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14 Introduction générale et objectifs

De nombreux phénomènes naturels, parfois très subtils, restent encore in-
connus ou partiellement compris du fait de leur complexité. La digestion* des
aliments fait partie de ces processus naturels que les scientifiques tentent de
comprendre, par curiosité, mais également dans le but de maîtriser la mise à dis-
position des nutriments* que nous ingérons à notre organisme. Cette maitrise est
indispensable pour faire face aux enjeux actuels et s’adapter à un environnement
qui évolue. En effet, l’augmentation exponentielle de la population humaine au
cours des dernières décennies s’est accompagnée de l’industrialisation de la pro-
duction alimentaire et du changement des habitudes de consommation. Cela a
contribué au développement de « maladies de civilisation » telles que l’obésité,
le diabète entre autres, principalement dans les pays développés et émergents
(Clatici et al., 2018; X. Guo et al., 2018; Hu, 2011). Par ailleurs, de nombreux
pays en développement font face à d’énormes problèmes de sous-nutrition, en
particulier des carences énergétiques et protéiques* (Millward & Jackson, 2004).
Le développement d’aliments de qualité, optimisés et adaptés aux besoins nutri-
tionnels de chaque population est donc nécessaire face à ces enjeux majeurs. Cela
suppose que les aliments contiennent les nutriments requis en quantité adéquate,
mais aussi que ces nutriments soient biodisponibles*, c’est-à-dire libérés et ren-
dus accessibles à l’assimilation* par le corps humain au cours de la digestion. Or,
ces différentes étapes de la digestion ne sont pas encore totalement comprises,
malgré les nombreuses études (Fruton, 2002; Sensoy, 2021).

Le processus de digestion est resté un mystère jusqu’au XVIIIème siècle, telle
une boite noire*. À cette époque, plusieurs hypothèses existent pour expliquer
comment les aliments sont digérés. Certains scientifiques considéraient que c’était
un phénomène purement mécanique. En 1752, René-Antoine Ferchault de Réau-
mur a remis en cause cette théorie en mettant en évidence le phénomène chi-
mique de la digestion. Depuis, il a clairement été démontré que la digestion est
un processus en plusieurs étapes, dont les acteurs principaux sont les enzymes*
(Fruton, 2002). En effet, les enzymes digestives agissent successivement sur les
aliments afin de permettre l’assimilation des nutriments qui en résultent par
l’organisme. Par conséquent, pour comprendre la digestion, il est essentiel de sa-
voir comment les différentes enzymes fonctionnent. Un grand nombre d’enzymes
digestives sont sécrétées et chacune d’entre elles joue un rôle spécifique. Elles per-
mettent d’hydrolyser* les protéines*, les lipides* ou les glucides* des aliments afin
de libérer les « briques » élémentaires qui les constituent (acides aminés*, acides
gras* et sucres* respectivement) et qui sont assimilables par l’organisme. Bien
que l’amylase* salivaire agisse sur l’amidon* dès la phase orale, la plupart des
enzymes digestives sont libérées dans l’estomac et l’intestin grêle. Les protéases
notamment, responsables de l’hydrolyse des liaisons peptidiques* qui relient les
résidus d’acides aminés* constitutifs des protéines, agissent à partir de la phase
gastrique*.

La digestion des protéines suscite un intérêt particulier au vu de leur impor-
tance pour l’organisme. En effet, au-delà de fournir chez l’adulte 10 à 15% de
l’énergie dans le régime alimentaire des sociétés prospères, l’apport en protéines
est indispensable au maintien du métabolisme protéique* en apportant l’azote et
les acides aminés nécessaires. Cela inclut la croissance et l’équilibre des cellules*
riches en protéines (cellules des muscles, foie, intestins, reins . . .), mais également
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la production d’hormones* et d’enzymes (Hoffer, 2016; J. Zhao et al., 2019).
La pepsine est la principale protéase de la phase gastrique, et également

la première enzyme à agir sur les protéines après leur ingestion (Tang, 2004).
D’autres protéases vont par la suite agir au niveau intestinal, et souvent de
manière très spécifique. Par exemple, la trypsine* coupe systématiquement les
fragments protéiques après les résidus d’arginine* et de lysine (Bergmann et al.,
1939). À l’inverse, la pepsine est capable de couper les séquences protéiques à de
multiples endroits, libérant une grande variété de peptides* au cours de la phase
gastrique. A tel point que la pepsinolyse* est même jugée peu reproductible* par
certains auteurs (Ahn et al., 2013). La stochasticité de la pepsinolyse explique la
difficulté à définir clairement la spécificité* de la pepsine malgré de nombreuses
études sur le sujet (Fruton, 2002). Certaines liaisons peptidiques sont malgré tout
hydrolysées par la pepsine plus fréquemment que d’autres. Ainsi, définir la spé-
cificité de la pepsine vise à identifier les liaisons peptidiques les plus susceptibles
d’être hydrolysées par la pepsine et l’effet de l’environnement de ces liaisons sur
les lois probabilistes d’action de la pepsine.

Jusqu’à aujourd’hui, les études visant à définir la spécificité de la pepsine se
sont focalisées sur la nature des résidus d’acides aminés qui constituent la struc-
ture primaire* de la protéine substrat. Il a été démontré que la pepsine coupe des
di- ou tri-peptides synthétiques qui contiennent des résidus de tyrosine ou phé-
nylalanine (Baker, 1951; Fruton & Bergmann, 1939), mais la pepsine peut aussi
couper des liaisons peptidiques dans lesquelles ces deux acides aminés ne sont pas
impliqués (Sanger & Thompson, 1953; Sanger & Tuppy, 1951). Bovey et Yanari
ont également tenté de définir des règles concernant la spécificité de la pepsine
sur des peptides synthétiques, mais certaines de ces règles ne se vérifiaient plus
quand il s’agissait de polypeptides* ou de protéines complètes (Bovey & Yanari,
1960). Considérant ces résultats, Tang (1963) a proposé des tables de fréquences
de coupure selon la nature des résidus en amont et en aval des différents sites
de coupure de la pepsine. Dès lors, définir la spécificité de la pepsine consistait
à identifier les résidus d’acides aminés dont la présence à proximité d’une liai-
son peptidique facilite, ou au contraire défavorise son hydrolyse, et trois groupes
de résidus ont été distingués : les résidus « fortement susceptibles », les résidus
« susceptibles » et enfin ceux qui « empêchent l’action de la pepsine ». C’est à
partir de cette classification que Tang (1963) a émis l’hypothèse d’un site de
liaison* hydrophobe* de la pepsine, site qui ne serait pas impliqué dans le méca-
nisme d’hydrolyse en lui-même. Des études similaires ont été menées par d’autres
auteurs (Fruton, 1970; Hamuro et al., 2008; Palashoff, 2008), et la présence de
résidus d’acides aminés jugés « favorables », ou au contraire « défavorables », en
amont ou en aval d’une liaison peptidique, est considérée comme un indicateur
pour prédire son hydrolyse (Tonda et al., 2017). Cependant, la qualité de pré-
diction sur cette seule base n’est pas parfaite. En d’autres termes, les tables de
fréquence d’hydrolyse sont insuffisantes pour décrire dans toute leur complexité
les lois qui régissent l’action de la pepsine.

Parmi les paramètres susceptibles d’interférer sur l’action de la pepsine et
donc sur la digestion, la microstructure* des aliments semble jouer un rôle parti-
culier. Elle influence notamment la cinétique et l’étendue de l’hydrolyse des pro-
téines, ainsi que la libération de certains peptides (Dekkers et al., 2016; Nyemb



16 Introduction générale et objectifs

et al., 2014; Nyemb-Diop et al., 2016). À une échelle inférieure, on peut supposer
que l’activité de la pepsine est également modulée par les caractéristiques struc-
turelles des protéines, en relation avec l’accès plus ou moins facile de l’enzyme
aux liaisons peptidiques. De plus, dans les conditions acides de l’estomac, cer-
taines parties exposées de la pepsine sont supposée être chargées positivement
(Grahame et al., 2020), alors que la pepsine est globalement chargée négative-
ment (Andreeva & James, 1991). Les différences de charge entre la pepsine et ses
substrats protéiques, mais également les variations de charge d’une zone à l’autre
de la pepsine et/ou de ses substrats, pourraient donc influencer l’action de la pep-
sine. Des hypothèses similaires peuvent être formulées concernant l’hydrophobie,
sachant que le site de liaison de la pepsine serait hydrophobe (Tang, 1963). Par
conséquent, considérer les caractéristiques structurelles et physicochimiques des
protéines pourrait permettre d’expliquer plus précisément la spécificité de la pep-
sine, au-delà de la seule nature des résidus d’acides aminés présents de part et
d’autre des liaisons hydrolysées par l’enzyme.

Ce projet de thèse a été imaginé dans ce contexte et s’inscrit dans l’objec-
tif global d’accroître notre compréhension des mécanismes de la pepsinolyse, en
décrivant le plus exhaustivement possible ce qui influence l’action de la pep-
sine à l’aide de modèles probabilistes* appropriés et de méthodes statistiques
permettant leur analyse. En d’autres mots, quels sont les paramètres qui in-
fluencent l’action de la pepsine en conditions gastriques ? Concrètement,
au cours de ce projet, nous avons tenté de répondre aux questions suivantes :

1. Pourquoi la pepsine hydrolyserait-elle une protéine au niveau
d’une certaine liaison peptidique plutôt qu’une autre ? La spéci-
ficité de la pepsine est-elle différente d’une protéine à l’autre ? Les para-
mètres qui influencent la pepsinolyse évoluent-ils au cours de la digestion ?

2. Comment est-il possible de suivre la cascade d’hydrolyse par la
pepsine tout au long de la digestion ? Qu’est ce qui explique qu’un
peptide est coupé par la pepsine au cours de la digestion et pas un autre ?

3. Quelle influence l’organisation des protéines a-t-elle sur la pep-
sinolyse à différentes échelles (moléculaire, supramoléculaire,
macroscopique) ? Existe-t-il des paramètres spécifiques à une certaine
échelle ?

Pour mener à bien ce projet, des approches in vitro ont été utilisées pour
simuler les processus de digestion dans un environnement contrôlé. Les échan-
tillons prélevés au cours de la digestion ont été analysés par spectrométrie de
masse* couplée à une chromatographie en phase inverse, de manière à identifier
les peptides présents dans chaque digesta et suivre ainsi l’activité de la pepsine.
In fine, c’est une approche totalement originale et transdisciplinaire que le pro-
jet s’est proposé de développer, par la mise en œuvre d’outils et de démarches
statistiques pour une exploitation inédite de données peptidomiques.
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1.1 Les aliments : sources structurées de nutri-
ments

Un aliment peut se définir comme une substance susceptible de fournir des
éléments utilisables pour le maintien en vie, la croissance ou le développement
d’un être vivant. En effet, qu’ils soient d’origine animale ou végétale, les aliments
ingérés ont pour rôle d’apporter des nutriments à l’organisme. On distingue deux
catégories de nutriments, sur la base des quantités nécessaires à l’organisme :

— Les macronutriments : les protéines, les lipides et les glucides ;
— Les micronutriments : les vitamines et les minéraux.

1.1.1 Les glucides
D’un point de vue chimique, les glucides sont des composés organiques qui

contiennent un groupe carbonyle (-COH) et au moins deux groupes hydroxyles
(-OH). Ils ont anciennement été appelés hydrates de carbone, « carbohydrates »
en anglais, car la plupart d’entre eux ont une formule chimique de type Cn(H2O)m

avec n>2 et m>2 (Franks, 2012). Il existe une grande variété de glucides qui
peuvent être classifiés selon leur degré de polymérisation (DP), c’est-à-dire le
nombre de monomères qui les constituent (Champ, 2018).

Les glucides appelés glucides simples (ou sucres) sont soit des monosaccha-
rides comme le glucose et le fructose (C6H12O6), soit des disaccharides comme
le saccharose (C12H22O11). Ils sont facilement digérés et absorbés au niveau de
l’intestin grêle, permettant de fournir rapidement de l’énergie à l’organisme. Ces
sucres sont donc à même d’augmenter fortement et rapidement la glycémie après
ingestion : ils sont dits à « index glycémique élevé ». Lorsqu’ils sont en excès, les
monosaccharides sont stockés à court terme sous forme de glycogène dans le foie
et le muscle. Les glucides simples représentent la source d’énergie la plus rapide-
ment mobilisable, notamment lors du jeûne et de l’exercice (Delarue, 2007).

L’amidon, à l’exclusion des amidons dits résistants, est l’un des seuls glu-
cides complexes (DP>2) digestibles par les humains via l’action des α-amylases
salivaire et pancréatique. A l’inverse, la grande majorité des glucides complexes
atteignent le côlon en étant intacts ou seulement partiellement digérés (Paes-
chke & Aimutis, 2011). Ces glucides complexes et non absorbés au niveau de
l’intestin grêle correspondent aux fibres alimentaires, qui sont partiellement hy-
drolysées lors de leur fermentation par les micro-organismes du colon grâce à des
glycosides hydrolases et polysaccharides lyases (Paeschke & Aimutis, 2011). Ce
processus permet de nourrir le microbiote intestinal mais a également des effets
sur le contrôle de la réponse glycémique postprandiale, la satiété ou la régulation
du poids et de la masse grasse de l’organisme (J. Guo et al., 2022).

Les glucides complexes sont par ailleurs des agents majeurs de la structuration
des aliments. Ainsi, par exemple, la présence et la nature des fibres (solubles vs
insolubles) joue un rôle majeur sur les caractéristiques rhéologiques de la pâte
à pain, et finalement sur celles de la mie du produit après cuisson, avec des
répercussions sur leur devenir au cours de la digestion (Micard et al., 2013). Les
polysaccharides sont également des agents texturants majeurs, conférant aux
aliments des propriétés rhéologiques et texturantes particulières, qu’il s’agisse
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d’agents épaississants ou gélifiants (Nikonov & Florjančič, 2022). En interaction
avec les protéines, ils peuvent même conduire à la formation de complexes aux
multiples propriétés fonctionnelles (Schmitt et al., 1998).

1.1.2 Les lipides
Les lipides sont souvent décrits comme étant de petites molécules hydro-

phobes, donc peu solubles, voire insolubles dans l’eau et au contraire solubles
dans des solvants organiques tels que le chloroforme, les éthers ou les alcools
(Li-Beisson et al., 2016). Cependant, cette définition n’est pas unanimement ac-
ceptée, étant donné que de nombreuses substances considérées comme des lipides
sont plus solubles dans l’eau que dans les solvants organiques et que certaines,
comme les phospholipides, sont amphiphiles (Christie & Han, 2012). La classi-
fication des lipides est en réalité complexe sur le plan biochimique, et ne fait
toujours pas l’objet d’un consensus, même si huit classes sont habituellement
décrites, dont les triglycérides qui constituent les constituants lipidiques majori-
taires des aliments (92-98% des huiles végétales (Zambelli et al., 2015), 98% des
lipides du lait (Jensen, 2002), 66% de ceux de l’œuf (Kovacs-Nolan et al., 2005)).

L’hydrolyse des lipides a lieu dans l’estomac et dans l’intestin, principalement
sous l’action de la lipase pancréatique et des lipases pré-duodénales (Mu & Høy,
2004). Les lipides sont d’abord dispersés dans des gouttelettes (émulsion) par
l’intermédiaire des sels biliaires, ce qui facilite l’action des lipases à l’interface
émulsion-eau (Carey et al., 1983). Les produits de la lipolyse sont ensuite intégrés
dans des micelles mixtes qui sont absorbées par les entérocytes.

Les lipides représentent une source très importante d’énergie au regard de
la capacité de l’organisme à les stocker et de leur densité énergétique (37 kJ/g
contre 17 kJ/g pour les glucides). Les lipides sont impliqués dans de nombreux
processus vitaux (Meynier & Genot, 2017). S’agissant de composants majeurs
des membranes cellulaires, leur apport via l’alimentation permet notamment de
maintenir l’intégrité structurelle des cellules. Les lipides interviennent également
dans la régulation hormonale et la signalisation cellulaire (van Meer et al., 2008;
Wang, 2004).

Dans les aliments, les lipides sont généralement présents sous forme d’émul-
sions dont les caractéristiques, comme la taille des gouttelettes notamment, dé-
terminent les propriétés rhéologiques (Pal, 2011). La taille des gouttelettes li-
pidiques conditionne également le devenir des lipides au cours de la digestion
(Armand et al., 1999).

1.1.3 Les protéines
Les protéines sont présentes dans tous les organismes vivants où elles consti-

tuent la structure de tous les tissus du corps. Elles contribuent également à de
nombreux phénomènes physiologiques indispensables au bon fonctionnement de
l’organisme, en tant qu’hormones, enzymes, transporteurs de minéraux ou vita-
mines, etc.

