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TP : EXEMPLE DE TRAITEMENT DE 
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Galaxy Training Material : 
Mass spectrometry: LC-MS analysis

2



Principe

• Appréhender les principales étapes qui constituent un 
workflow d’analyse de données de métabolomique
non-ciblée

• Cas d’étude : échantillons d’urine humaine analysés par 
LC-MS

• Support de TP : Galaxy Training Material disponible sur 
le site du GTN (Galaxy Training Network) :
– https://galaxyproject.github.io/training-material/
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PREPROCESSING : XCMS
Première partie 
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Ce qu’on veut faire

Data matrix

Spectre de masse à chaque scan

Total Ion Chromatogram (TIC)

fichier mzXML

    <scan num="263"

          scanType="Full"

          centroided="1"

          msLevel="1"

          peaksCount="10453"

          polarity="+"

          retentionTime="PT215.853S"

          basePeakMz="180.089111"

          basePeakIntensity="1.2813312e07"

          totIonCurrent="7.1073584e07"

          msInstrumentID="1">

      <peaks compressionType="none"

             compressedLen="0"

             precision="64"

             byteOrder="network"

    </scan>
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Une solution libre et gratuite : XCMS

 R based software

 Free 

 A lot of parameters to tune 

 No graphical interface

 Need to write a R script



Première étape : extraire les pics

fichier mzXML

    <scan num="263"

          scanType="Full"

          centroided="1"

          msLevel="1"

          peaksCount="10453"

          polarity="+"

          retentionTime="PT215.853S"

          basePeakMz="180.089111"

          basePeakIntensity="1.2813312e07"

          totIonCurrent="7.1073584e07"

          msInstrumentID="1">

      <peaks compressionType="none"

             compressedLen="0"

             precision="64"

             byteOrder="network"

    </scan>

Où commence le pic ? Où s’arrête-t-il ? Qu’en est-il du bruit ?

Si on considère qu’il s’agit d’un pic, comment synthétiser les 

informations suivantes ?
- m/z

- temps de rétention (RT)

- intensité

Données scan par scan :

pour un échantillon

Tautenhahn R. BMC Bioinformatics 2008
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Exemple de l’algorithme CentWave

Exemple du paramètre « ppm »

Range of FWHM 

Noise level

Détecter et délimiter des régions d’intérêt (ROI : « region of interest »)

Exemple des paramètres 

« peakwidth » et « noise »

Quelle valeur d’intensité ?

 Hauteur du pic ?

 Intégration du pic 

(aire sous la 

courbe) ?

 Doit-on soustraire le 

bruit ?



Delta de m/z ? De RT ? Garde-t-on tous les pics même s’ils sont peu présents ? Etc.
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Deuxième étape : grouper les pics 

Grouper les 

pics par m/z

Pour chaque 

groupe de m/z, 

séparer par RT

Listes de pics par 

échantillons (listes 

indépendantes)

Attribuer un 

m/z et un RT 

de référence

pool1B1 pool1B2 pool1B3

mz rt int mz rt int mz rt int

196.0905 66.6 7810936 196.0910 66.7 11733921 196.0902 66.6 7933325

158.1180 67.4 71736 342.0310 69.0 74594 158.1173 67.4 82969

342.0308 67.6 202268 267.0581 65.5 260877 342.0308 21.3 2581

267.0581 65.5 282039 283.0318 65.2 424631 283.0320 65.3 357448

mz rt int mz rt int mz rt int

196.0905 66.6 7810936 196.0910 66.7 11733921 196.0902 66.6 7933325

158.1180 67.4 71736 342.0310 69.0 74594 158.1173 67.4 82969

342.0308 67.6 202268 267.0581 65.5 260877 342.0308 21.3 2581

267.0581 65.5 282039 283.0318 65.2 424631 283.0320 65.3 357448

mz rt int mz rt int mz rt int

196.0905 66.6 7810936 196.0910 66.7 11733921 196.0902 66.6 7933325

158.1180 67.4 71736 158.1173 67.4 82969

342.0308 21.3 2581

342.0308 67.6 202268 342.0310 69.0 74594

267.0581 65.5 282039 267.0581 65.5 260877

283.0318 65.2 424631 283.0320 65.3 357448

mz rt pool1B1 pool1B2 pool1B3

196.0905 66.6 7810936 11733921 7933325

158.1176 67.4 71736 82969

342.0308 21.3 2581

342.0309 68.3 202268 74594

267.0581 65.5 282039 260877

283.0319 65.2 424631 357448
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Exemple avec l’algorithme PeakDensity
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Etape facultative : aligner les RT des échantillons

Déviation de temps de rétention d’un échantillon à l’autre 

=> difficulté à regrouper les ions entre eux, en particulier de façon automatisée

Exemple de stratégie : « peakgroups »

- Identifier des « beaux » pics, qui vont 

servir de référence (« well-behaved

peaks »)

- Aligner les RT en fonction des déviations 

observées sur ces beaux pics

Quelles caractéristiques pour définir un « beau » pic ? Quelle méthode de 

régression pour corriger ? 

