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Couleur du nœud plus foncée avec le score 
d'interprétation croissant (paramètre Semi)
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Faut-il prendre en compte les semi-tryptiques dans la 

protéomique de la graine ?

L 'analyse protéomique par 
spectrométrie de masse conduit parfois 
à l'identification de peptides 
partiellement tryptiques lorsque 
l'enzyme protéolytique utilisée est la 
trypsine

Ces peptides dits semi-tryptiques 
peuvent avoir plusieurs origines :
● Fragmentation à l'interface de la 
source d'ionisation

●Mauvaise qualité de la trypsine
●Coupures terminales par des 
protéases endogènes de l'échantillon

La graine étant un organe de réserve, 
elle renferme de nombreuses protéases 
qui lui permettent de mobiliser ses 
réserves au moment de la germination

3 organismes ont été étudiés : Brachypodium distachyon (fraction albumine/globuline de la graine), cellules neutrophiles 
de souris et une micro-algue. Tous les échantillons ont été traités avec des anti-protéases avant d'être analysés par LC-
MS/MS (Orbitrap), dans les mêmes conditions.
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La distribution des scores d'interprétation est similaire entre les différents organismes étudiés et les semi-tryptiques ont 
en moyenne un mauvais score

 
➢ X!Tandem version « sledge hammer » 
(2013.09.01.1), paramètres par défaut 
en-dehors de la recherche des semi-
tryptiques et de la coupure 
enzymatique par la trypsine

➢Utilisation de Talend pour parser les 
sorties XML de X!tandem et classer les 
peptides en semi-tryptiques en 
l'absence de R ou K aux extrémités 
des séquences identifiées

➢ Annotation des peptides : S pour semi-
tryptique, T pour tryptique 

Recherche X!Tandem
% semi-tryptiques

Brachypodium Souris Micro-algue
Semi 61 32 32

Semi en « Refine » 18 19 18

Non Semi 2 1 1

Lorsqu'il  est  spécifié  au  programme  de 
rechercher  systématiquement  des 
peptides  semi-tryptiques  parmi  les 
candidats  possibles,  le  pourcentage 
obtenu  est  beaucoup  plus  important 
pour la graine
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Pour certaines protéines très abondantes comme Bradi1g13040.1, protéine de réserve de la graine, l'inclusion des peptides 
entre eux témoigne d'une dégradation progressive aux extrémités des longs peptides

Les semi-tryptiques identifiés avec le paramètre non-semi sont soit des peptides produits par l'acide formique, soit des peptides 
modifiés par l'acétylation de la méthionine en N-terminal.

Une ANOVA sur les peptides identifiés par les 
3  conditions  Semi,  Refine  et  Non Semi,    n'a 
pas  montré  d'effet  significatif  de  ces 
conditions.

Une pratique courante dans l'interprétation des 
spectres  par  X!Tandem  consiste  à  filtrer  les 
résultats  sur  un  seuil  de  p-value  variant  de 
0.05 à 0.01. 

A un seuil de 0.05, on réduit le pourcentage de 
semi-tryptiques  obtenus  sur  Brachypodium  à   
12  et  14 %  pour  les  paramètres  Refine  et 
Semi. 

Seulement  la  moitié  est  commune  aux  2 
conditions  (258  peptides).  Une  grande  partie 
de  ces  semi-tryptiques  communs  est  incluse 
dans  un  autre  semi-tryptique  ou  dans  un 
tryptique parent (215 peptides) 

Avec ou sans seuil sur la p-value, les différents paramètres de recherche des semi-tryptiques peuvent conduire à une 
interprétation différente des spectres acquis sur Brachypodium.

Semi Refine Non semi

Brachypodium

Souris

Micro algue

Distribution des hyperscores pour les peptides tryptiques et semi-tryptiques selon l'organisme et le 
paramètre semi du programme.

Nombre de peptides communs, sans seuil de p-value Nombre de peptides communs, avec seuil de p-value Nombre de protéines communes, avec seuil de p-value

Conclusion :

Dans  la  littérature,  il  n'existe  pas  de 
consensus  sur  la  prise  en  compte  des 
semi-tryptiques dans ce type d'analyse.

Pour  les  3  organismes  considérés, 
intégrer  les  semi-tryptiques  dans 
l'interprétation des spectres  renforce  la 
confiance  dans  l'interprétation  des 
spectres. 

La  proportion  de  61 %  de  semi-
tryptiques  dans  le  protéome  de 
Brachypodium  n'est  pas  encore 
complètement  élucidée.  Mais  la 
présence de semi-tryptiques n'explique 
pas  à  elle  seule  la  différence  du 
protéome  de  la  graine  par  rapport  à 
d'autres types d'échantillon.
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L'interprétation de ces semi-tryptiques inclus dans un 
autre peptide aurait  tendance à être plus  fiable que 
les  semi-tryptiques  « orphelins »,  par  de  meilleurs 
scores et p-values.

Les  semi-tryptiques  dont  la  séquence  est  incluse 
dans un autre peptide correspondent principalement  
aux protéines les plus abondantes de la graine. Mais 
les  protéines  abondantes  ne  sont  pas 
nécessairement  associées  à  de  nombreux  peptides 
semi-tryptiques

Avec  la  recherche  « Semi »  de  X!tandem,  les 
pourcentages de semi-tryptiques dont la séquence 
n'est pas incluse dans un autre peptide,  tryptique 
ou  non  et  identifié  dans  la  même  analyse,  sont  de 
95 %  pour  l'échantillon  de  graine  et  l'échantillon  de 
micro-algue, et de 99 % pour l'échantillon de souris.
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