Du point de vue de leur structure, les protéines sont des chaines de résidus
d’acides aminés liés les uns aux autres par des liaisons peptidiques. Ces liai-
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sons peptidiques sont des liaisons chimiques entre la fonction carboxyle d’un
acide aminé (-COOH) et le groupe fonctionnel amine d’un autre (-NH2). Les
protéines sont donc des séquences ordonnées, avec une extrémité N-terminale et
une extrémité C-terminale. La structure des protéines peut être décrite à diffé-
rents niveaux (Figure 1.1). La structure primaire correspond à la succession
linéaire des résidus d’acides aminés qui composent la protéine (Table 1.1). Elle
détermine les niveaux d’organisation supérieurs de la protéine. En effet, l’ar-
rangement spatial de la séquence dépend des propriétés chimiques des résidus.
La structure secondaire est le premier niveau d’organisation locale des rési-
dus d’acides aminés dans un espace en trois dimensions, sachant que toutes les
conformations ne sont pas possibles (Figure 1.2), en raison du caractère partiel
de double-liaison de la liaison peptidique. Les deux principaux éléments de struc-
tures secondaires, stabilisés par des liaisons hydrogène, sont les « hélices α » et
les « feuillets β ». Les « coudes » (turns en anglais), qui permettent un change-
ment de direction de la chaîne polypeptidique, sont également des éléments de
structure secondaire. Ce qui est considéré comme n’ayant pas de structure est
regroupé dans une catégorie appelée « pelote aléatoire » (coil en anglais). La
structure tertiaire correspond à l’organisation en trois dimensions à l’échelle
de la protéine complète. Ce repliement qui s’opère d’une manière bien définie,
est déterminant afin que certaines protéines assurent leur fonction biologique.
La structure tertiaire des enzymes permet notamment l’organisation nécessaire
des résidus d’acides aminés pour la formation du site actif, capable de recon-
naître la structure chimique du substrat, rapprochant bien souvent dans l’espace
des résidus éloignés les uns des autres le long de la séquence primaire. Enfin,
la structure quaternaire ne concerne que les protéines polymériques et dé-
crit l’organisation existant entre deux ou plusieurs monomères, qui peuvent être
identiques comme dans l’hémoglobine, ou différents comme dans le collagène.

Figure 1.1 – Les différents niveaux d’organisation structurale
d’une protéine. Les « coils » et « turns » sont représentés en gris
(en.wikipedia.org/wiki/Protein_structure).

https://en.wikipedia.org/wiki/Protein_structure
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Acide glutamique Glu E
Acide aspartique Asp D

Alanine Ala A
Arginine Arg R

Asparagine Asn N
Cystéine Cys C

Glutamine Gln Q
Glycine Gly G

Histidine His Q
Isoleucine Ile G

Leucine Leu L
Lysine Lys K

Méthionine Met M
Phénylalanine Phe F

Proline Pro P
Sérine Ser S

Thréonine Thr T
Tryptophane Trp W

Tyrosine Tyr Y
Valine Val V

Table 1.1 – Les 20 acides aminés à partir desquels les protéines sont communé-
ment constituées. Les abréviations (3 lettres) et les lettres uniques correspondent
au code international utilisé pour désigner chacun des acides aminés

Figure 1.2 – Arrangement spatial des résidus d’acides aminés à l’échelle des
structures secondaires, en hélice α (A), et en feuillet β qui peut être antiparallèle
(B) ou parallèle (C). Les liaisons hydrogène permettant de stabiliser la structure
tridimensionnelle localement adoptée sont représentées en pointillés (Ye et al.,
2013)

Chaque protéine est ainsi organisée dans l’espace d’une manière bien définie,
déterminée par sa séquence primaire. Mais les protéines sont rarement isolées. En
particulier dans les aliments, elles interagissent avec d’autres constituants, pro-
téiques ou non, ce qui peut modifier leur structure par rapport à leur état natif,
ou encore affecter leur devenir sous l’action des enzymes digestives. La digestion
des protéines, qui permet de libérer les acides aminés (et des petits peptides)
et de les rendre disponibles pour assurer le métabolisme protéique, passe ainsi
par différentes étapes de « déconstruction », à l’échelle macroscopique (aliment),
mésoscopique (particules alimentaires du bol), et moléculaire (protéine), dont le
résultat peut varier en fonction de l’organisation de la matrice alimentaire* à ces



22 CHAPITRE 1. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

différents niveaux. Ainsi, un nutriment peut être présent dans un aliment sans
pour autant être totalement libéré et absorbé au cours de la digestion, c’est-à-
dire sans que sa biodisponibilité soit maximale. Des études ont démontré par
exemple une absorption différente de vitamines (Buffière et al., 2021; Gleize et
al., 2020; Hiolle et al., 2020) et de l’acide docosahexaénoique (DHA) (Pineda-
Vadillo et al., 2021) selon la structure des aliments, à composition identique. De
même, la biodisponibilité des acides aminés peut varier en fonction des caracté-
ristiques macroscopiques et structurales d’aliments riches en protéines (Barbé et
al., 2014, 2013; Nau et al., 2022). Dès lors, le choix, la fabrication ou la classifi-
cation des aliments selon leur qualité nutritionnelle, c’est-à-dire leur capacité à
fournir certains nutriments, doit prendre en compte la structure et les propriétés
physicochimiques de ce qu’on appelle la matrice alimentaire (Fardet et al., 2013;
Turgeon & Rioux, 2011). La notion de matrice alimentaire intègre la composi-
tion en nutriments, la structure et les interactions existant entre les constituants
de l’aliment, de l’échelle moléculaire à l’échelle macroscopique (Aguilera, 2006;
Della Valle et al., 2013). Du fait du rôle majeur des protéines dans la structura-
tion d’un grand nombre de matrices alimentaires (Phillips & Williams, 2011), la
biodisponibilité de l’ensemble des nutriments dépend grandement de la digestion
des protéines.

1.2 La digestion des protéines : de l’ingestion
des aliments à l’absorption des acides ami-
nés

La digestion peut être définie comme étant l’ensemble des transformations
que subissent les aliments introduits dans le tube digestif avant d’être assimilés.
Ainsi, les aliments ingérés subissent des transformations chimiques, mécaniques
et enzymatiques, dans l’objectif de libérer les nutriments qu’ils contiennent, indis-
pensables au bon fonctionnement de l’organisme. En ce qui concerne les protéines,
leur digestion a pour but d’apporter l’azote et les acides aminés indispensables
au métabolisme protéique corporel. La digestion peut être décrite en trois étapes
successives : la phase orale, la phase gastrique et la phase intestinale.

1.2.1 La phase orale de la digestion
La phase orale permet de préparer les aliments à la déglutition*. Les ali-

ments liquides seront donc très peu impactés, tandis que c’est une étape très
importante dans la digestion des aliments solides. Pour ces derniers, la phase
orale se caractérise principalement par la mastication qui permet une première
déstructuration des aliments. En parallèle, les glandes salivaires libèrent un flux
continu de salive dans la cavité buccale, ce qui contribue à la formation d’un
bol alimentaire lubrifié et facilite la déglutition (Dawes et al., 2015). La salive
a également d’autres fonctions très importantes, notamment dans l’élimination
des débris alimentaires, la perception du goût, ou encore la protection de l’émail
des dents (Dawes et al., 2015; Edgar et al., 2012; Ligtenberg & Veerman, 2014).
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À l’issue de la phase orale, la taille des particules du bol alimentaire, qui
varie selon le type d’aliment ou encore l’individu, est généralement inférieure à
4 mm (Jalabert-Malbos et al., 2007). À ce stade, les protéines sont pratiquement
intactes et n’ont pas encore subi d’action chimique, mais elles sont plus accessibles
aux substances digestives qui doivent agir par la suite.

1.2.2 La phase gastrique, étape déterminante de la diges-
tion des protéines

L’estomac joue un rôle crucial dans la digestion des aliments de par ses mul-
tiples fonctions (Somaratne et al., 2020). En effet, l’estomac stocke et brasse les
aliments, avant d’en assurer la vidange dans l’intestin grêle, de manière finement
contrôlée (Kong & Singh, 2008). La fonction de stockage est assurée par la partie
proximale de l’estomac (composée du fundus et du corps), tandis que le brassage
des particules solides est plus important au niveau de la partie distale (antre), en
amont du pylore au travers duquel s’effectue la vidange gastrique (Figure 1.3).

Figure 1.3 – Anatomie de l’estomac humain (schéma adapté de Gray’s Anatomy
for Students, 4th Edition, Elsevier, 2015)

L’estomac a également un rôle crucial d’un point de vue chimique et enzy-
matique. En effet, l’hydrolyse des lipides et des protéines commence au cours de
la phase gastrique par l’action du suc gastrique sécrété par les cellules épithé-
liales du corps de l’estomac (Figure 1.4). Sous le contrôle de la gastrine, hormone
libérée par les cellules G du pylore, les cellules pariétales sécrètent l’acide chlor-
hydrique, tandis que les cellules principales sécrètent le pepsinogène et la lipase
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gastrique (Morton & Smith, 2011).

Figure 1.4 – Localisation des différentes cellules à l’intérieur des puits gas-
triques (schéma adapté de courses.lumenlearning.com/suny-ap2/chapter/the-
stomach)

La sécrétion du suc gastrique est initiée dès la vue et la perception de l’odeur
des aliments et est accentuée par le goût après ingestion (Morton & Smith, 2011).
Immédiatement après l’arrivée du bol alimentaire dans l’estomac, le pH gastrique
est globalement à la même valeur que celui du bol. La distension des différentes
zones de l’estomac (notamment du fundus et du pylore) provoquée par cette ar-
rivée, mais également la présence dans le bol alimentaire de peptides et d’acides
aminés, notamment la phénylalanine et le tryptophane, stimulent la libération
de gastrine et par conséquent la sécrétion du suc gastrique (Gouseti et al., 2019;
Morton & Smith, 2011; Soll & Walsh, 1979). La sécrétion d’acide chlorhydrique
permet quant à elle la transformation du pepsinogène en pepsine, ainsi que l’aci-
dification du contenu gastrique, indispensable à la pepsinolyse. En effet, l’activité
de la pepsine est maximale à pH 2.0 environ (Luo et al., 2018). Enfin, l’acidifica-
tion peut provoquer la dénaturation d’une partie des protéines (perte totale ou
partielle de leur organisation tridimensionnelle) (Morton & Smith, 2011).

La pepsine active est capable d’hydrolyser les liaisons peptidiques des pro-
téines avec lesquelles la rencontre est favorisée par le brassage du contenu gas-
trique. Il en résulte des peptides de différentes tailles qui peuvent alors être
évacués dans l’intestin grêle.

1.2.3 La phase intestinale, dernière étape de la digestion
des protéines

L’arrivée du chyme* gastrique dans le duodénum (segment proximal de l’in-
testin grêle) stimule les sécrétions pancréatiques et biliaires. Les ions bicarbonate
contenus dans ces sécrétions permettent d’augmenter le pH jusqu’à une valeur

https://courses.lumenlearning.com/suny-ap2/chapter/the-stomach
https://courses.lumenlearning.com/suny-ap2/chapter/the-stomach
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globalement proche de 7.0 (Fallingborg, 1999), propice aux protéases et lipases
pancréatiques, mais qui inactive les enzymes gastriques, dont la pepsine.

Bien qu’elle soit initiée par la pepsine au cours de la phase gastrique, l’es-
sentiel de la digestion des protéines a lieu dans l’intestin grêle proximal (duodé-
num et jéjunum), sous l’action tout d’abord du suc pancréatique qui contient des
exopeptidases et deux endopeptidases (trypsine et chymotrypsine). Les exopepti-
dases ont pour spécificité de libérer des acides aminés en hydrolysant les peptides
à leur extrémité N-terminale (aminopeptidases) ou C-terminale (carboxypepti-
dases). En tant qu’endopeptidases, la trypsine et la chymotrypsine hydrolysent
quant à elles des liaisons peptidiques éloignées de l’extrémité des fragments pro-
téiques, produisant par conséquent des peptides. Ces deux protéases ont une plus
grande spécificité que la pepsine : la trypsine hydrolyse les liaisons peptidiques
quasi exclusivement en position C-terminale des résidus de lysine et d’arginine
(Schilling et al., 2018), tandis que la chymotrypsine agit préférentiellement en po-
sition C-terminale des résidus aromatiques, c’est-à-dire de la phénylalanine, de la
tyrosine et du tryptophane (Morrison, 2021). Dans un second temps, l’hydrolyse
des oligopeptides résiduels se poursuit grâce à l’action de peptidases présentes à
forte concentration (particulièrement dans le jéjunum) au niveau de la bordure
en brosse ou du cytosol des entérocytes. Les di- et tripeptides ainsi que les acides
aminés libres issus de ces hydrolyses peuvent alors traverser la membrane des en-
térocytes, par diffusion passive ou via différents modes de transports actifs. Les
oligopeptidases issues des entérocytes permettent d’augmenter la quantité de di-
et tripeptides en ciblant particulièrement les tétra-peptides. Les di- et tripeptides
absorbés par les entérocytes sont ensuite hydrolysés par des di et tri-peptidases
intracellulaires, pour donner à leur tour naissance à des acides aminés libres. In
fine, les acides aminés libres traversent la membrane basale des entérocytes pour
rejoindre la circulation sanguine. Les peptides n’ayant pu rejoindre la circulation
sanguine poursuivent quant à eux leur route dans le tube digestif jusqu’au co-
lon où ils peuvent être transformés avant potentielle absorption des métabolites*
produits (Versantvoort et al., 2005).

1.2.4 Notion de digestibilité des protéines
La proportion de peptides et d’acides aminés absorbés à l’issue de la phase

intestinale peut être très différente d’une protéine à l’autre (Ciuris et al., 2019;
Dupont et al., 2010; Fu et al., 2002; Takagi et al., 2003). Pour cette raison,
plusieurs études ont eu pour but d’évaluer ce qu’on appelle la digestibilité des
protéines (Boye et al., 2012). Ces différences de digestibilité peuvent être le ré-
sultat de différences structurales entre protéines, de la structure primaire à la
structure quaternaire. Cependant, les phénomènes permettant d’expliquer ces
différences de digestibilité ne sont pas encore clairement déterminés et néces-
sitent une meilleure compréhension de l’action des protéases. Étant donné que
la digestion enzymatique des protéines est initiée par la pepsine au cours de la
phase gastrique, il semble pertinent de s’intéresser davantage aux spécificités de
cette enzyme, qui pourraient expliquer certaines différences entre les protéines
quant à leur devenir au cours de la digestion.
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1.3 La pepsine
1.3.1 Classification de la pepsine parmi les protéases

Les protéases sont les enzymes capables de catalyser l’hydrolyse des liaisons
peptidiques d’une séquence de résidus d’acides aminés, c’est-à-dire une protéine
ou un polypeptide (gros fragment de protéine). Initialement considérées comme
servant simplement à libérer des acides aminés à partir des protéines, les protéases
assurent en réalité des fonctions beaucoup plus variées et complexes (López-Otín
& Bond, 2008). Elles régulent notamment l’activité de nombreuses protéines,
créent de nouvelles molécules bioactives, et génèrent, transforment et amplifient
les signaux moléculaires au sein des cellules. De ce fait, les protéases influencent
directement de nombreux phénomènes biologiques comme la réplication et la
transcription de l’ADN, la prolifération et la différenciation cellulaires, la neu-
rogenèse, l’ovulation, la fécondation, la cicatrisation, la coagulation sanguine,
ou encore l’immunité (López-Otín & Bond, 2008). Il existe un nombre consé-
quent de protéases pour remplir toutes ces fonctions, à l’image des 2 à 3% du
génome humain servant à les générer (Puente & López-Otín, 2004). Ces protéases
ont été réparties dans différentes classes selon leur sensibilité à certains agents
pouvant traduire un certain mécanisme catalytique (McDonald, 1985). Les prin-
cipales sont celles des aspartate-protéases, des cystéine-protéases, des glutamate-
protéases, des métallo-protéases, des thréonine-protéases et des sérine-protéases.

La pepsine est une endopeptidase de la classe des aspartate-protéases dont
les principaux membres sont impliqués dans la digestion et la dégradation des
protéines, et qui se distinguent par une activité optimale aux pH acides. Comme
toutes les aspartate-protéases, elle est inhibée par la pepstatine et possède deux
résidus aspartiques impliqués dans son activité catalytique (Dunn, 2002). Il existe
d’ailleurs une hypothèse d’un mécanisme de clivage commun aux aspartate-
protéases (D. B. Northrop, 2001). Plus précisément, la pepsine fait partie de
la famille des « pepsin-like proteases » dont les membres ont une structure très
similaire, avec notamment la séquence conservée de résidus -Asp-Thr-(Ser)-Gly-,
présente dans le site actif de la pepsine (Dunn, 2002). Cependant, malgré de
fortes similarités au sein de cette même famille, les liaisons peptidiques ciblées
et potentiellement clivées diffèrent d’une protéase à l’autre (Kageyama et al.,
2010).

1.3.2 Compréhension des modalités d’action de la pep-
sine : une longue histoire

La pepsine a été identifiée au XIXème siècle et nommée comme tel en 1836 par
Theodor Schwann de par son importance dans le processus de digestion (nommé
« pepsis » par Hippocrate) d’aliments comme la viande ou le blanc d’œuf. Ce-
pendant, les difficultés des chercheurs de cette époque à extraire une pepsine
fonctionnelle ont poussé certains d’entre eux à remettre en cause son existence.
Les études visant à mieux comprendre l’action de la pepsine n’ont pu vraiment
démarrer qu’au début du XXème siècle, après que Fisher (1902) ait démontré que
les protéines sont des polymères constitués de résidus d’acides aminés liés les uns
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aux autres par des liaisons peptidiques. Il en a alors été déduit que, au cours de
la digestion, la pepsine hydrolyse les liaisons peptidiques des protéines. Cepen-
dant, la nature des liaisons peptidiques ciblées par la pepsine n’avait pas pu être
clairement identifiée, car à cette époque, les peptides synthétiques disponibles
n’étaient pas hydrolysés par la pepsine. Certains auteurs pensaient même que la
pepsine était incapable de cliver des polypeptides.