Une étape d’alignement de temps de rétention doit être suivie, de nouveau, par une étape de 

groupement de pics.
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Dernière étape : combler les NA

mz rt pool1B1 pool1B2 pool1B3

196.0905 66.6 7810936 11733921 7933325

158.1176 67.4 71736 82969

342.0308 21.3 2581

342.0309 68.3 202268 74594

267.0581 65.5 282039 260877

283.0319 65.2 424631 357448

Plusieurs raisons possibles à l’absence de valeur
 Pas de composé à l’origine dans l’échantillon

 Incapacité à détecter correctement le pic

 Pic non retenu lors de la première étape (trop faible intensité, forme du pic 

mauvaise…)

Idée : aller récupérer dans la donnée brute l’information contenue 

à l’emplacement du pic manquant
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TP Time !

Des problèmes lors des exercices de pré-requis : vous n’avez pas 

pu lancer avec succès l’étape 1.2 ?

Pas de panique ! Vous pouvez importer l’historique au lien qui suit 

qui contient les premières étapes qu’il vous manque :

https://workflow4metabolomics.usegalaxy.fr/u/peteram/h/dubiibackup1-1

Galaxy Training Material utilisé :

 https://galaxyproject.github.io/training-material/topics/metabolomics/tutorials/lcms/tutorial.html

TODO : Parties 1.3 à 1.9, puis 2. Ne pas faire les parties optionnelles.

https://workflow4metabolomics.usegalaxy.fr/u/peteram/h/dubiibackup1
https://galaxyproject.github.io/training-material/topics/metabolomics/tutorials/lcms/tutorial.html


DATA PROCESSING : 
VÉRIFIER, CORRIGER, FILTRER

Deuxième partie

13



14

Vérifier les données

Contraintes d’un jeu métabolomique parfois telles qu’on aimerait « vérifier » si 

globalement les données sont fortement impactées par certains aspects ou pas.

Étape intéressante en amont des analyses statistiques pour avoir une idée de 

ce à quoi on s’attaque.

 Calcul d’indicateurs (e.g. % de NA)

 Visualisation des données (e.g. Analyse en Composantes Principales)

 Détection d’outliers

 Détection d’effets analytiques

Cette étape de vérification débouche communément 

sur des étapes de correction ou de filtre des données
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Corriger les données : effets analytiques

LC-MS : dérive analytique et effet batch

ordre d’injection
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différentes séries (« batch ») d’analyse

chaque série a sa dérive intra-batch spécifique

Intensités comparables

Variation de la mesure d’un signal du 

fait de l’encrassement de la machine

Ce qu’il nous faut pour être en mesure de réaliser des analyses statistiques
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Corriger les données : effets analytiques

Exemple de méthode de correction de dérive analytique et d’effet batch

Méthode popularisée par Van Der Kloet

– La correction est effectuée pour chaque ion indépendamment

– Pour chaque ion :

• Une correction intra-batch est faite pour chaque batch indépendamment

– La dérive analytique est modélisée en utilisant des pools et leur ordre d’injection au sein de la série

– Chaque intensité d’échantillon est divisée par l’estimation de la dérive analytique correspondant au numéro 

d’injection de l’échantillon

– Les valeurs des échantillons sont ensuite multipliées par une valeur de référence (pour conserver l’échelle de 

valeur originale)

• L’effet inter-batch est de fait corrigé

Intensité du pool observée

Intensité de l’échantillon observée

y

Valeur estimée pour le numéro d’injection x

Courbe de régression du modèle de dérive analytique

valeur normalisée 

obtenue pour 

l’échantillon  de 

l’injection numéro x

valeur observée pour 

l’échantillon  de 

l’injection numéro x

valeur estimée de 

l’injection numéro x

valeur de 

référence

Pools = mélanges des 

échantillons de 

l’analyse, tous 

identiques, injectés à 

intervalles réguliers 

tout au long des séries

x
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Filtrer les données

• Les données extraites contiennent souvent plus de choses que 

ce qu’on souhaite exploiter

 Résidus de bruit

 Ions non informatifs

 Ions de maigre fiabilité

 …

• La table de données extraite possède des caractéristiques 

pénalisantes pour certains aspects des statistiques qui vont 

suivre

 Différents types de redondance dans les données

 Nombre important de variables par rapport au nombre de sujets

 …

Il est profitable de filtrer les données lorsque c’est possible et pertinent
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Filtrer les données : exemple du CV

• Pourquoi ?

