestion sans limites pour les parametres.
v Indépendantes des grammaires des enzymes.
v Modifications post-traductionnelles fixes ou variables.

v Code source libre (licence CeCILL).
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@ Phase de digestion dans ASCQ_ME

v Heritee d’ADP.

v Version online :
v Limitation du nombre de miss cleavage (10).

v Limitation dans la configuration des modifications post-
traductionnelles.

v Version offline [ aucune limitation.

v Preuve de la complétude de I'arbre de digestion
disponible.
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@ Schema global

I
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@ Generation des spectres theoriques (1/2)

v Ex. :la distribution de CI..
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@ Generation des spectres theoriques (2/2)

v Pour chaque peptide \ formule chimique.

v Pour chaque formule chimique (CxHyOz...) :

v Pour chaque élément:
+ Distribution originel (ex: C,).
. Transformée de Fourier \ espace de Fourier.
. Mise a la puissance dans I'espace de Fourier :
Ex:C; [ C,.C;.Cy.Cy. C,
. Transformée de Fourier inverse | espace Euclidien.

. Addition de la distribution de chaque élément :
Ex: Cx+ Hy + Oz + ...

v Addition de chaque spectre peptidique.

v Fonction gaussienne pour ajuster la largeur des pics.
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@ Schema global

Calcul
Digestion distribution
Isotopique
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@ Scoring (maximisation)

\ Comparer un spectre expérimental et un spectre simulé.

. Spectre expérimental. M DYUL Liste de masses
v @Géneération des spectres théoriques:

v_Liste de peptides. IAAAAHBBBBHCCCC—DDDDHEEEE]|

v Calcul des distributions isotopiques. TK TK TK TXV TK

v Comparaison avec le spectre exp. A T AM K

v Score partiel pour chaque peptide. L EY Ay
v Score total: st [s2] [sa] (4] [s5],

v Selon la répartition des scores partiels.

v Selon les peptides absent du c6té T /W\/\ —)i(—T

simule.

Score total
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@ Version offline

v Application en lighe de commande.

v Utilisation d’un fichier de configuration.

v Toutes les données peuvent étre facilement
etendue :

v Grammaire des enzymes utilisables.
v Modification post-traductionnelles activables.

vV LI I |
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S Exemple d'un fichier de configuration

Original asaumtchor @0 Jean—Charles BOISSONM (Z2005)

Default configuration £file for AZICO HE
2ll the line with & '#' for first character as commeEntaries

this f£file i= splitted in different sections, all of them respect a
specific order (o don't change it)] and a sSemantic
for all the parameters, the style i=s:

parsmetar natme [(Sspace)l = [(space)] waluese or the key word DEFAULT

to change a wvalue, delete the key word DEFAULT and put @ walue
ex ! ¥You want to accord 1 missz—cleswvage =0 the line

MISS CLEAVAGE = DEFAULT 0O hecoms MISS CLEAVAGE = 1

to restore the old waluse, write MISS CLEAVAGE = DEFALAULT

R e S e i e S i

HARGHHRROOHRRRONARRRRRRRROHHRRBHEH

# Digestion =section

bofo g g3 8 33 333333 3333 5555333555333

H

# Give the number of miss-clevage allowed

# DEFALULT = 0O

MISS CLEAVAGE = DEFAULT

H

# Indicate if all the pozzible miss-cleavage hawvwe to he used
# in this case the parameters MISS CLEAVAGE isn't used

# DEFAULT = FALSE

FULL DIGEST = DEFAULT

H

# ITndicate the charge to add on peptid result of digestion
# i.e. give the chemical formala

# DEFALULT = H

FEPTID CHARGE = DEFAULT H
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Version online

v Enregistrement en tant qu'utilisateur.

v Configuration compléte via une interface
graphique.

v Signalisation de la fin de la requéte par mail.

v Visualisation des résultats :
v Meilleures proteines obtenues.
v Corrélation spectrale.
v Participation de chaque peptide dans le score.
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ASCQ-ME: capture d’écran

JD O ﬁ " https://wew.genopole-lilie.fr /logiciel/ascq_me/result.jsp?id=AGEBCC2CADL4B4 1 CFAZ49CBEF QY 9| @ ' &8 8
ASCQO Mu

Last Published: 03 /10/2006 15:38:50

Welcome

Download

Presentation —
Online version BRINT
Ascg Me Protein rank
« Versionh o 1.0 Protein 1 : uniprof_swissprot|PE2894|CYC_BOVYIN Cytochrome c.
Score and informations
CobtigUration Score ; 440484600.625001

Mazs 0 11565.020710

Bl Cendlel el le il Number of peptides @ 110

10 section Sequence
Spectra and Scaoring
section GDVEKGKEIFVOKCAICHTVEEGGKHETGPNLHGL FGRETGUAP GFSYTD ANENEGI TG
EETLMEVLENPEKYIFGTEMIFAGIEKEGERED LT AY LEEATNE
Generated files Protein 2 : uniprot_swissprot| Q28055 | ARP19_BOVIN cAMP-regulated
s %ML results phosphoprotein 19 (ARPP-19% [Contains: cAMP-regulated
s Peptides details phosphoprotein 16 {ARPP-163].
» Yizualisation data Protein 3 ! uniprot_swissprot| Q95179 | TYOBP_BOYIN TYRO protein

tyrosine kinase-binding protein precursor (DNAK- activation protein 123,
Protein 4 | uniprot swissprot| Q28029 | YATF BOVIN Yacuolar ATP

https:ffwww.penopole-lille.fr - Ascq_me spectra visualisation ...