La différence de susceptibilité à la pepsine qui existe d’une protéine à l’autre,
notamment entre l’albumine et la gélatine, a été mise en évidence par J. H. Nor-
throp (1931). La question s’est alors posée d’identifier les résidus d’acides aminés
dont la présence en amont et/ou en aval d’une liaison peptidique permet, ou
au contraire empêche son hydrolyse par la pepsine. Dès lors, les études ayant
pour but de définir la spécificité d’action de la pepsine commencèrent. Fruton
& Bergmann (1939) ont démontré que l’activité de la pepsine sur des dipep-
tides synthétiques est influencée par la nature du résidu du coté C-terminal de
la liaison peptidique à hydrolyser. Parmi les dipeptides à disposition, la pepsine
coupait ceux qui contenaient un résidu de tyrosine ou phénylalanine. Mais la
spécificité de la pepsine s’est avérée beaucoup plus large dès lors qu’on a dis-
posé d’une plus grande variété de di- et tripeptides, ou que son activité a été
étudiée vis-à-vis de protéines complètes (Baker, 1951; Inouye et al., 1966; Sanger
& Tuppy, 1951; Sanger & Thompson, 1953). Baker (1951) a également suggéré
que lorsque le choix est possible, la pepsine cliverait préférentiellement certaines
liaisons peptidiques selon la nature des résidus impliqués. Le rôle du caractère
ordonné de la séquence primaire a également été mis en évidence (Fruton &
Bergmann, 1939) : inverser l’ordre des résidus peut considérablement influencer
la vitesse d’hydrolyse par la pepsine. D’autres études ont montré qu’au-delà des
résidus directement impliqués dans la liaison peptidique à hydrolyser, la nature
des résidus plus éloignés le long de la séquence primaire influence également l’hy-
drolyse des protéines par la pepsine. Tang (1963) a ainsi construit des tables de
fréquences de coupure prenant en compte la nature des cinq résidus de chaque
côté de la liaison peptidique hydrolysée. Par convention, les résidus du côté N-
terminal de la séquence sont nommés comme étant aux positions P1, P2 ... PX ;
ils sont en positions P1’, P2’ . . . PX’ du côté C-terminal (Figure 1.5).

Figure 1.5 – Nomenclature des résidus de part et d’autre d’une liaison pepti-
dique.

Ces travaux ont conduit à la notion de « susceptibilité » à l’hydrolyse par
la pepsine, proposée par Tang (1963). Les résidus de phénylalanine, leucine et
tyrosine sont décrits par cet auteur comme « fortement susceptibles », étant
donné qu’une forte fréquence de coupure est observée quand ils sont en position
P1 ou P1’. Les résidus d’acide glutamique, alanine, acide aspartique, méthionine,
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valine, thréonine, lysine, sérine et histidine sont quant à eux désignés comme
« susceptibles », dans le sens où leur présence sur la séquence allant de P5 à P5’
n’empêche pas l’hydrolyse par la pepsine. En effet, des coupures ont été observées
quand ils se trouvaient dans l’une de ces positions. Enfin, Tang (1963) considère
les résidus de proline, arginine et cystéine comme étant « non susceptibles », car
les liaisons peptidiques dans lesquelles ils occupent la position P1 ou P1’ ne sont
pas hydrolysées par la pepsine.

Le décryptage des tables de fréquences de Tang (1963) permet de confirmer
par ailleurs l’hypothèse émise par Fruton & Bergmann (1939), selon laquelle l’hy-
drolyse d’une liaison peptidique par la pepsine dépend très fortement de l’ordre
des résidus impliqués dans cette liaison peptidique. Ainsi, la susceptibilité à l’hy-
drolyse par la pepsine d’une liaison X-Y peut être considérablement différente
de celle de la liaison Y-X. La nature du résidu en position P1 a d’ailleurs été
identifiée comme plus influente que celle du résidu en P1’.

L’hypothèse de l’existence d’un site d’interaction hydrophobe entre la pepsine
et son substrat protéique a également été émise à partir du décryptage des tables
de Tang (1963). En effet, la majorité des résidus « fortement susceptibles » et
« susceptibles » sont de nature hydrophobe. Cette hypothèse a été reprise et
confortée par d’autres études (Inouye & Fruton, 1967; Raju et al., 1972). La
zone d’interaction hydrophobe, dont la délimitation reste inconnue, serait une
section du site actif de la pepsine qui s’adapterait au substrat (Fruton, 2002;
Koshland, 1960). Des modifications sur les résidus de cette zone d’interaction
hydrophobe perturberaient fortement l’activité de la pepsine. C’est le cas de
l’acétylation de la tyrosine 75 qui fait donc partie du site actif (Perlmann, 1966).
Cette section du site actif serait ciblée par des inhibiteurs de la pepsine tels que
la pepstatine, et inaccessible avant le retrait du fragment N-terminal (44 résidus
chez l’Homme et le porc) qui permet l’activation du pepsinogène en pepsine
(Cooper et al., 1989; M. N. James et al., 1982; Pearson & Brownlee, 2005; Sielecki
et al., 1991). La pepsine active interagirait avec son substrat sur une longueur
de 8 à 10 résidus (Polverino de Laureto et al., 2002). Définir la spécificité de la
pepsine requiert donc de considérer tous les résidus du substrat qui interagiraient
avec cette zone hydrophobe de la pepsine, donc bien au-delà de ceux qui sont
directement impliqués dans la liaison peptidique à hydrolyser (Powers et al.,
1977).

Plus récemment, deux études ont été de nouveau consacrées à l’étude de la
spécificité de la pepsine, en prenant en compte la nature des résidus de la position
P4 à P4’ (Hamuro et al., 2008; Palashoff, 2008). Contrairement aux études de
Powers et al. (1977) et Tang (1963), ces études ont été menées en ne considérant
que des digestions de protéines effectuées dans des conditions expérimentales si-
milaires. Malgré cela, elles ont confirmé plusieurs des hypothèses précédemment
émises. Elles se sont accordées notamment sur le fait que la position P1 était
la plus déterminante. Les liaisons peptidiques ayant un résidu de phénylalanine
ou de leucine à cette position sont très susceptibles à une hydrolyse par la pep-
sine. Au contraire, les liaisons peptidiques ayant des résidus de lysine, histidine,
arginine ou proline en P1 sont peu susceptibles. Cependant, l’adaptation confor-
mationnelle nécessaire entre la pepsine et son substrat pourrait être empêchée
par la présence de certains résidus à d’autres positions, de P4 à P4’ (Hamuro et
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al., 2008; Powers et al., 1977).
De plus, en conformité avec le fait que la pepsine est une endopeptidase, une

affinité très réduite pour les liaisons peptidiques impliquant un résidu d’acide
aminé terminal, ou proches de l’extrémité d’un peptide a également été démon-
trée (Powers et al., 1977). Ainsi l’hydrolyse par la pepsine d’une liaison pepti-
dique normalement préférentielle si l’on considère la nature des résidus en P1
et P1’, serait jusqu’à quatre fois moins probable si la liaison devait libérer un
acide aminé ou un dipeptide. Cela contribue à expliquer les observations parfois
contradictoires entre des études dont les tableaux de fréquence de coupure par
la pepsine se basent uniquement sur la nature des résidus en positions P1 et P1’
(Hamuro et al., 2008; Palashoff, 2008).

Par conséquent, il paraît nécessaire d’inclure des paramètres caractérisant
l’environnement des liaisons peptidiques, comme la charge ou l’hydrophobie lo-
cales, pour prédire au plus juste l’action protéasique de la pepsine. Par ailleurs,
l’objectif étant de comprendre l’action de cette enzyme au cours de la digestion
gastrique, il convient de mener ces études dans des conditions aussi proches que
possible de celles rencontrées in vivo, tout en permettant le prélèvement d’échan-
tillons de digesta au sein desquels les peptides libérés peuvent être analysés.

1.4 Modèles de digestion
L’étude des mécanismes réels de la digestion et de ce qui l’influence nécessite

au préalable la disponibilité de données adéquates, aussi représentatives que pos-
sible de la réalité physiologique. Les études chez l’Homme sont de ce point de vue
idéales, mais elles se heurtent à des contraintes pratiques, éthiques et financières,
et sont de ce fait peu nombreuses. C’est pourquoi plusieurs modèles de digestion
ayant pour but de reproduire totalement ou en partie la digestion humaine ont
été développés. Les modèles de digestion dits in vivo impliquent des animaux
dont le processus de digestion est proche, voire très proche du processus de di-
gestion humain, tandis que les modèles de digestion in vitro sont des dispositifs
expérimentaux développés en laboratoire.

1.4.1 Les modèles de digestion in vivo
Différentes espèces d’animaux ont été utilisées comme modèles afin d’obtenir

les données nécessaires aux études sur la digestion humaine. Des études ont
notamment été réalisées sur le singe (Astuti et al., 2009; Chen et al., 2008), le
rat (Khokhar & Kapoor, 2005; Lacroix et al., 2006), le chien (Corsato Alvarenga
et al., 2021; Sagawa et al., 2009), le mouton (Gomez et al., 1992; Pereira et al.,
2021), le veau (Ansia et al., 2021; Montagne et al., 2003), le chat (Park et al.,
2004) et le porc (Deglaire et al., 2009; Nau et al., 2019).

Aujourd’hui, le modèle de digestion in vivo le plus fiable semble être le porc,
au vu de la morphologie et de la physiologie de son tractus digestif, semblables à
celles de l’être humain (Guilloteau et al., 2010; Miller & Ullrey, 1987). Le porc en
croissance est d’ailleurs le modèle recommandé par la FAO pour l’évaluation de la
qualité des protéines alimentaires (FAO, 2014). Cependant, beaucoup préfèrent
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recourir à des dispositifs de digestion in vitro, les modèles in vivo étant lourds à
mettre en œuvre, coûteux, et posant eux aussi des questions éthiques.

1.4.2 Les modèles de digestion in vitro
Les modèles de digestion in vitro ont l’avantage d’être beaucoup moins cou-

teux que les modèles in vivo et plus rapides à mettre en place. De plus, l’envi-
ronnement étant contrôlé, les modèles in vitro offrent généralement de meilleures
répétabilité et reproductibilité que les modèles in vivo. Ils permettent par ailleurs
de prélever des échantillons tout au long et à tous les niveaux de la digestion,
et donc de disposer de données en grandes quantités. Les modèles de digestion
in vitro sont donc globalement plus simples à envisager et permettent un gain
de temps important, autorisant l’exploration d’un plus grand nombre de condi-
tions que ce qu’on s’autorise habituellement in vivo. Enfin, les questionnements
éthiques sont bien évidemment totalement absents dans ce cas. Les modèles de
digestion in vitro peuvent être regroupés en deux catégories : les modèles sta-
tiques et dynamiques.

1.4.2.1 Les modèles dynamiques

Les modèles de digestion in vitro dynamiques ont l’avantage d’intégrer les as-
pects dynamiques de la digestion, tels que les brassages gastriques et intestinaux,
les variations de pH, de force ionique et de concentrations en enzymes diges-
tives (Dupont & Mackie, 2015). Les modèles dynamiques multi-compartiments
simulent également le transfert des aliments d’un compartiment à un autre, c’est-
à-dire la vidange gastrique et/ou l’absorption des nutriments (Fedi et al., 2021).
Ils permettent donc de reproduire la digestion, plus ou moins fidèlement selon le
niveau de complexité du modèle, et de répondre à des questions qui concernent
les aspects dynamiques de la digestion, notamment concernant l’impact potentiel
des variations de pH au cours de la digestion sur l’action des enzymes digestives.
En effet, des différences de spécificité de la pepsine ont par exemple été mises
en évidence sur une gamme de pH entre 1.0 et 4.0 (Palashoff, 2008). Cependant,
le devenir des aliments dans le tractus gastro-intestinal ne peut être fidèlement
reproduit par les modèles dynamiques qu’à la condition de disposer d’un certain
nombre de paramètres physiologiques (cinétique d’acidification dans l’estomac,
cinétique de vidange gastrique, cinétique d’apport en enzymes digestives et ni-
veaux de concentration de ces enzymes), nécessaires pour paramétrer les diges-
teurs (Dupont et al., 2019; Ménard et al., 2014; Molly et al., 1994). Hormis le
fait qu’on ne dispose pas toujours de telles données, la sophistication et la com-
plexité technique de ces modèles dynamiques limite leur utilisation. Ainsi, en
première approche, notamment lorsque des études de screening sont nécessaires,
le recours à des modèles de digestion in vitro simplifiés (modèles statiques) est
souvent privilégié.

1.4.2.2 Les modèles statiques

Les modèles statiques de digestion ne prennent pas en compte les cinétiques
de variation du pH au cours de la digestion ; c’est donc un pH constant qui
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est appliqué à chacune des étapes de la digestion (phases orale, gastrique, et
intestinale). Ces pH sont bien entendu différents d’une phase à l’autre. De même,
les enzymes digestives sont apportées en une seule fois et non progressivement
au cours de chacune des phases de la digestion, et le passage d’une phase à
la suivante concerne la totalité du milieu réactionnel. En revanche, un mélange
constant est généralement appliqué tout au long de la digestion, de manière à
homogénéiser le milieu de réaction.

Ce sont donc des modèles très simplifiés et donc éloignés de certaines réalités
physiologiques, mais ils ont l’avantage d’être robustes, de permettre une évalua-
tion rapide et simple au cours de chaque étape de la digestion et aussi d’être
moins coûteux comparés aux modèles dynamiques. De nombreux protocoles et
dispositifs ont été décrits dans la littérature scientifique, mais au cours de ces der-
nières années, le protocole proposé par le consortium international INFOGEST
(www.cost-infogest.eu), basé sur des données physiologiques humaines (Minekus
et al., 2014), s’est progressivement imposé. Il permet en particulier de réaliser
des digestions statiques de protéines en solution, reproductibles et conformes à
la phase gastrique in vivo (Ariëns et al., 2021; Egger et al., 2017; Sanchón et al.,
2018; Santos-Hernández et al., 2020; Sousa et al., 2020). La version 2.0 proposée
par Brodkorb et al. (2019) a permis d’obtenir des résultats pertinents biologique-
ment, aussi bien à la fin de la phase gastrique qu’intestinale (Bohn et al., 2018).
De plus, le consensus international ainsi établi facilite la comparaison entre les
études menées par les différentes équipes de recherche.

Par conséquent, malgré les nombreuses simplifications du processus de diges-
tion faites dans le cadre des modèles statiques, ces derniers sont généralement
considérés comme satisfaisants dans les étapes préliminaires d’expériences com-
plexes, et permettent souvent de prédire correctement les tendances observées in
vivo, notamment vis-à-vis de l’hydrolyse des protéines (Bohn et al., 2018; Egger
et al., 2019). En particulier, dans les études préliminaires visant à définir la spé-
cificité d’une protéase, les modèles statiques sont même incontournables étant
donné qu’ils permettent de prélever des échantillons à tous les temps de diges-
tion, y compris dès les premiers instants, et ce dans des conditions de digestion
parfaitement connues et maîtrisées.

1.5 Suivi de la digestion des protéines
1.5.1 Méthodes globales

La digestibilité est le critère global utilisé pour mesurer le devenir des pro-
téines au cours de la digestion, à savoir leur protéolyse puis leur utilisation par
l’organisme. Exprimée en pourcentage, elle est définie par la différence entre les
quantités ingérée et excrétée, rapportée à l’ingéré (Darragh & Hodgkinson, 2000).
Par définition, la digestibilité ne peut donc être évaluée qu’au travers de mesures
in vivo. Que ce soit chez l’Homme ou l’animal, cela nécessite des protocoles inva-
sifs lourds (prélèvements au niveau iléal*) étant donné que mesurer uniquement
l’excrété au stade fécal conduit à surestimer la digestibilité (FAO, 2014).

Dès lors que la digestion est réalisée in vitro, la digestibilité des protéines ne
peut être qu’estimée, sans qu’il existe aujourd’hui de protocole standardisé faisant

http://www.cost-infogest.eu


32 CHAPITRE 1. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

consensus pour cette estimation (Butts et al., 2012). Dans les faits, une multitude
de méthodes sont rapportées dans la littérature. On peut citer les méthodes de
type pH-stat (Pedersen & Eggum, 1983), celles consistant à doser le pourcentage
de liaisons peptidiques hydrolysées, autrement appelé « degré d’hydrolyse », ou
le pourcentage d’azote solubilisé (Tavano et al., 2016). Pour ce dernier, certains
auteurs ne considérent que la part d’azote soluble en-dessous d’un certain seuil
de masse moléculaire, séparé soit par filtration (Marrion et al., 2005), soit par
précipitation des polypeptides de grande taille, par exemple par l’acide trichlor-
acétique (Monsoor & Yusuf, 2002). La quantité d’acides aminés libérés a parfois
également été utilisée pour suivre la protéolyse au cours de la digestion (Le Roux
et al., 2020). Quoi qu’il en soit, et quelle que soit la méthode utilisée parmi celles
citées ici, aucune ne permet d’explorer la spécificité des enzymes digestives. En
effet, l’étude de la spécificité des enzymes implique d’identifier les liaisons pepti-
diques hydrolysées, et donc de détecter puis d’identifier les séquences peptidiques
libérées au cours de la digestion.