Certains ions peuvent être trop bruités, ce qui donne une variabilité artificielle trop 

forte. 

• Comment ?

En exploitant les pools injectés et en calculant des coefficients de variation (CV) :

• En pratique :

Deux indicateurs intéressants :

 CV des pools : on s’attend à ce que les pools, qui sont biologiquement identiques, ne 

varient pas trop en intensité, par exemple qu’ils aient un CV < 0,3 pour que l’ion soit 

exploitable

 Rapport CV des pools sur CV des échantillons : on s’attend à ce que les pools soient 

moins variables que les échantillons, on peut donc par exemple fixer un rapport 

maximum « CV pools / CV échantillons » de 1 pour que l’ion soit exploité. 

𝐶𝑉𝑖 =
𝜎𝑖
𝜇𝑖

Où :
𝐶𝑉𝑖 = 𝑐𝑜𝑒𝑓𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡 𝑑𝑒 𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑙′𝑖𝑜𝑛 𝑖
𝜎𝑖 = é𝑐𝑎𝑟𝑡 − 𝑡𝑦𝑝𝑒 𝑑𝑒 𝑙′𝑖𝑜𝑛 𝑖
𝜇𝑖 = 𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 𝑑𝑒 𝑙′𝑖𝑜𝑛 𝑖
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TP Time !

Des problèmes lors du TP précédent et vous n’avez pas eu le 

temps d’arriver jusqu’au bout ?

Pas de panique ! Vous pouvez importer l’historique au lien qui suit 

qui contient les étapes qu’il vous manque pour commencer le 

prochain TP :

https://workflow4metabolomics.usegalaxy.fr/u/peteram/h/dubiibackup2-1

Rappel du Galaxy Training Material utilisé :

 https://galaxyproject.github.io/training-material/topics/metabolomics/tutorials/lcms/tutorial.html

TODO : Parties 3.1 à 3.3.

https://workflow4metabolomics.usegalaxy.fr/u/peteram/h/dubiibackup2-1
https://galaxyproject.github.io/training-material/topics/metabolomics/tutorials/lcms/tutorial.html


STATISTIQUES, ANNOTATION
Troisième partie
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Statistiques – pourquoi ?

 Grande quantité d’ions récoltés

Trop d’ions pour envisager de tous les identifier

 Volonté de se focaliser uniquement sur des ions dits d’intérêt

Sélectionner les ions en lien avec une question de recherche donnée pour 

concentrer les efforts d’identification sur ces seuls ions

 Idée

Confronter chaque ion récolté à une ou plusieurs variables d’intérêt

 Principe de base

Calcul d’indicateurs permettant une sélection de variables sur la base de 

critères définis en fonction des méthodes et des objectifs
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Statistiques – attentions particulières

nombre 

d’échantillons 

<< 

nombre de 

variables

forte colinéarité 

biologique ou 

technique

bruit

 Analyses univariées : 

correction de tests multiples

 Analyses multivariées : 

méthodes adaptées telles 

que la régression PLS
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Annotation – un processus complexe
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TP Time !

Des problèmes lors du TP précédent et vous n’avez pas eu le 

temps d’arriver jusqu’au bout ?

Pas de panique ! Vous pouvez importer l’historique au lien qui suit 

qui contient les étapes qu’il vous manque pour commencer le 

prochain TP :

https://workflow4metabolomics.usegalaxy.fr/u/peteram/h/dubiibackup3-1

Rappel du Galaxy Training Material utilisé :

 https://galaxyproject.github.io/training-material/topics/metabolomics/tutorials/lcms/tutorial.html

TODO : Parties 4 et 5.

https://workflow4metabolomics.usegalaxy.fr/u/peteram/h/dubiibackup3-1
https://galaxyproject.github.io/training-material/topics/metabolomics/tutorials/lcms/tutorial.html
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Pour aller plus loin

Open Course :

https://usemetabo.org/

HowTo :

https://workflow4metabolomics.org/howto

Rappel GTN training materials :

https://galaxyproject.github.io/training-material/