Ll
Spectrum visualisation for protein 1 gl Significant peptides visualisation for protein 1
) 20.0
1.00 6 =
HS X
075
7 250 -
0.50 | 225
0.25 L 1= 20.0 -
IC 175
oD k lll Al L W | ) e
A 100 |
-0.50 5
-0.75 ]S- 5.0 -
-1.00 ] 2k
TEMO 4 nnn RRelsin] 4 Anin 1 FAEMA = nnn o AN > ERAN 2 TAN = nin 0. i an R kelal s an as an R Lla] L1 = = N
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Nouvelles approches : enjeux (1/2)

v Fournir des outils :
v Performants.
v Rapide.
v Pouvant évoluer.
v Créer des « meéeta » outils :
+ Combinant d’autres outils.

v Automatisant l'utilisation de differentes approches.
v Permettre a l'utilisateur une plus grande interactivite.

v Offrir des outils completement disponible a toute
la communauté (et pas forcément des « boites
noires »).
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' Nouvelles approches : enjeux (2/2)

v Face a la quantité de données :

v Méthodes dédiées [ réduction de I'espace de
recherche :
. Recherche de modifications post-traductionnelles.
. Recherche de motifs.

vV "

v Utilisation d’'une plus grande puissance de calcul [
garder I'espace de recherche \ « force brute » :
v Cluster de machines.

+ Notion de Girille.
Adapter les méthodes existantes.
Créer de nouvelles methodes dédiees au calcul sur grille.
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@ FT-MS instrument 9.4 Tesla, 2006

Codt 1.000.000 euos.'
Avec NANO-LC \ 1 Go de données / heure.

13/06/06 J.C. BOISSON JBIP 2006

25



Conclusion et perspectives (1/3)

v Version actuelle :
v Basée sur des spectres MALDI.

» Score en phase de test.

v Licence en cours de relecture avant de disposer des
sources completes en telechargement.

v Processus peu rapide.

v Pas de calcul réel de l'intensité.
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@ Conclusion et perspectives (2/3)

v Perspectives :
v Tests et adaptation aux autres types de spectres.

v Prise en compte des decalages dans la comparaison
des spectres.

v Parallélisation de I'application.
v Ajout d’un z-score (en cours de test).

v Calcul des vrais intensités dans la génération des
spectres.
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@ Conclusion et perspectives (3/3)

v Futures extensions possibles :
v Simulateur de spectres MS/MS :

\ Identification a partir de spectrométrie de masse en
tandem.

v Integration d’une approche par « de novo protein
sequencing »

\ Génération de séquence protéique a partir de
spectre MS et MS/MS.
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@ Questions ?

Merci de votre attention.
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@ Vers du « de novo protein sequencing »

v Mise au point d’'une méthode en 3 temps pour
séquencer une protéine :

. A partir de spectres MS et MS/MS.

v 3 etapes :

v Obtention des formules chimiques des peptides
experimentaux.

v Obtention des séquences peptidiques.

v Ordonnancement des peptides.
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@Comparaison globale (1/2)

PE dans BDs VPE PEN
PE Protéine Pas de
] inal
Spectre MS | Séquence Onginale résultats
trouvées Séquence non
. Sequence
Spectres PE OPrrio’Felne partielle
] ginale
MS/MS Séquence Séauence pour
(DNS+blast) trouvées 4 chaque
partiellement nentide
PE : protéine expéerimentale. BD : base de donnees.

VPE: protéine expérimentale [ variant d’'une protéine des BDs.
PEN: protéine expérimentale [ absentes des BDs.
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@ Comparaison globale (2/2)

PE dans BDs VPE PEN
PE Proteine Pas de
Spectre MS | Séquence originale résultats
trouvées Séquence non
. Segquence
Spectres PE Pr_o’Felne partielle
) originale
MS/MS Séquence Séauence pour
(DNS+blast) trouvées 4 chaque
partiellement nentide
, Sequence
Sequence . ,
Spectres . trouvee Séequence
trouvee . )
MS + MS/MS PE Proteine trouvée
originale

13/06/06
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Etape 1 : algorithme géenétique
Deja
implementé

Spectre MS

AG

Y

Formules chimique@

Peptides

_expérimentaux
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Etape 2 : intensification

Déja
implementé

Spectre MS

13/06/06

g Sequences
Peptides

~

En test

Spectres MS/MS

\_eXpérimentaux

J.C. BOISSON JBIP 2006
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) Etape 3 : ordonnancement

Deja £ tost
implémenté  En test n1es
Spectre MS Spectre MS/MS

Proteine
experimentale
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Algorithme génetique

- Sélection

\

Stop ? Recombinaison

Evaluation

Mutation

Remplacement

Initialisation

13/06/06 J.C. BOISSON JBIP 2006 37



Caracteristiques de I'approche

v Utilisation de méta heuristiques :
» 1¢re étape [ AG avec le scoring d’ASCQ-ME.
v 2°me gt 3°me gtape [ 2 autres méta heuristiques.

v Processus non deterministes.

v Quider la recherche.

v Necessité d’un grosse puissance de calcul :
. 1¢re étape | run > 2 jours en séquentiel.
. Utilité des grilles de calculs \ test sur Grid5000.
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