1.5.2 Analyses peptidomiques
L’identification des peptides dans un digesta est une tâche délicate étant

donné l’extrême complexité du milieu qui contient potentiellement des milliers
de fragments, allant de protéines quasi intactes à des petits peptides, voire des
acides aminés libres. Pour faciliter cette identification, ces mélanges peptidiques
sont donc dans un premier temps soumis à des protocoles de séparation des pep-
tides. Des techniques comme la chromatographie liquide (Cavaliere et al., 2018;
Cortés-Herrera et al., 2019), l’électrophorèse capillaire (Bhimwal et al., 2022), ou
l’électrophorèse sur gel de polyacrylamide (Barbé et al., 2013; Torcello-Gomez
et al., 2020) peuvent être utilisées pour séparer les peptides selon différentes
caractéristiques physicochimiques (charge, hydrophobie, taille). Cependant, ces
techniques ne permettent pas d’identifier les peptides en question, c’est-à-dire de
déterminer leurs séquences en résidus d’acides aminés.

Les analyses peptidomiques (Schulz-Knappe et al., 2001) qui consistent à
identifier de manière aussi exhaustive que possible les peptides présents dans
un échantillon (on parle dans ce cas de peptidome), voire de les quantifier, sont
ainsi largement utilisées pour suivre le déroulement de la digestion in vitro (Bau-
chart et al., 2007; Dallas et al., 2014; Wardman & Fricker, 2013). Aujourd’hui et
universellement, ces analyses peptidomiques sont basées sur la spectrométrie de
masse. Elle est le plus souvent réalisée en « tandem » (MS/MS), c’est-à-dire en
procédant à deux analyses successives afin de pouvoir déterminer sans ambiguïté
les séquences de résidus d’acides aminés. Pour des échantillons aussi complexes
que ceux prélevés au cours de la digestion de protéines, elle est très souvent précé-
dée d’une étape de chromatographie liquide (LC), généralement en phase inverse
(Chebib et al., 2022; Pollini et al., 2022). La LC-MS/MS (Figure 1.6) associe
ainsi une technique chromatographique presque universelle, sélective et robuste,
à la spécificité et la sensibilité de la spectrométrie de masse (Cheze et al., 2005).
Les importants progrès technologiques réalisés au cours des dernières décennies
ont permis de considérablement améliorer la sensibilité et la précision des spec-
tromètres de masse, d’où l’augmentation de leur utilisation pour suivre l’action
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des protéases (Egger et al., 2018). La nano-LC permet par ailleurs d’augmen-
ter la sensibilité de l’analyse avec des peptides mille fois plus concentrés avant
l’étape de détection par spectrométrie de masse.

Figure 1.6 – Schéma de principe de l’analyse de mélanges peptidiques par
spectrométrie de masse en « full scan » (A) et en mode tamdem (MS/MS) (B).

1.5.2.1 Détection des peptides

Au fur et à mesure de l’élution des peptides et de leur sortie de la colonne
de chromatographie, ils sont introduits dans le spectromètre de masse qui est
composé d’une source d’ionisation, d’un ou deux analyseurs de masse qui séparent
les ions en fonction de leur rapport masse/charge (m/z), et d’un détecteur qui
dénombre les ions et les transforme en un signal électrique qui est ensuite traité
informatiquement (Figure 1.6).

La source d’ionisation permet la vaporisation de la phase solvante et l’ionisa-
tion des peptides, indispensables pour pouvoir ensuite les séparer dans l’analy-
seur. Le type de source d’ionisation varie selon la nature de l’échantillon à analy-
ser et les informations recherchées. Le plus souvent, les peptides sont chargés po-
sitivement, étant donné que la plupart des peptides issus des digesta peuvent faci-
lement acquérir des charges positives (Richter et al., 2008). Parmi tous les types
de sources, l’ionisation par électro-nébulisation, couramment appelée electros-
pray (ESI), est particulièrement adaptée à l’analyse de biomolécules de masses
élevées comme les protéines et les peptides (Giacometti & Buretić-Tomljanović,
2017). Contrairement aux techniques d’ionisation sous vide, comme par exemple
l’ionisation électronique, l’ESI a lieu en phase liquide à pression atmosphérique
et est donc considérée comme une technique d’ionisation douce, car elle n’induit
ni dégradation, ni fragmentation des molécules, ce qui permet donc de les garder
quasiment intactes (Wilm, 2011).
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Une fois ionisés, les peptides sont dirigés vers une zone d’accélération où ils
acquièrent une vitesse de déplacement d’autant plus élevée que leur charge est
élevée, à masse égale ; à charge égale, l’ion avec la plus petite masse aura la vi-
tesse la plus élevée. Ce tri des ions opéré par l’analyseur sur la base du rapport
m/z peut être basé sur des principes physiques différents selon les équipements.
On distingue ainsi principalement la déflexion par champ magnétique, le confi-
nement dans un piège à ions, la mesure de temps de vol (TOF), la mesure des
oscillations des ions (« orbitrap ») et la déflexion par un champ quadrupolaire.
Pour l’analyse des digesta protéiques, les ions sont le plus souvent séparés à l’aide
d’un quadrupole (Deglaire et al., 2016; Nyemb et al., 2014) ou via un dispositif
composé d’un quadrupole et d’un orbitrap (X. Zhao et al., 2022).

Dans le mode dit en « full scan », les peptides élués, puis ionisés, ne sont pas
triés sur la base du rapport m/z : l’ensemble des peptides sont analysés et des
spectres quantiques sont disponibles pour chacun d’eux (Figure 1.6A). Dans le
cas de la LC-MS/MS qui s’effectue en deux étapes (Figure 1.6B), une fraction
protéique peut être ciblée au cours de la deuxième étape sur la base du temps
de rétention enregistré lors de l’étape de chromatographie. Après ionisation, les
ions d’intérêt sont triés sur la base du rapport m/z. Ces ions (précurseurs ou
parents) sont ensuite fragmentés dans la cellule de collision et le rapport m/z de
chaque ion fragment (ou ion fils) est à son tour déterminé.

1.5.2.2 Identification des peptides : traitement du signal

À la suite de la fragmentation en LC-MS/MS des peptides, l’étape d’identi-
fication des peptides permet de déduire leur séquence exacte en résidus d’acides
aminés. Cette identification est faite automatiquement via des logiciels comme
X !tandem (Langella et al., 2017) ou MASCOT (Perkins et al., 1999) à partir
de la masse du peptide parent et du spectre d’intensités des ions mesuré pour
chacun de ses fragments fils. Pour ce faire, ces logiciels utilisent un protéome
(base de données de protéines) spécifié par l’utilisateur et procèdent à l’hydro-
lyse in silico des liaisons peptidiques de ces protéines en fonction de la spécificité
de l’enzyme d’intérêt. Si la spécificité de la protéase qui a permis de digérer les
protéines est inconnue, toutes les coupures possibles sont envisagées. Il s’agit en-
suite d’identifier le peptide détecté expérimentalement parmi les milliers, voire
millions de peptides générés théoriquement. Un premier filtre est effectué, en ne
sélectionnant que les peptides théoriques dont la masse correspond au peptide
expérimental, ce qui permet généralement de réduire le nombre de candidats à
moins d’un millier. La fragmentation théorique, selon les tendances de fragmen-
tation connues pour chacun des candidats restants (peptides théoriques), permet
d’obtenir des spectres MS/MS théoriques. Finalement, un algorithme est utilisé
pour attribuer un score à chaque peptide candidat à la suite de la superposi-
tion de ses spectres MS/MS avec ceux du peptide expérimental. Ce score permet
généralement d’identifier très clairement le peptide théorique qui correspond au
peptide expérimental dont la séquence en résidus d’acides aminés peut donc être
déterminée sans ambiguïté.
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1.6 Modélisation probabiliste de l’action de la
pepsine

En évoquant la spécificité d’une protéase, il est implicitement admis qu’au
sein d’une séquence protéique, toutes les liaisons peptidiques n’ont pas la même
probabilité d’être hydrolysées. Pour des protéases très spécifiques comme la tryp-
sine, à l’aide d’approches dites déterministes (Koopman, 2004), il est possible de
donner sans ambiguïté les liaisons peptidiques que la protéase hydrolyserait en
cas d’accessibilité. Ce n’est pas le cas de la pepsine qui a une spécificité beau-
coup plus complexe, étant capable d’hydrolyser une large gamme de liaisons
peptidiques différentes. L’action de la pepsine peut même être qualifiée de sto-
chastique étant donné que la pepsinolyse est peu reproductible d’après certaines
études (Ahn et al., 2013). Par conséquent, pour définir la spécificité de la pepsine
il est nécessaire d’utiliser des approches de modélisation* statistique ayant pour
but d’évaluer la probabilité d’hydrolyse d’une liaison peptidique en intégrant des
profils complets de variables explicatives* décrivant les liaisons peptidiques.

Les études consacrées à la définition de la spécificité de la pepsine ont démon-
tré que parmi toutes les liaisons peptidiques que la pepsine est capable d’hydro-
lyser, certaines le sont plus fréquemment que d’autres. Cependant, les fréquences
d’hydrolyse d’une liaison peptidique décrite par un couple P1/P1’ peuvent être
très différentes d’une étude à l’autre, voire contradictoires (Hamuro et al., 2008;
Palashoff, 2008). Cela peut s’expliquer par le fait que des liaisons peptidiques, en
réalité très différentes, sont considérées comme identiques quand elles ne sont dé-
crites que par la nature des résidus en P1 et P1’. En effet, un même couple P1/P1’
peut se trouver à des endroits différents au sein d’une protéine mais également
dans différentes protéines. D’ailleurs, les protéines sélectionnées sont différentes
d’une étude à l’autre. Par conséquent, l’environnement des liaisons peptidfiques,
tel que défini par la structure tridimensionnelle propre à chaque proteine, n’est
pas pris en compte pour différencier les liaisons peptidiques. Il semblerait donc
que l’ensemble des variables explicatives utiles pour décrire les lois qui régissent
la pepsinolyse n’ait pas été pris en compte.

Il a été démontré que la manière dont une protéine est structurée impacte
sa protéolyse par la pepsine. En effet, la digestibilité de certaines protéines est
considérablement modifiée dès lors qu’elles sont soumises à des traitements tech-
nologiques affectant leur organisation, de la structure secondaire à la structure
quaternaire (Barbé et al., 2013; Kehoe et al., 2007). De plus, comme évoqué en
section 1.2.2, la pepsine est la première protéase à agir sur les protéines alors
qu’une grande partie d’entre elles n’ont pas été déstructurées. Il semble donc
légitime de penser qu’au-delà de variables caractérisant l’environnement des liai-
sons peptidiques le long de la séquence primaire, le fait qu’une liaison peptidique
soit hydrolysée ou non par la pepsine dépend également des caractéristiques phy-
sicochimiques et de la structure tridimensionnelle dans laquelle elle est incluse.
Il sera question d’identifier les variables explicatives qui ont une réelle influence
sur l’action de la pepsine et de les hiérarchiser.

Dans l’objectif de modéliser la pepsinolyse, l’action de la pepsine est observée
par le fait qu’une liaison peptidique ait été hydrolysée ou non. Le nombre et la
diversité des méthodes statistiques permettant d’inférer sur l’association entre
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une variable réponse* binaire et un profil de variables explicatives est très im-
portant (G. James et al., 2013). Cependant, les stratégies basées sur des modèles
de régression logistique sont particulièrement adaptées à la problématique de
la modélisation de la pepsinolyse, dans laquelle construire un modèle prédisant
l’action de la pepsine est moins important que comprendre cette action à partir
de la sélection de variables explicatives pertinentes et de l’analyse de leurs effets.
Il offre également la possibilité de considérer des relations non paramétriques en
utilisant des modèles additifs généralisés (Generalized Addtive Model ou GAM,
(Hastie & Tibshirani, 1990). L’additivité des effets offre des perspectives d’inter-
prétation des effets marginaux fondamentales dans le contexte interdisciplinaire
de ce travail. Cela ouvre également la voie à des stratégies de tests de comparai-
son de modèles et de réduction de la dimension du profil des variables explicatives
par sélection de variables. La flexibilité de cette famille de modèles est illustrée
ci-dessous par l’équation d’un modèle GAM à trois variables explicatives, les ef-
fets des deux premières étant paramétrées comme dans un modèle linéaire alors
que l’effet de la troisième est décrit de manière non-paramétrique.

logit
(
πi(X)

)
= µ + αi + β1x1 + f2(x2), (1.1)

L’équation 1.1 présente la formule d’un modèle de régression logistique
prenant en compte trois variables explicatives (une variable catégorielle et
deux variables quantitatives). πi(X) est la probabilité d’hydrolyse d’une liaison
peptidique de modalité i pour la variable qualitative, ayant une valeur x1
pour la première variable quantitative et x2 pour la deuxième. Les paramètres
représentés par l’effet de la variable qualitative (αi), le coefficient directeur β1
associé à la 1ère variable et la fonction f2 associée à la deuxième variable sont
déterminés au cours de l’ajustement du modèle.

L’introduction de la non-linéarité dans le modèle par la modélisation non-
paramétrique de certains effets est motivée par la complexité des modèles d’as-
sociation avec certaines caractéristiques physicochimiques de l’environnement des
liaisons peptidiques (notamment la charge et l’hydrophobie locales).
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2.1 Introduction
Comme évoqué précédemment, le processus par lequel les aliments sont di-

gérés n’est pas totalement compris. En effet, les acteurs de la digestion ont été
identifiés, sans pour autant qu’il soit possible de prédire la biodisponibilité des
nutriments contenus dans un aliment donné. Cela s’explique notamment par le
fait que les phénomènes qui pilotent l’activité des enzymes digestives au niveau
moléculaire ne sont pas tous connus. Néanmoins, les progrès effectués en sciences
des aliments ont permis de démontrer que la qualité nutritionnelle des aliments
dépend largement de la structure et des propriété physicochimiques de la matrice
alimentaire (Fardet et al., 2013). En particulier, la macro- et la microstructure
des aliments semblent être des éléments déterminants. Dans le cas des aliments
protéiques, elles peuvent influencer la cinétique et l’étendue de la protéolyse, fa-
voriser ou au contraire limiter la libération de certains peptides (Dekkers et al.,
2016; Nyemb et al., 2014; Nyemb-Diop et al., 2016), avec dans certains cas un
impact physiologique potentiel, lorsque par exemple la biodisponibilité des acides
aminés, ou la libération de nutriments « piégés » dans la matrice s’en trouvent
modifiées (Barbé et al., 2013, 2014; Pineda-Vadillo et al., 2017).

Pour approfondir la compréhension du mode d’action des protéases diges-
tives, il est donc nécessaire d’intégrer les effets de structure des aliments et des
molécules qui les constituent. Plus précisément, les principaux facteurs qui in-
fluencent le mode de fonctionnement des protéases gastro-intestinales doivent
être identifiés et hiérarchisés. Or, la pepsine est la protéase majeure de la phase
gastrique et chronologiquement la première rencontrée par les aliments. Parmi
toutes les protéases gastro-intestinales, c’est donc celle qui sera la plus impac-
tée par les éléments de structure, mais également celle qui conditionne l’action
des protéases intervenant ultérieurement au cours de la digestion. Par ailleurs,
la pepsine a une spécificité plus large que celles des autres protéases digestives.
Cette capacité à hydrolyser une large gamme de liaisons peptidiques a même
conduit certains auteurs à considérer son action comme peu reproductible (Ahn
et al., 2013). L’activité enzymatique de la pepsine en est par conséquent d’autant
plus difficile à prédire.

Des résidus d’acides aminés (AAR) dont la présence à proximité d’une liaison
peptidique faciliterait, ou au contraire défavoriserait son hydrolyse par la pepsine
ont été identifiés (Fruton, 1970; Hamuro et al., 2008; Palashoff, 2008). La présence
de tels RAA de part et d’autre d’une liaison peptidique est donc considérée
comme un indicateur pour prédire son clivage (Tonda et al., 2017). Cependant,
les tables de fréquence de clivage établies jusqu’à présent, uniquement basées sur
la nature des résidus, s’avèrent utiles mais insuffisantes pour prédire les peptides
produits par la pepsine à partir d’une protéine donnée. On peut donc supposer
que l’activité de la pepsine est également modulée par d’autres caractéristiques
structurales des protéines, en relation par exemple avec l’accès plus ou moins
facile de la pepsine aux liaisons peptidiques. Par conséquent, la prise en compte
de telles caractéristiques pourrait améliorer la fiabilité des modèles d’activité de
la pepsine.

L’enjeu principal de cette étude était de considérer, en plus de la nature des
résidus le long de la séquence primaire du substrat protéique, différents facteurs
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physicochimiques, à l’échelle moléculaire et sub-moléculaire, qui peuvent légi-
timement être considérés comme des indicateurs de différents phénomènes tels
que l’encombrement stérique, les interactions électrostatiques et hydrophobes.
En particulier, la structure 3D des substrats protéiques a été prise en compte
afin d’évaluer l’effet de l’environnement local de chaque liaison peptidique, au-
delà de la seule séquence primaire. Cette approche originale a été développée
sur un ensemble de six protéines aux caractéristiques physicochimiques variées,
qui ont toutes été soumises à un même protocole de digestion gastrique in vitro.
L’identification expérimentale des peptides libérés et des approches de modélisa-
tion statistique ont permis d’avancer de nouvelles hypothèses quant aux facteurs
déterminants de l’activité de la pepsine.

2.2 Materials and Methods
2.2.1 Proteins

β-lactoglobulin (BLG ; Uniprot entry P02754 ; PDB entry : 1BSQ ; Cat. No.
L3908), concanavalin A (ConA ; P02866 ; 1GKB ; Cat. No. C2010), soy lipoxy-
genase (Lip ; P08170 ; 1YGE ; Cat. No. L7395) and myoglobin (MG ; P68082 ;
1AZI ; Cat. No. M9267) were purchased from Sigma-Aldrich. Ovalbumin (OVA ;
P01012 ; 10VA) was prepared following the procedure established by Croguennec
et al. (2000), and lysozyme (LYS ; P00698) was provided by Liot SA (France).
The structural characteristics and size of the proteins were collected from Uni-
prot (UniProt Consortium, 2018) and their physicochemical characteristics were
determined from the ProtParam tool of ExPaSy (Gasteiger et al., 2003).

2.2.2 Peptidomic Data Origin
The six proteins were individually submitted to digestion in gastric condi-

tions according to the static in vitro digestion model described by Minekus et
al. (2014), except that the gastric phase lasted 60 min only, and purified bile
salts (NaGC and NaGCDC, from Sigma-Aldrich) replaced bile extract. All the
digestions were performed in triplicate as described by Torcello-Gomez et al.
(2020). Protein solutions (5 mg/mL) were diluted with simulated gastric fluid
(50 :50) and the pH was adjusted to 3.0 before porcine pepsin addition (2000
U/mL in the final volume ; Cat. No. P7012 from Sigma-Aldrich). Samples (200
µL) were taken from each protein solution after 30 s, 2, 5, 10, 20, 30 and 60 min
of digestion and pepsinolysis was immediately stopped by adding 5 µL of 0.73
mM Pepstatin A in each sample.

The samples were then analysed by LC-MS/MS for peptide identification as
described by Torcello-Gomez et al. (2020). Briefly, mass spectrometry analysis
was performed using a nano-LC Dionex U3000 system fitted to a Q-Exactive
mass spectrometer (Thermo Scientific, San Jose, USA) equipped with a nano-
electrospray ion source. Peptides were separated on a C18 PepMap RSLC column
(Dionex) using an acetonitrile gradient. The Proxeon source operated in positive
ion mode using the m/z range 250 - 2,000, with a resolution of the mass analyzer
set to 70,000 for MS and 17,500 for MS/MS. Peptides were identified from the
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MS/MS spectra using the X !Tandem pipeline software (Langella et al., 2017)
against a database composed of the sequences of the proteins studied to which
was added the common Repository of Adventitious Protein (thegpm.org/crap).
Database search parameters were specified as follows : non-specific enzyme clea-
vage, and serine phosphorylation, methionine oxidation, and deamidation of glu-
tamine or aspartic acid as putative modifications. A minimum score correspon-
ding to an e-value <0.01 was required to validate peptide identification.

For five out of the six proteins digested, i.e. BLG, ConA, OVA, LYS and Lip,
the digestion was performed during the in vitro protein digestibility (Allerges-
tion) project (Torcello-Gomez et al., 2020) and peptidomic data were directly
provided by the authors. The digestion of the 6th protein, i.e. MG, especially
chosen for the current project, was performed and the peptidomic data obtained
strictly following the same protocol as Torcello-Gomez et al. (2020).

2.2.3 Generation of the data tables
Data processing was carried out with the R software (Team, 2020).

2.2.3.1 Identification of cleavage sites

The sequences of all identified peptides were collected from the peptidomic
data. For each peptide identified in at least two out of the three replicates, the
sequence was matched with the complete sequence of the protein. This matching
made possible the identification of the two peptide bonds (N- and C-terminal
ends), the hydrolysis of which has led to the release of the peptide. The hydroly-
sed peptide bonds (hereinafter referred to as "cleavage sites") were identified at
each digestion time for each protein.

2.2.3.2 Construction of the data tables

A data table was constructed for each protein. Each row of each data table
referred to one of the protein’s peptide bonds and each column to a variable
describing the peptide bonds likely to give information about the rules of pepsin
activity. Fourty variables were selected for describing the peptide bonds as such
(20 variables), their physicochemical (11 variables) and structural (2 variables)
environment, and their cleaved/non-cleaved status at each digestion time (7 va-
riables).
Description of the peptide bonds (20 variables)

The nature of 10 AAR on each side of each peptide bond along the primary
sequence were the first 20 variables. Conventionally, the position occupied by
these 20 AAR from the closest to the furthest from the peptide bond are called
P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9 and P10 (N-terminal side), respectively and
P1’, P2’, P3’ P4’, P5’, P6’, P7’, P8’, P9’ and P10’ (C-terminal side), respectively.
Physicochemical environment of the peptide bonds (11 variables)

The accessibility of the peptide bonds, illustrated by the Solvent Accessible
Surface Area (SASA), was calculated from the Protein Data Base (PDB) file
of each protein with the "measure sasa" function of Visual Molecular Dynamics

http://thegpm.org/crap
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(VMD) (Humphrey et al., 1996), using 1.4 Åas the probe radius. Firstly, the
accessibility of the peptide bond within the protein which it is part of ("SASA
protein") was calculated, i.e. considering the 3D folding of the protein. Secondly,
the accessibility considering the peptide bond as isolated ("SASA isolated") was
calculated. Finally, the only accessibility variable retained for analysis was the
ratio of "SASA protein" to "SASA isolated", hereinafter referred to as "SASA
ratio".

The next variables referred to the number of potentially influent post-
translational modifications (PTM) (disulphide bridge, phosphorylation,
glycosylation or acetylation) around each peptide bond within four different
radiuses : 3, 6, 9 and 15 Å ( "PTM 3A", "PTM 6A", "PTM 9A" and "PTM 15A",
respectively). The distances between the considered peptide bond and all the
residues carrying a PTM were calculated from the PDB file of the protein using
the coordinates ("X", "Y" and "Z") of the alpha carbons of the AAR. The number
of PTMs inside each radius around the peptide bond was then determined.

Three variables were generated for reporting the net charge of the residues
surrounding each peptide bond considering three different radiuses : 3, 6 and 9
Å ("charge 3A", "charge 6A", "charge 9A", respectively). It is noteworthy that 9
Å is the radius length allowing to consider the 8 residues generally assumed to
be bound by the active site of pepsin (Polverino de Laureto et al., 2002). For
each peptide bond, the distances to all residues of the protein were calculated
as explained above, before selecting the residues located within the considered
radiuses. The charge of each selected residue was calculated as the sum of the
charges of all the atoms contained in it. The PQR file containing these charges
was generated thanks to the PDB2PQR / PROPKA program (http ://ser-
ver.poissonboltzmann.org/pdb2pqr) (Dolinsky et al., 2004; Olsson et al., 2011;
Søndergaard et al., 2011) using the CHARMM force-field at pH 3.0.

Three variables referred to the total hydrophobicity (GRAVY) of the resi-
dues surrounding each peptide bond, also considering radiuses of 3, 6 and 9
Å ("GRAVY 3A", "GRAVY 6A", "GRAVY 9A", respectively). Using a similar
procedure as for the net charge, the GRAVY score was calculated for each ra-
dius using the "hydrophobicity" function of the package "peptides" (Osorio et al.,
2015) and the Kyte-Doolittle scale.
Structural environment of the peptide bonds (2 variables)

The "secondary structure" variable indicated the conformation of the protein
segment, according to the PDB file, containing the two AAR on both sides of the
considered peptide bond. In order to enable further analyses, the nomenclature
adopted by the PDB was simplified to minimize the number of modalities, and so
to have enough observations for each of them. To this end, the different α-helix
types (H, G, I) were grouped into the single modality "helix", the different β-
sheet types (E and B) into the single modality "sheet", and finally the less ordered
structures (S, T and C) into the single modality "coil". This grouping was decided
in accordance with Reeb & Rost (2019). As a result, six different modalities
were defined for the "secondary structure" variable : HH, EE, CC, HE, HC and
EC. The distance between each peptide bond and the nearest unstructured zone
(coil) along the primary sequence, and expressed in number of AAR, was another
generated variable, namely "Distance from coil".
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Cleaved/non-cleaved status (7 variables)
For a given peptide bond, there were seven cleavage variables, one per diges-

tion time ("cleavage T05", "cleavage T2", "cleavage T5", "cleavage T10", "cleavage
T20", "cleavage T30" and "cleavage T60", respectively). The cleavage variable was
set to "1" if the peptide bond was cleaved, i.e. if among the peptides identified
there was at least one peptide generated by the cleavage of the peptide bond in
question, and to "0" otherwise.

2.2.3.3 Calculation of the protein density

The density of a protein can be defined as the mean number of AAR per
unit of volume. In that aim, theoretical volumes represented by spheres with
5 Å radius were equitably distributed throughout each whole protein, in three
dimensions (X, Y, Z). The centres of the spheres were placed at each node of
a 3D grid, the unit element of which was a 3 Å cube. All the spheres without
residues inside were excluded of the calculation of the protein density as they
were assumed to be located outside the protein. Finally, the protein density was
calculated as the mean number of residues per sphere.

2.2.4 Statistical and descriptive analyses
All the analyses were performed using the R software (Team, 2020). The

data table used to construct the table of cleavage frequencies, logistic regression
models and the optimal model was a merge data of all the different protein data
tables (cf. 2.2.3.2). Therefore, a variable referring to the protein to which the
peptide bond belongs ("protein") was added to the variables.

2.2.4.1 Table of cleavage frequencies

The cleavage frequency represents the percentage of P1-P1’ peptide bonds
which were cleaved at least once, to the total number of occurrences of the P1-
P1’ combination in the six proteins digested. The table of cleavage frequencies
was constructed using the "coltable" function of the SensoMineR package (Husson
& Lê, 2009). The column names represented the nature of the AAR at the P1
position, while row names represented the nature of the AAR at the P1’ position.

2.2.4.2 Peptides coverage maps

For a given protein, all the peptides identified during the course of the in
vitro digestion were mapped on the complete protein sequence using the "seg-
ments" function of the graphics package (Team, 2020). Each peptide was drawn
on a separate horizontal line, from the peptide with the smallest starting residue
number on the top, to the one with the highest residue number at the bottom.

2.2.4.3 Logistic regression models

Maximum-likelihood estimation of logistic regression models was implemen-
ted using the "glm" function of the R package stats (Team, 2020). Studentized
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propensity scores and t-tests for the significance of adding the variable were ob-
tained using the summary function of the same package. Analyses of deviance
tables were obtained from the different variables assessed by the logistic regres-
sion models constructed, for type II tests, using the "Anova" function of the car
package (Fox & Weisberg, 2019) or for type I tests, using the anova.glm function
of the R package stats (Team, 2020).

2.2.4.4 Feature selection

A stepwise search of a regression model including only a subset of explanatory
variables and minimizing the Akaike Information Criterion (AIC) was implemen-
ted using the forward/backward algorithm of the function "stepwise" in the R
package "RcmdrMisc" (Team, 2020). The former recursive algorithm starts with
no variable in the model and updates the current model by adding the expla-
natory variable that leads to the largest decrease of the AIC. The relevance of
adding this variable to the model was automatically assessed by a likelihood ratio
test. The area under the sensitivity/specificity curve (AUC) was chosen as the
criterion for evaluating the model.

2.3 Results and Discussion
2.3.1 Main features of the six proteins digested

The panel of the six proteins investigated in the present study offers a wide
range of physicochemical properties (Suppl. 2.5.1). In that respect, the molecular
weight of the proteins varies by a factor of eight between the largest protein
(lipoxygenase (Lip), 94.369 kDa) and the smallest one (lysozyme (LYS), 14.313
kDa). Their isoelectric points (pI) range from acidic values (pI=4.83 for BLG)
to basic ones (pI=9.32 for LYS). The proteins also differ in terms of secondary
structure : myoglobin (MG) consists exclusively of α-helices (79.7%) whereas
β-lactoglobulin (BLG) and concanavalin-A (ConA) mainly consist of β-sheets
(54.3% and 48.3%, respectively). Some of these proteins carry PTMs as disulfide
bridges (LYS, BLG and ovalbumin (OVA)), phosphorylations (OVA and MG),
or glycosylations (OVA), in different proportions. Similarly, their stability index,
aliphatic index, and GRAVY scores vary by factors of 4, 1.6, and 78, respectively.
Therefore, it can be assumed that this panel of proteins provides the opportunity
to assess how the physicochemical and structural characteristics of proteins can
affect the pepsin activity.

2.3.2 Pepsin cleavage sites are not uniformly distributed
along the protein sequences

The six proteins presented above have been individually submitted to in vitro
gastric digestion during which samples were collected at seven digestion times.
The peptides were unambiguously identified by LC-MS/MS analysis. Throughout
the 60-min digestion, the total number of different peptides identified varied
from only six for LYS, up to 345 for Lip (Suppl. 2.5.2). Most of the peptides
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(50 to 93%) were identified as early as 30 s of digestion for all the proteins, and
only a few additional peptides were generated at a later stage of the digestion,
meaning pepsin was very active from the very first moments of the digestion. It
is noteworthy that in the present study, pepsin was added in protein solutions
at pH 3.0, at which pepsin activity is almost maximum (Luo et al., 2018). in
vivo, however, the gastric pH quickly increases while food enters into the stomach
(except with highly acidic foods) before decreasing very progressively all over the
stomach (Nau et al., 2019). In real conditions, proteolysis by pepsin is therefore
probably not as quick as observed in the present in vitro study.

The identified peptides covered a high proportion of the protein sequences
they stemmed from for all the proteins (from 68.3% up to 100% protein coverage),
except LYS (25.6%) (Figure 2.1). The peptide coverage maps also highlight how
the structural particularities of each protein can affect the identification and/or
the release of peptides during digestion. Most of the protein segments not cove-
red by the identified peptides despite the 60-min digestion contained structural
particularities (Figure 2.1). Especially, most of these segments contained Cys re-
sidues involved in disulfide bridges (Figures 2.1B, 2.1D, 2.1F). It can be assumed
that these fragments did actually exist in the digested samples, but were not
identified by LC-MS/MS because they did not correspond to theoretical linear
sequences that were used for bioinformatics identification. Surprisingly, we iden-
tified in BLG digesta a peptide including a Cys residue (Cys106) involved in a
disulfide bridge (Figure 2.1D). This peptide probably stemmed from denatured
BLG molecules in which the disulfide bridge Cys106-Cys119 was cleaved. Such a
denaturation could result from the process applied to produce the BLG powder
and/or from the storage conditions of the protein powder (Norwood et al., 2016).

Peptides were also missing in the OVA sequence around the glycation site
(Figure 2.1F). The length of the missing segment (35 AAR) suggests that the
proteolysis could have been hindered due to the steric hindrance of the glyco-
sylated group. The decrease of pepsin accessibility to its cleavage sites due to
glycosylation has been previously reported (Niu et al., 2016). In contrast, nei-
ther acetylation (Gly1, Figure 2.1F) nor phosphorylation (Ser3, Figure 2.1A ;
Ser344 Figure 2.1F) seemed to disturb pepsinolysis.

There were also missing segments that did not present any structural specifi-
city. Some of them, of five AAR or less (10 zones in Lip and 3 in OVA), could be
too small to be identified by LC-MS/MS because of technical limits (5-6 AAR).
These small fragments are inherently indicative of protein zones actively and/or
preferentially hydrolysed by pepsin. However, there were also longer missing seg-
ments (9, 5, 1 and 1 in Lip, OVA, BLG and ConA, respectively) without PTM or
other apparent constraint that could explain why these zones were not identified
in the peptide populations (Figures 2.1C, 2.1D, 2.1E, 2.1F).

By contrast, some zones of the protein sequences were much more covered
than others, i.e. they were included in a high number of different peptides (Fi-
gures 2.1A, 2.1C, 2.1D, 2.1E, 2.1F). This suggests these highly-covered zones
could be relatively resistant ones, located between two highly susceptible zones
in which many different peptide bonds could be hydrolysed by pepsin.
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Figure 2.1 – Peptide coverage maps of (A) myoglobin (MG) ; (B) lysozyme (LYS) ; (C)
lipoxygenase (Lip) ; (D) ß-lactoglobulin (BLG) ; (E) concanavalin-A (ConA) ; (F) ovalbumin
(OVA). The size of each identified peptide is relative to the length of the complete protein
sequence represented at the top of each graph. Blue arrows indicate cysteine residues involved
in a disulfide bridge (SS), a glycosylation site (N-Glyc), phosphoserine residues (SEP), or an
acetylated residue (ACE). The coloured areas of the maps represent the segments of protein
sequences not recovered in the peptide populations (not covered areas).
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2.3.3 Sensitivity to pepsinolysis depends on protein den-
sity and PTMs

Proteolysis degree is commonly expressed as either the percentage of hydroly-
sed peptide bonds over the total number of peptide bonds, or as the concentration
ratio of the hydrolysed proteins to the initial proteins (w/w). According to the
latter definition, a high protein sensitivity means a high proportion of hydroly-
sed protein molecules, even if the number of peptide bonds hydrolysed in each
protein molecule is low.

In the present study, peptidomic data could only be used to identify released
peptides but not to measure their absolute abundance. Therefore, the usual pro-
teolysis degree mentioned above could not be deduced. However, the proportion
of peptide bonds cleaved at least once during the 60-min digestion (hereinafter
referred to as cleavage rate) could be considered as an indicator of the protein
sensitivity to pepsinolysis, although slightly different to the parameters com-
monly used (Deng et al., 2018). Hence, a high cleavage rate indicates that the
protein sequence is susceptible to pepsinolysis at many places. This criterion of
protein sensitivity to pepsin is the one used in the sections below.

2.3.3.1 High molecular density increases resistance to pepsinolysis

Since pepsin activity requires a physical access to peptide bonds, we assumed
that the sensitivity to pepsin hydrolysis could depend on protein density. Figure
2.2 shows the relationship between the mean protein density (estimated as explai-
ned in section 2.2.3.3) and the cleavage rate, which highlighted huge differences
between the six proteins studied. As expected, the protein with the highest den-
sity, namely LYS, has the lowest cleavage rate, i.e. 7.0% (Figure 2.2). In contrast,
MG has a much lower density and the highest cleavage rate, i.e. 67.8%. In all,
considering LYS, BLG, ConA and MG, a negative relationship between protein
density and protein cleavage rate seemed to emerge (Figure 2.2).

However, Lip and OVA displayed dissimilar patterns. Lip (839 AAR) is ap-
proximately six times as big as the other proteins, except OVA (385 AAR). Then,
regardless of the protein density, the percentage of peptide bonds easily accessible
for pepsin is statistically lower in a large protein in comparison to a smaller one
(Hamuro et al., 2008). This could explain why, despite a mean density slightly
lower than that of MG, the cleavage rate was lower for Lip (33.5%) than for MG.
Concerning OVA, since glycans are not described in the 3D structure established
from X-ray crystal diffraction, they could not be taken into account in the mean
density estimation, thus possibly leading to underestimation.

2.3.3.2 Disulfide bridges and glycosylation increase resistance to pep-
sinolysis

As shown in Figures 2.1 and 2.2, LYS seems to be the most resistant protein
to pepsin hydrolysis considering that it has the lowest cleavage rate (7.0%). This
is consistent with the low number of peptides generated from LYS (Suppl. 2.5.2),
and with the literature in which LYS is described as particularly resistant throu-
ghout the gastric phase, probably due to its very compact and rigid structure
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Figure 2.2 – Relationship between cleavage rate (%) and mean density of pro-
teins. MG, LYS, Lip, BLG, ConA, and OVA are respectively the abbreviations
for myoglobin, lysozyme, lipoxygenase, beta-lactoglobulin, concanavalin-A, and
ovalbumin. The mean density is the mean number of residues in a sphere 5 Å in
radius. The linear regression line is based on LYS, BLG, ConA, and MG only.

stabilised by four disulfide bridges in a sequence of 129 AAR only (Jiménez-Saiz
et al., 2011). Indeed, beyond the compactness of a protein, reflected by the mean
protein density score presented above, protein flexibility is another key parame-
ter. Protein flexibility can increase susceptibility to proteolysis as it is assumed
that the active site of proteases needs access to an unfolded stretch of up to 12
AAR (Fontana et al., 1997) and binding 8 to 10 AAR of them (Polverino de Lau-
reto et al., 2002). It is therefore noteworthy that the flexibility of LYS increases
at very low pH (1.2 – 2.0) but remains low at pH 3.0 (Polverino de Laureto
et al., 2002), i.e. the pH of the in vitro digestion. Similarly, BLG in its native
state is generally considered as highly resistant to pepsin hydrolysis due to a low
flexibility, partly explained by the presence of two disulfide bridges (Gekko et
al., 2003).

OVA seems to be also characteristically resistant to gastric digestion consi-
dering a cleavage rate of 20.3% (Figure 2.2). The relative resistance of OVA
to pepsinolysis has been explained as a consequence of the protein glycosyla-
tion (Dupont et al., 2010). The presence of N-glycosylated groups would help
to stabilise the tertiary structure of OVA, as it was reported for other proteins
due to interactions between the oligosaccharide core and the AAR side chains
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(Opdenakker et al., 1993). This stabilising effect should be higher in the acidic
conditions of in vitro gastric digestion (Niu et al., 2016). In addition, the steric
hindrance due to the N-linked glycan (Opdenakker et al., 1993; Niu et al., 2016)
may contribute to the resistance of OVA to pepsinolysis.

The three proteins that had the highest cleavage rates (Lip, ConA, and MG,
Figure 2.2) share one common feature which is the absence of disulfide bridges, or
glycosylation. This could result in a higher accessibility of pepsin to the peptide
bonds in these protein sequences, because not hindered by structure constraints.
Moreover, high values for both the cleavage rate (Figure 2.2) and coverage rate
(Figure 2.1) calculated for these proteins could be indicative of an easier peptide
identification in the absence of PTMs.

Consistently with the present study, the high susceptibility of Lip to hydroly-
sis by pepsin has been previously reported (Astwood et al., 1996). Other results
of the present study may appear less consistent with the available literature. MG
was reported to be resistant during in vitro gastric digestion (Q. Li et al., 2020),
whereas the highest cleavage rate was measured for this protein in the present
study. ConA was reported to be as susceptible as OVA to pepsinolysis (Takagi
et al., 2003), contrary to the present results. BLG seemed to be more suscep-
tible to pepsin than reported in literature which mentions BLG as much more
resistant than OVA (Dupont et al., 2010), or of equivalent susceptibility (Ast-
wood et al., 1996; Takagi et al., 2003). In contrast, cleavage rate measurement
indicated OVA as more resistant to pepsin hydrolysis than generally reported
in literature, considering that no intact proteins remain after 60 min of gastric
digestion (Takagi et al., 2003; Torcello-Gomez et al., 2020). As mentioned above,
these discrepancies most likely arise from the different experimental approaches
(SDS-PAGE, free NH2 release, etc) and the related calculations used to assess
the protein sensitivity to pespinolysis. Moreover, the variability in the experi-
mental conditions (pH, pepsin and substrate concentrations, etc.) used for the
digestion experiments may also contribute to these discrepancies.

2.3.4 The nature of the AAR at P1 position is more cri-
tical for pepsin activity than that at P1’ position

Pepsin specificity is usually determined by identifying the AAR the presence
of which near a given peptide bond would favour its pepsinolysis (Fruton, 1970;
Hamuro et al., 2008), introducing the concept of "preferential" cleavage sites.
Hamuro et al. (2008) reported the residues at the P1 and P1’ positions as having
the greatest influence on pepsin hydrolysis. In order to make the present study
comparable to that of Hamuro et al. (2008) regarding the specificity of pepsin,
only the peptide bond cleavages observed after 30 s of digestion were considered
for analysis in the following sections. For the six proteins of the present study, and
the 400 (20x20) possible peptide bonds depending on the nature of the residues
at the P1 and P1’ positions, the cleavage frequencies observed are indicated in
Table 2.1 The highest cleavage frequencies (higher than 40%) concern 115 P1-P1’
combinations (28.75% of the total, red cells). The medium cleavage frequencies
(20 to 40%) concern 86 combinations (21.5% of the total, orange cells) The
lowest cleavage frequencies (less than 20%) concern 47 combinations (11.75% of
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the total, yellow cells). Some P1-P1’ combinations (128, 32% of the total) were
never hydrolysed (white cells), and 24 P1-P1’ combinations (NaN, grey cells) did
not exist in the data set.

Table 2.1 – Cleavage frequencies of all possible peptide bonds after 30 s of
digestion. Cleavage frequency means percentage of cleavages of a given P1-P1’
combination to the total number of this combination in the six proteins of the
dataset. The column names give the nature of the AAR (according to the inter-
national codification) at the P1 position. The row names give that of the residue
at the P1’ position. The higher (]40%-100%]), medium (]20%-40%]) and lower
(]0%-20%]) frequencies are respectively coloured in red, orange and yellow. The
P1-P1’ combinations never hydrolysed appear in white. NaN means that the
combination did not exist in the data set. The "Ave." column (respectively "Ave."
row) shows the average cleavage frequencies for all the peptide bonds for which
the corresponding AAR is located at the P1 position (respectively P1’ position).
Color should be used for this table in print.

Consistently with Hamuro et al. (2008), the present study highlights that
pepsin cleaves preferentially certain peptide bonds, whereas some others are never
or very rarely hydrolysed (Table 2.1). This makes it clear that the nature of the
residues at both P1 and P1’ positions is a strong determinant for the activity
of pepsin. Thus, the highest average cleavage frequencies were observed after
Phe (F), Leu (L) and Glu (E) residues (vs after Phe, Leu and Met according to
Hamuro et al. (2008)), and before Phe, Leu and Tyr (Y) residues (vs before Tyr,
Phe and Trp according to Hamuro et al. (2008)). The present results thus confirm
the affinity of pepsin for hydrophobic AAR. However, some P1-P1’ combinations
not including these AAR were also highly hydrolysed by pepsin : 100% of the
Gln-Asn (Q-N), Gln-Gln (Q-Q), Gln-Arg (Q-R), Val-Trp (V-W) and His-Thr
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(H-T) combinations were hydrolysed (Table 2.1). Moreover, unlike Hamuro et al.
(2008), some cleavages after His, Lys, Arg and Pro (P) were observed. Despite
the frequencies of these cleavages were low, it demonstrates that these four AAR
at P1 position do not definitely prohibit cleavage by pepsin. This might be due
to different experimental conditions as compared to the ones used by Hamuro et
al. (2008) who, in particular, used immobilised pepsin.

Moreover, as reported by Hamuro et al. (2008), the nature of the AAR at the
P1 position seems to have a stronger influence on pepsin cleavage than the AAR
at the P1’ position. Indeed, the distribution of the average cleavage frequencies
for the different AAR at the P1 position has a high standard deviation (14.1),
with three AAR (Phe, Leu and Glu) after which a cleavage was very frequently
observed (more than 42% on average), and one AAR (Cys, C) after which clea-
vage was never observed. This absence of cleavage after the Cys residues may
be partly due to their involvement in disulfide bridges (14 out of the 23 Cys of
the data set), making these AAR less accessible for pepsin. In contrast, a low
standard deviation (8.5) was observed for the distribution of the average cleavage
frequencies depending on the AAR at the P1’ position. Interestingly, moderate
cleavage frequencies (between 20.6 and 38.5% on average) were observed after 17
out of the 20 different AAR at the P1’ position.

However, some P1-P1’ combinations are much more frequent than others in
the sequences of the six proteins studied, whereas some are even missing (Suppl.
2.5.3). This should prompt us to consider with caution the table of cleavage fre-
quencies. For example, 100% cleavage was calculated for the combination Leu-Trp
(L-W) (Table 2.1), but this combination occurred only once in the data set. Mo-
reover, the table of cleavage frequencies was constructed by pooling the results
from the six proteins, without considering that the location of each P1-P1’ com-
bination probably differs from a protein to another, regarding structure features
in particular, with potential consequences on its accessibility. This means that
conclusions on pepsin preferences, based on observing the cleavage frequencies
as calculated in Table 2.1 only, sounds risky. To address this issue, a statistical
approach is proposed thereafter, based on propensity scores, and in which all the
limitations exposed above have been considered.

Pepsin specificity can be viewed as the propensity of pepsin to cleave a se-
quence of AAR not randomly along this sequence. Hereafter, a logistic regression
model of the probability of a cleavage at a given peptide bond has been intro-
duced to identify which AAR located at P1 and P1’ positions favour cleavage.
In order to account for the aforementioned highly different cleavage rates across
proteins, the protein to which the peptide bond belongs was also considered. As
a result, the model introduced three sets of propensity parameters : a first set
of six propensity parameters (one for each protein) and two sets of 20 propen-
sity parameters (one for each AAR at P1 and P1’ positions, respectively). For
convenience, each set of propensity scores sum to zero, meaning that a peptide
bond with all P1 and P1’ propensity scores equalling zero would have the same
probability of a cleavage than all other peptide bonds within the same protein. A
largely positive propensity parameter, for a given AAR at a given position, would
indicate that this AAR favours cleavage, whereas a largely negative value would
indicate that this AAR disfavours cleavage. The Cys (C) residue was excluded
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from this step as poorly represented in the dataset (Suppl. 2.5.3). Moreover, it
is the only one after which no cleavage was observed. Consequently, its strongly
negative propensity score (- 13.2) hinders the analysis of the propensity scores of
the other AAR at P1 position. The overall goodness-of-fit of the model was first
assessed by the squared Pearson correlation of fitted probabilities of a cleavage
for all pairs of AAR at P1 and P1’ positions against observed probabilities, and
clearly indicates a non-random fitting (Suppl. 2.5.4).

In the logistic regression framework, under the hypothesis that the pepsin
activity would not depend on the nature of the AAR at P1 position (respec-
tively P1’), all P1 (respectively P1’) propensity scores would be zero, which is
addressed by a likelihood-ratio test. Results clearly show that pepsin activity
strongly depends on the nature of the residue both at P1 (p-value <2.2e−16) and
at P1’ (p-value = 2.52e−08) positions. The lower significance level at P1’ position
confirms our previous hypothesis of a greater influence on pepsin activity of the
residue at P1 position than that at P1’.

2.3.5 Huge differences of cleavage propensity scores bet-
ween AAR at P1 position, evidence of positive or
negative effect on pepsin activity

Figure 2.3 displays the estimated P1 and P1’ studentized propensity scores (z-
scores) for a cleavage. Studentization offers standard rules to identify AAR with
significant propensity scores (if absolute value exceeds 1.96, then the propensity
score is significant at level 0.05). Non-significant AAR (grey square on Figure
2.3) will not be discussed below.

Leu (L) and Phe (F) residues have strongly positive studentized propensity
scores at both P1 and P1’ positions, meaning that their presence on both sides
of a peptide bond would favour in all cases its hydrolysis by pepsin. Opposite
conclusions may be drawn for Gly (G) residues, associated with strongly negative
studentized propensity scores at both P1 and P1’ positions. Therefore, Gly would
disfavour pepsin activity in all cases. Glu (E) and Met (M) residues have positive
studentized propensity scores, and Pro (P), Lys (K), His (H) and Ser (S) residues
have negative scores when located at P1 position, whereas their studentized
propensity scores are not significant when located at P1’ position. Therefore,
these AAR influence pepsin activity only when located at P1 position : Glu and
Met would favour pepsinolysis, whereas Pro, Lys, His and Ser would disfavour
pepsin activity. In contrast, Thr (T) would disfavour pepsin activity when located
at P1’ position, but would have no effect when located at P1 position. At last, Ile
(I) is the only AAR which significantly disfavours pepsinolysis when located at P1
position, but favours pepsinolysis when located at P1’ position. In summary, only
10 AAR out of the 20 would have a significant influence on pepsin activity when
located at P1 position, and only 5 at P1’ position (Figure 2.3). It is noticeable
that the results of the present study were overall consistent with the conclusions
of Hamuro et al. (2008) who tested 39 proteins, compared to only six proteins
in the present dataset. One can assume that the general statistical framework
chosen here avoids the potential bias due to a smaller dataset in which all the P1-
P1’ combinations are not equally present. In contrast, some conclusions drawn
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Figure 2.3 – Studentized propensity scores of residues at the P1 and P1’ posi-
tions for all proteins after 30 s of digestion. Studentized propensity scores were
obtained using a logistic regression model.

from simple counting of P1-P1’ actually cleaved (Table 2.1) were not confirmed
by the studentized propensity score methodology. Thus, Tyr (Y) and Trp (W)
residues have no significant propensity scores at both P1 and P1’ positions.
Therefore, although Hamuro et al. (2008) identified the positive impact of Trp
at P1’ position on pepsin activity, it is not confirmed by the present study. It
might be due to the critically low number (31) of Trp residues in the present
dataset.
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2.3.6 Extended characterization of pepsin specificity
beyond P1 and P1’ with a greater influence of the
N-terminal side

The former logistic regression model of the probability of a cleavage is now
extended in order to investigate the impact of AAR at all positions beyond P1
and P1’ from P10 at the N-terminal side, to P10’ at the C-terminal side. The
analysis of deviance table of the model is provided in Table 2.2. Note that the
relative locations Pi’ at the C-terminal side and Pi at the N-terminal side of
AAR have been added successively in the model according to their distance to
the peptide bond (Type-I analysis of deviance). An alternative testing approach
was also conducted where locations at Pi are introduced before locations at Pi’,
with similar conclusions (data not shown).
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Table 2.2 – Analysis of deviance Table (type I) successively including signifi-
cance testing of positions of AAR around a peptide bond. Positions were included
according to their distance to the peptide bond.

As expected, the residue at P1 position had a greater influence than the one
at P1’ position (p-value < 2.2e−16 and p-value = 2.3e−04, respectively). This is
generally true up to the eighth position around the peptide bond. Thus, unlike
what Hamuro et al. (2008) reported, the nature of AAR in the environment of
a peptide bond affects pepsin activity far beyond the third AAR on both sides.
This makes sense, knowing that pepsin activity requires an interaction of the
protease with a stretch of 8 to 10 AAR (Polverino de Laureto et al., 2002).
However, this questions previous studies concluding that pepsin would interact
with seven residues at most (Powers et al., 1977).

In the present study, a significant effect was observed even for the 9th and
10th AAR, at least at the N-terminal side (Table 2.2). However, in that case, it is
likely that it reflected a conformational effect. Indeed, some AAR, away from a
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peptide bond along the protein sequence, may eventually be near because of the
protein 3D structure. In such a case, these AAR could influence pepsin activity,
because of their effect on the physicochemical environment of the peptide bond.
Therefore, it seemed relevant to investigate the effect of such physicochemical
and structural parameters.

2.3.7 Hydrophobicity, 3D-structure and charge around
the peptide bonds also influence pepsin activity

In order to assess how much the physicochemical environment and structural
features do affect the cleavage of a given peptide bond, compared to the nature
of AAR from P10 to P10’ positions, the statistical model described above has
been completed with covariates providing a description of the close environment
of peptide bonds. All the explanatory variables described in Section 2.2.3.2 were
candidate covariates to enter the model. A stepwise feature selection algorithm
was implemented to identify a minimal subset of covariates leading to an optimal
fit. The resulting model kept 21 variables (Table 2.3). The quality of the model
was assessed through the Area Under the ROC Curve (AUC) which measures the
ability of the model to predict the occurrence of a cleavage. A poor prediction
performance is measured by a low AUC value, close to 0.5, whereas a large value,
close to 1, indicates a good prediction performance (Fawcett, 2006). The high
AUC value obtained here, 0.9338, therefore validates the selection of features
to explain the cleavage mechanism. Table 2.3 presents the type-II analysis of
deviance of the selected model.

As expected, the nature of the AAR flanking the peptide bonds, up to the
seventh residues on both sides (p-value < 1.3e−04), had the most significant
influence on pepsin action. The nature of the 10th residue on the N-terminal
side was also significant (p-value = 1.3e−05), but likely due to conformational
effects, as mentioned above.

The nature of the protein ("protein" variable) digested also provides highly
significant supplementary information (p-value = 7.4e−14). This is consistent with
literature that already established that some proteins are digestible by pepsin
much more than others, probably due to different physicochemical and structural
properties. In fact, the "protein" variable likely sums up influencing variables
not taken into account in the model. For instance, protein density and rigidity
did not enter the model, which focused on peptide bond characteristics only
(peptide bond scale). Yet, the very compact and rigid structure of LYS has also
been mentioned to explain high resistance to pepsinolysis (Jiménez-Saiz et al.,
2011). On the contrary, MG, the less dense protein in the present dataset, was
found to be more susceptible to pepsinolysis (Figure 2.1). If available, enthalpy of
denaturation or protein compressibility might be relevant parameters to consider
for further studies, at the protein scale.

The "secondary structure" variable also had a significant influence on pep-
sin activity (p-value = 8.1e−04). This is consistent with the thermodynamically
disadvantageous conditions for proteolysis of rigid elements of secondary struc-
tures, and especially of helices (Fontana et al., 1997), despite some exceptions
apply, for instance with caspase-3 protease and glutamyl endopeptidase which
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Table 2.3 – Analysis of deviance Table (type II) for the logistic regression model
of the probability of a cleavage introducing physicochemical effects within the
environment of a peptide bond. The p-value for each effect reflects its importance
with respect to all other effects.

cleave in helices nearly as frequently as in unstructured loops (Timmer et al.,
2009). It is noteworthy that the variable "distance from a coil" was similarly si-
gnificant (p-value = 8.2e−04). The negative coefficient associated to the variable
"distance from a coil" (Suppl. 2.5.5) indicates that pepsin would preferentially
hydrolyse peptide bonds in or nearby coils, in accordance with Fontana et al.
(1997) who stated that pepsin needs access to an unfolded stretch of up to 12
AAR to be able to cleave a peptide bond.

Hydrophobicity (GRAVY score) around the peptide bond in a 9 Å radius
(p-value = 1.1e−03) is another significant variable thus providing supplementary
information. Hence, the negative coefficient associated to this variable (Suppl.
2.5.5) indicates that the higher the hydrophobicity, the lower the cleavage proba-
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bility. This is consistent with the location of hydrophobic areas that are mainly
located at the core of globular proteins like those here studied. Therefore, we can
assume that such areas may be less accessible to pepsin than hydrophilic areas,
mainly exposed to the surrounding water.

Finally, the net charge in the environment of the peptide bonds turns out
to have also a significant impact on pepsin activity (8.6e−03 and 1.7e−02 for
the charge around the peptide bond in 3 Å and 9 Å radiuses, respectively).
The negative coefficient associated to "charge 9A" (Suppl. 2.5.5) indicates that
the presence of positive charges around the peptide bond inhibits cleavage by
pepsin. According to the charge calculation with the PDB2PQR / PROPKA
program, at pH 3.0, pepsin surface is mainly positively charged (data not shown)
and could be preferentially attracted by negatively charged areas of the protein.
On the contrary, there is a positive coefficient associated to the "charge 3A"
variable, indicating that positive charge very close to the peptide bond favours
pepsinolysis. This would be consistent with the presence of two Asp residues
playing a key role in the active site of pepsin (Sepulveda et al., 1975).

2.4 Conclusion
Cette étude avait pour objectif de revoir la définition de la spécificité de la

pepsine avec des outils statistiques appropriés dans le but de confirmer et/ou
compléter les résultats précédemment publiés. En utilisant une approche statis-
tique originale, basée sur des scores de propension calculés pour chaque position
de part et d’autre d’une liaison peptidique, le biais inhérent au contenu du jeu
de données protéiques (occurrence de chaque combinaison P1-P1’) a pu être éli-
miné, et des modèles statistiques fiables ont pu être proposés pour prédire le
clivage des liaisons peptidiques. Cette approche a permis de conclure que ni la
présence de résidus de tryptophane, ni celles des résidus de tyrosine n’avaient
d’effet significatif sur la pepsinolyse en position P1 ou P1’, contrairement à ce
qui avait été rapporté précédemment. De plus, la nature des résidus d’acides ami-
nés des deux côtés d’une liaison peptidique s’est avérée critique pour l’activité de
la pepsine jusqu’au septième niveau (P7 et P7’), soit sur une zone beaucoup plus
longue que ce qui a été rapporté précédemment. Plus précisément, les résidus
d’acides aminés du côté N-terminal des liaisons peptidiques se sont avérés plus
déterminants.

Par ailleurs, bien que cette étude ait confirmé que la nature des résidus
d’acides aminés est un élément clé de l’activité de la pepsine, elle a aussi mis
en évidence que d’autres facteurs sont à prendre en compte. La nature de la pro-
téine apparaît comme un facteur majeur, probablement en raison de différences
en termes d’accessibilité de ses différentes liaisons peptidiques. En particulier, la
densité de la protéine influencerait la sensibilité à la pepsine, ainsi que les modi-
fications post-traductionnelles, qui semblent généralement défavorables. De plus,
les paramètres physicochimiques et les caractéristiques structurales de l’environ-
nement des liaisons peptidiques ont également leur importance. Ainsi, la pepsine
aurait plus d’affinité pour les zones chargées négativement et non hydrophobes,
mais couperait préférentiellement les liaisons peptidiques dont l’environnement
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proche est chargé positivement. Les éléments de structure secondaire limiteraient
l’activité de la pepsine.

Il convient toutefois de préciser que les paramètres structuraux et physico-
chimiques introduits dans les modèles statistiques ont été déterminés sur la base
des structures cristallographiques des protéines, qui peuvent être différentes des
structures réelles dans les conditions acides appliquées (pH 3,0). Malheureuse-
ment, les changements structuraux des protéines en fonction du pH ne sont pas
encore déterminés pour les six protéines étudiées ici, ce qui rend impossible l’ajus-
tement des paramètres physicochimiques et des caractéristiques structurales aux
conditions effectives de la digestion in vitro. Une autre limite de l’étude réside
dans le fait que la dynamique des protéines n’a pas pu être prise en compte par
manque de données disponibles, alors qu’il s’agit d’un paramètre majeur pour
les propriétés des protéines et leurs interactions avec les enzymes (H. Li et al.,
2021; Timmer et al., 2009). Les structures PDB "statiques" utilisées dans la pré-
sente étude, qui sont des structures "moyennes", ne permettent pas de refléter
cette dimension dynamique des caractéristiques des protéines. Pour surmonter
ces limitations liées à l’effet du pH et à la dynamique des systèmes protéiques, de
nouvelles stratégies expérimentales restent à inventer. Enfin, certaines caractéris-
tiques des protéines non étudiées ici, comme la flexibilité des protéines, seraient
également pertinentes à considérer.

Plus généralement, ce travail a permis de définir un dispositif statistique per-
mettant de répondre sans équivoque aux questions sur la spécificité des protéases.



2.5. SUPPLEMENTARY MATERIAL 59

2.5 Supplementary material
Supplementary material 2.5.1 : Main physicochemical characteristics of

the six proteins investigated. For each protein, "RES" represents the number of
residues ; "MW", the molecular weight in kDa ; "a-helix (%)", the percentage of
α-helix ; "b-sheet" that of β-sheet. "Phosphorylation", "Glycosylation" and "S-S
bridges" respectively represent the number of phosphorylation, glycosylation and
disulphide bridges of the protein. Theoretical isoelectric point ("Theoretical pI"),
instability index, aliphatic index and hydrophobicity ("GRAVY") are the physico-
chemical characteristics considered in the present study. For each characteristic,
the maximum value appears in red, and the minimum value in green.

Supplementary material 2.5.2 : Number of different peptides identified
at each time of in vitro gastric digestion, for each protein. The six proteins diges-
ted were myoglobin (MG), lysozyme (LYS), lipoxygenase (Lip), β-lactoglobulin
(BLG), concanavalin-A (ConA) and ovalbumin (OVA).

Supplementary material 2.5.3 : Occurrences of each P1-P1’ combination
in the sequences of the six proteins of the present study. The columns’ names
represent the nature of the amino acid residue (according to the international
codification) at the P1 position. The rows’ names represent that of the residue
at the P1’ position. Amino acid residues are listed in the same order as in Table
2.1.
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Supplementary material 2.5.4 : Plot of observed probabilities of a clea-
vage for all pairs of amino acid residues at the P1 and P1’ positions against
fitted probabilities. Fitted probabilities of cleavage were obtained from a logistic
regression model without interactions whose explanatory variables are the nature
of the residues at P1 and P1 and the nature of the protein.
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Supplementary material 2.5.5 : Coefficients of significant numerical expla-
natory variables from a generalized linear model of logistic regression to explain
the probabilities of a cleavage of a peptide bond by pepsin.
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3.1 Introduction
Dans le chapitre précédent, l’action de la pepsine a pu être modélisée en te-

nant compte de sa stochasticité, via la description de l’environnement de chaque
liaison peptidique par un profil multivarié. Il a été démontré que le clivage par la
pepsine d’une liaison peptidique donnée dépend de la nature des résidus d’acides
aminés présents de part et d’autre, et ce sur une longueur de séquence pouvant
aller jusqu’à sept résidus en amont ou en aval de la liaison peptidique, de l’envi-
ronnement physicochimique de cette liaison peptidique, mais aussi de la structure
tridimensionnelle adoptée par la protéine dans laquelle elle est incluse. Cepen-
dant, cette étude a été conduite en ne considérant que les premiers instants de
la digestion, c’est-à-dire lorsque la pepsine agit sur les protéines entières. Or, la
protéolyse est un phénomène dynamique au cours duquel la pepsine continue son
action sur les peptides libérés après les premiers clivages sur la protéine complète.
Ainsi, de nouveaux peptides, de plus en plus petits, sont générés les uns à partir
des autres, définissant ainsi une filiation entre les peptides. C’est pourquoi dans
le prolongement de l’étude présentée au chapitre 2, nous nous sommes attachés
ici à proposer un cadre afin d’envisager la modélisation dynamique de la géné-
ration en cascade de sous-séquences peptidiques résultant des clivages successifs
par la pepsine, tout au long de la digestion in vitro.

Sur la base des conclusions de l’étude précédente, un modèle de régression
logistique non paramétrique a été envisagé pour la probabilité de clivage d’un
peptide, décrit par un profil de variables explicatives physicochimiques. Cepen-
dant, la méthode analytique utilisée pour observer l’action de la pepsine en iden-
tifiant les peptides libérés au cours du temps, à savoir la spectrométrie de masse,
ne donne pas d’information directe sur la filiation des peptides. À partir des
données peptidomiques, on ne peut déterminer si un peptide a été clivé ou non
après un certain temps de digestion que par déduction et de manière imparfaite.
En effet, les méthodes bio-informatiques d’alignements de séquences permettent
de conclure qu’une sous-séquence d’un peptide plus grand est potentiellement
le produit (peptide enfant) de la coupure de ce peptide plus grand (potentiel
peptide parent). Cependant, si le peptide enfant est une sous-séquence de plu-
sieurs potentiels peptides parents, il n’est pas possible d’identifier avec certitude
ceux qui ont été effectivement clivés par la pepsine pour le produire. Dans une
certaine mesure, cette situation d’une variable binaire (coupure ou non coupure)
imparfaitement observée est comparable au problème d’estimation du modèle
de survie introduit par Prentice & Breslow (1978) en épidémiologie et qui a
conduit ces auteurs à proposer le modèle de régression logistique conditionnelle.
Dans leur situation, chaque observation n’avait qu’une seule provenance possible.
Dans l’hypothèse qu’une seule séquence peut être clivée pour générer une sous-
séquence donnée, plus petite, le modèle de régression logistique conditionnelle
proposé par Prentice & Breslow (1978) serait donc approprié. Cependant, dans
le cas présent, le plus probable est qu’une sous-séquence ait plus d’un parent,
très souvent beaucoup plus, ce qui conduit à observer une importante propor-
tion d’erreurs d’étiquetage de la variable renseignant la coupure d’un peptide.
Par conséquent, ignorer ce problème d’étiquetage, en utilisant un modèle tel que
celui introduit par Hung et al. (2017) pour la probabilité d’être diabétique, n’est
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pas approprié dans notre situation.
Dans le cadre de la présente étude, nous avons introduit une procédure d’es-

timation alternative pour le modèle de régression logistique non paramétrique
de la probabilité de clivage, avec un traitement ad-hoc de la question de la ré-
ponse mal étiquetée. À cette fin, un algorithme d’estimation de type Expectation-
Maximisation (EM) est proposé, tenant compte d’une part de l’observation in-
complète du réseau de parenté des peptides identifiés à deux points de temps
successifs, et d’autre part de leurs profils de variables explicatives physicochi-
miques.

Après une présentation du cadre général de régression non paramétrique pour
la modélisation de l’action protéasique à l’aide de données peptidomiques, nous
décrirons la procédure d’estimation en introduisant un algorithme de type EM,
dans lequel le possible mauvais étiquetage de la variable réponse est vu comme
un problème de donnée manquante. Une étude comparative avec une procédure
d’estimation ignorant le problème d’étiquetage imparfait de la variable réponse
sera ensuite présentée, pour montrer comment l’algorithme d’estimation pro-
posé améliore l’analyse des données recueillies au cours d’une digestion in vitro.
Cette première étude comparative sera étendue à des simulations, basées sur
des données réelles, en incluant la simulation d’un réseau de parenté du même
type. Enfin, des perspectives générales de ce travail seront proposées, pour une
meilleure valorisation des données peptidomiques dans les modèles de digestion
in vitro.

3.2 Nonparametric modeling of protease action
In what follows, peptide cleavage resulting from the action of a protease is

studied between times t and t+∆t, at which MS data are collected. Although raw
MS data can be viewed as counts for copies of a given peptide (namely a sequence
of AAR), comparing those counts across different peptides does not make sense.
In fact, MS is basically a relative quantification technology and therefore does not
allow comparing the amounts of two different sequences. Therefore, only a binary
version of the raw MS data is used in the following to ascertain the presence of
a sequence in the digestion samples : the number of copies for a sequence being
nonzero confirms the presence of this sequence. Due to the imperfect sensitivity of
MS, the absence of a sequence cannot be certainly deduced from the observation
that the number of copies detected by MS is zero. This point will be discussed
later in the paper.

Let S = {s1, . . . , sns} denote the list of sequences, all different from each
other, observed at time t. For each sequence s in S, X(s) = (X1(s), . . . , Xp(s))′

stands for the p-profile of explanatory variables for s, with p ≥ 1. The two-
outcome response variable Y (s) takes the value 1 if at least one copy of s is
cleaved by a given enzyme in the time interval [t; t + ∆t], and -1 otherwise. The
time lapse ∆t is considered sufficiently long and the number of copies of each
sequence s in S sufficiently large to make it reasonable the assumption that the
joint observations (X(s), Y (s), i = 1, . . . , ns) are independent.

Suwareh et al. (2021) show that pepsin has a propensity to cleave whole



66 CHAPITRE 3. INFÉRENCE DE RÉSEAUX DE PARENTÉ

proteins at preferential peptide bonds, notably according to the physicochemi-
cal environment of the peptide bond, deduced knowing the three-dimensional
structure of the proteins. Hence, as the protein has not yet been hydrolyzed, a
given peptide bond on two copies of the same whole protein is unambiguously
associated to the same environment. However, in the present study we focus
on free peptides, which have been previously released from the whole protein
(parent protein). As a result, it is no more possible to characterize the physico-
chemical environment of each bond, since the three-dimensional structure of the
free peptides is unknown. Therefore, only physicochemical properties of peptides
exclusively deduced from their sequence of AARs are considered in the following.

A nonparametric logistic regression setup is considered hereafter for the pro-
bability π(s) = P

(
Y (s) = +1 | X(s) = x(s)

)
that a protease cleaves the sequence

s at any peptide bond, using a profile X(s) of explanatory variables as described
above. The Generalized Additive Model (see Hastie & Tibshirani et al., 1990)
offers a flexible nonparametric framework for introducing nonlinear marginal ef-
fects :

logit
(
π(s)

)
= β0 +

p∑
r=1

fr

(
xr(s)

)
, (3.1)

where β0 is an intercept parameter and fr is a function describing the marginal
effect of xr(s) on π(s).

There are many different ways of estimating the marginal effect functions fr

under regularity assumptions. Linearly decomposing fr in a cubic B-spline basis
is one of them, providing a large flexibility regarding the regularity of the effect
functions and with low computational cost.

In such models, a linear decomposition of fr on a family of basis functions
φr = (φ1,r, . . . , φDr,r) called B-splines, is introduced :

fr(xr) =
Dr∑
d=1

βdrφdr(xr),

where, βr = (β1,r, . . . , βDr,r)′ is a Dr−vector of unknown parameters called the
B-spline coefficients.

The implementation of a B-spline basis relies on the choice of a partition
of the whole interval covering the range of possible values for xr, whose nodes
are usually regularly spaced. The cubic B-splines φdr are polynomials of order
3 whose supports are finite sub-intervals of the whole interval, obtained by bin-
ding up to four contiguous classes of the partition. The number of nodes governs
the number of B-splines and, correspondingly, the smoothness of the spline ap-
proximation of the effect curve. Optimal choice of smoothing parameters, i.e.,
the dimension Dr of the B-spline basis, one for each explanatory variable, is an
important issue in nonparametric regression modeling. This point is explicitly
addressed later in the paper.

Since model (3.1) now depends only on the whole set β = (β′
1, . . . , β′

p)′ of
D = ∑p

r=1 Dr B-spline coefficients, the following notation will be used hereafter :

logit
(
π(s; β)

)
= β0 + β′φ(s), (3.2)
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where φ(s) = (φ1(x1(s)), . . . , φr(xr(s)))′ is the vector of all sets of B-splines
evaluated for the sequence s.

The deviance D(β) of model (3.2) has the following expression :

D(β) =
n∑

i=1
D(si; β), (3.3)

where

D(si; β) = log
(

1 + exp
(
−y(si)(β0 + β′φ(si))

))
is the contribution of the sequence si to the deviance.

The maximum-likelihood (ML) estimate β̂ of β minimizes the above deviance.
Many routines are available to estimate logistic additive regression models in a
ML perspective, including the popular R packages gam (Hastie, 2020) and mgcv
(Wood, 2017).

Fitting model (3.1) requires joint observations of the response Y (si) and the
profile of explanatory variables X(si). In the in vitro digestion study previously
introduced, the latter is straightforwardly obtained from the sequence of AAR
using standard bioinformatic tools through the R package Peptides (Daniel
Osorio et al., 2015). However, although Mass Spectrometry (MS) data can be
used to observe that a sub-sequence of si is present at t + ∆t, it cannot be
straightforwardly deduced that si has been cleaved between times t and t + ∆t.

3.3 Maximum-Likelihood estimation using the
sequence kinship network

If a sequence s observed at time t is cleaved by the enzyme, then sub-sequences
of s are produced and should be detected by MS at time t + ∆t. Let S ′ =
{s′

1, . . . , s′
nss} be the list of sequences observed at t + ∆t including the sub-

sequences of s produced by the enzyme action. In the following, this unobservable
sub-sequence generation process is modeled by the two-outcome random variate
Z⋆(s, s′), where s and s′ are sequences in S and S ′ respectively. Z⋆(s, s′) = +1 if
s′ results from the cleaving action of an enzyme on s and -1 otherwise. In what
follows, if Z⋆(s, s′) = +1, s will be called a parent of s′ and s′ a child of s, which
defines a kinship network relating sequences in S and S ′.

3.3.1 Peptide kinship network
As mentioned above, Z⋆ cannot be observed using MS. For any couple (s, s′)

in S × S ′, it can only be deduced from MS data that s′ is a sub-sequence of s or
not, according to the following conditions :

— the sequence of s′ must be included in and different from the sequence of
s ;
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— since pepsin has a very rare activity close to sequence extremities (Powers
et al., 1977), s′ is considered as a sub-sequence of s′ if the cleavage(s) of
s to give s′ does not generate free AA or dipeptides.

Let Z(s, s′) be an observable two-outcome variable taking the value +1 if s′

is a sub-sequence of s and -1 otherwise.
For all s in S, Z(s, •) = {s′, Z(s, s′) = +1} will denote the exhaustive list

of sub-sequences of s observed in S ′. Analogously, for all s′ in S ′, Z(•, s′) =
{s, Z(s, s′) = +1} will denote the list of sequences in S, of which s′ is a sub-
sequence.

These lists define a potential kinship network between S and S ′, that can
be decomposed into a forward graph Gf = ⋃

s∈S Z(s, •) and a backward graph
Gb = ⋃

s′∈S′ Z(•, s′).
Making deductions on Z⋆ based on this potential kinship network requires

assumptions about the ability of MS to detect all traces of a cleavage, i.e. to
observe and identify all the sequences generated due to enzyme action. The
following statements can therefore be made :

— S.1 : If Z⋆(s, s′) = +1, then s′ ∈ Z(s, •) ;
— S.2 : If Z(•, s′) ̸= ∅, then there exists s in Z(•, s′) such that Z⋆(s, s′) = +1.
It is deduced from S.1 that, for a sequence identified at time t, if Z(s, •) = ∅,

there is no s′ such that Z⋆(s, s′) = +1 and, as a result, Y (s) = −1. However,
the existence of sequences s′ in S ′ such that Z(s, s′) = +1 does not imply that
Y (s) = +1.

Analogously, it is deduced from S.2 that, if s in S is the only candidate parent
for s′ in S ′, then Z⋆(s, s′) = +1 and Y (s) = +1.

The aforementioned two situations are the only ones for which the value of
the response variable can clearly be stated. In the following, U denotes the set of
those indices i = 1, . . . , n, such that Y (si) has an unambiguous observed value.
Figure 3.1 displays two illustrative potential kinship networks where the value of
the response variable can be given under statements S.1 and S.2 (left plot) and
where it is uncertain (right plot).

In addition, independence assumptions between the random variates Z⋆(s, s′)
are introduced hereafter, within sets of potential children, potential parents and
potential parents of potential children. As previously mentioned in Section 3.2
when assuming independence of (X(si), Y (si)), i = 1, . . . , n, it is recalled that
Z⋆(s, s′) = +1 means that one or more copies of s have been cleaved to produce
s′. Since many copies of s are detected by MS at time t, all being independently
potential parents for the candidate children, the generation of all children of s
are also assumed to be mutually independent events. This leads to the following
conditional independence assumptions :

— A.1 - Forward independence : for s in S with Z(s, •) ̸= ∅, Z⋆(s, s′), where
s′ ∈ Z(s, •) are mutually independent random variates conditionally on
X(s) ;

— A.2 - Backward independence : for s′ in S ′ with Z(•, s′) ̸= ∅, Z⋆(s, s′),
where s ∈ Z(•, s′), are mutually independent random variates conditio-
nally on X(•, s′) = {X(s̃), s̃ ∈ Z(•, s′)} ;

— A.3 - Forward/backward independence : For s in S with Z(s, •) ̸= ∅ and s′

such that s′ ∈ Z(s, •), Z⋆(s, s′) are mutually independent random variates
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conditionally on {X(•, s′), s′ ∈ Z(s, •)}.

Figure 3.1 – Two potential kinship networks where three sequences are observed
at time t in left plot, two sequences in right plot and two sequences at time
t + ∆t in left plot, three sequences in right plot. A plain segment relies si and
s′

j if Z(si, s′
j) = +1. Left panel plot : Y (s1) = −1 and Y (s3) = −1 since none of

them has candidate child and Y (s2) = +1 since all candidate children of s2 have
only one candidate parent. Right panel plot : both Y (s1) and Y (s2) are uncertain
since all their candidate children have more than one candidate parent.

3.3.2 Conditional distribution of Z⋆ given Gf

Let us focus on the distribution of Z⋆(s, s′) given the list Z(s, •) of candi-
date children of s. As previously mentionned in Section 3.2, MS being a relative
quantification technology, it cannot be used to compare copy numbers of dif-
ferent sequences. Hereafter, considering those copy numbers are large for s and
potential children s′ in Z(s, •), Z⋆(s, s′) with s′ ∈ Z(s, •), are assumed to be
identically distributed, given X(s) :

— A.4 - Conditionally on X(s), all candidate children s′ in Z(s, •) have the
same probability πf (s, •; β) = P (Z⋆(s, s′) = +1 | X(s) = x(s)) of resul-
ting from the cleavage of s.

Proposition 1 For all s in S with Z(s, •) ̸= ∅, under assumptions A.1 and
A.4,

πf (s, •; β) = 1 −
(
1 − π(s; β)

)1/ns•
, (3.4)

where ns• = #Z(s, •) is the number of candidate children of s.

Proof : see supplementary materials A.
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3.3.3 Conditional distribution of Z⋆ given Gb

The distribution of Z⋆(s, s′) is now derived given the list Z(•, s′) of candidate
parents of s′. Indeed, for s in Z(•, s′), Statement S.2 can be used to derive the
conditional distribution of Z⋆(s, s′) given the collection X(•, s′) = {X(s̃), s̃ ∈ S}
of profiles of explanatory variables for those candidate parents, including X(s) :

πb(s, s′; β) = P
(

Z⋆(s, s′) = +1 | X(•, s′) = x(•, s′),
⋃

s̃∈Z(•,s′)

[
Z⋆(s̃, s′) = +1

])
.

Proposition 2 For all s′ in S ′ with Z(•, s′) ̸= ∅, under the independence as-
sumption A.2,

πb(s, s′; β) = πf (s, •; β)
1 − ∏

s̃∈Z(•,s′)
(
1 − πf (s̃, •; β)

) . (3.5)

Proof : see supplementary materials B.

The conditional distributions of Z⋆ given in expressions (3.4) and (3.5) are
used hereafter to derive an Expectation-Maximisation (EM) algorithm (see
(Dempster et al., 1977)) for estimating model (3.2).

3.3.4 Expectation-Maximisation algorithm
The deviance (3.3) can be decomposed into two parts :

D(β) =
∑
i∈U

D(si; β) +
∑
i∈U

D(si; β).

For i in U , D(si; β) can be deduced explicitly from the joint observations of
x(si) and Y (si). However, for i in U , since all candidate descendants of si have
two or more candidate parents in S, the value of Y (si) is uncertain. This missing
data situation is addressed hereafter by an EM approach (see (Dempster et al.,
1977)).

EM algorithms require an initial estimation of β and consist in iteratively
updating the current estimate β̂(k), where k is the current number of iterations,
until convergence to a local minimum of the deviance. Each iteration is composed
of two steps : the E step in which the conditional distribution of the deviance
is calculated with respect to the conditional distribution of the missing values
given the current estimate of β and all observed values, and the M step in which
the expected deviance obtained at the E step is minimized.

In the present situation, the E step consists in deriving the expected deviance
Q

(
β | β̂(k)

)
with respect to the conditional distribution of Z⋆ given the graphs

Gf and Gb and the current estimate β̂(k) of β. For convenience, the conditioning
with respect to X will be omitted in the notations :

Q
(
β | β̂(k)

)
=

∑
i∈U

D(si; β) +
∑
i∈U

E
(
D(si; β) | Gf , Gb

)
, (3.6)
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where, for all i in U ,

E
(
D(si; β) | Gf , Gb

)
= log

(
1 + exp

(
β0 + β′φ(si)

))(
1 − πb(si; β̂(k))

)
+

log
(

1 + exp
(
−β0 − β′φ(si)

))
πb(si; β̂(k)),

with πb(si; β̂(k)) = P
(

Y (si) = +1 | ⋃
s̃∈Z(•,s′)

[
Z⋆(s̃, s′) = +1

]
, s′ ∈ Z(si, •)

)
.

Now, let us evaluate πb(si; β̂(k)). First, according to S.1, if Y (si) = −1, for
all s′ in Z(si, •), Z⋆(si, s′) = −1. As a result, S.1 implies that Y (si) = −1 if and
only if none of the candidate child of si actually results from the cleavage of si :

1 − πb(si; β̂(k)) = P
( ⋂

s′∈Z(si,•)

[
Z⋆

(
si, s′

)
= −1

]
|

⋃
s̃∈Z(•,s′)

[
Z⋆(s̃, s′) = +1

]
, s′ ∈ Z(si, •)

)
.

For s in S with Z(s, •) ̸= ∅, under the forward/backward independence
assumption A.3 :

πb(si; β̂(k)) = 1 −
∏

s′∈Z(si,•)
P

(
Z⋆

(
si, s′

)
= −1 |

⋃
s̃∈Z(•,s′)

[
Z⋆(s̃, s′) = +1

])
.

Now, under assumptions A.1 and A.2, the following expression of πb(si; β̂(k))
is obtained :

πb(si; β̂(k)) = 1 −
∏

s′∈Z(si,•)

(
1 − πb(si, s′; β̂(k))

)
. (3.7)

Finally, the individual contribution of sequence si, with i ∈ U , to the expected
deviance Q

(
β | β̂(k)

)
given in (3.6) is a weighted sum of two terms, the first

one corresponding to Y (si) = +1 with weight πb(si; β̂(k)) and the other one
corresponding to Y (si) = −1 with weight 1 − πb(si; β̂(k)).

3.4 In vitro digestion study design
3.4.1 Peptidomic data

The peptidomic data used for this study are thoroughly described in Su-
wareh et al. (2021). Briefly, six proteins, namely β-lactoglobulin (Uniprot en-
try : P02754), concanavalin A (P02866), soy lipoxygenase (P08170), myoglobin
(P68082), ovalbumin (P01012) and lysozyme (P00698) were separately submit-
ted to a gastric in vitro digestion, consistently with the protocol proposed by
Minekus et al. (2014). Samples were taken from each protein solution after 30
s, 2, 5, 10, 20, 30 and 60 min of digestion. Each sample was analyzed by mass
spectrometry for identification of the peptides released. The mass spectrometry
outputs, i.e. peptidomic data, include for each of the six proteins all the AAR
sequences (peptides) identified as derived from the proteins.



72 CHAPITRE 3. INFÉRENCE DE RÉSEAUX DE PARENTÉ

Protein
Digestion time BLG ConA Lip LYS OVA MG Total
30s 36 124 322 3 55 205 745
2min 38 121 315 4 60 250 788
5min 41 124 324 4 65 264 822
10min 41 129 312 6 68 256 812
20min 40 130 313 6 74 231 794
30min 42 133 319 6 74 214 788
60min 37 137 297 6 74 186 737

Table 3.1 – Numbers of different peptides identified for each protein at each
digestion time

As mentioned previously, MS does not provide the number of copies of each
different sequence identified along protein digestion. Consequently, the counts
reported in Table 3.1 are the numbers of different peptides identified by MS at
each time point along in vitro digestion of the six proteins. The dataset used in the
present study gathers the MS outputs along the digestion of the six proteins, and
the name of the protein from which a given peptide is released (parent protein)
is included as a covariate in the logistic regression model for the probability of a
cleavage by pepsin.

In the following, the estimating procedure introduced in Section 3.3 is im-
plemented for the nonparametric logistic regression model (3.1) to infer whether
the 745 different peptides identified at t = 30s have been cleaved by pepsin at
t + ∆t = 2min.

According to the kinship network definition proposed in Section 3.3.1, 635
peptides out of those 745 do not have candidate child at t + ∆t = 2min with the
assumption that all the sub-sequences resulting from pepsin action are detected
by MS. As a result, the value of the cleavage response variable for those 635
peptides is unambiguously 0. It was also unambiguously deduced that 7 out of
those 745 peptides have been cleaved at t + ∆t = 2min. Each of the remaining
103 peptides had at least a sub-sequence identified at 2 min, without being the
only possible parent for this sub-sequence. For this reason, these 103 peptides
had an ambiguous observed value for the response variable. In what follows, the
peptides with an unambiguous response value Y = 1, unambiguous response
value Y = 0 and having an ambiguous observed value for the response variable
are called cleaved, uncleaved, and mislabeled peptides respectively.

It is important to note that model estimation based on peptides with pre-
sumably unambiguously labeled response values exposes to a strong imbalance
between the two groups, namely 98.9% of uncleaved peptides vs 1.1% of cleaved
peptides. In the following, the estimating algorithm introduced in the previous
section, and making use of the 103 mislabeled peptides, will be compared to the
standard maximum-likelihood estimation procedure applied to data, where the
mislabeled response values are replaced by +1.
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3.4.2 Physicochemical profile of peptides
Each peptide is described by a profile of eight covariates suspected to ex-

plain the propensity of being cleaved by pepsin, and an additional categorical
variable : the name of the parent protein. The first variable is the number of
AAR forming the sequence (ranging from 6 to 39, with mean 13). Four variables
are physicochemical properties obtained using bioinformatics tools available in
the R package Peptides (Osorio et al., 2015) : the net charge (ranging from
0.12 to 11.51, with mean 2.7) ; an hydrophobicity index called GRAVY (ranging
from -2.64 to 2.6, with mean -0.54), introduced by Kyte & Doolittle (1982) ; an
instability index (ranging from -46.53 to 185.23, with mean 25.36), proposed by
Guruprasad et al. (1990) ; and the isoelectric point (ranging from 3.28 to 12, with
mean 6.8). The last three variables are obtained using the PEP2D tool developed
by Singh et al. (2019) and give a description of the putative secondary structures
adopted by the peptide : the percentages of (1) β-sheets (expected to disfavor
cleavage by pepsin), (2) α-helices and (3) coils (expected to favor cleavage by
pepsin) (Suwareh et al., 2021).

3.4.3 Feature selection procedure
The proposed estimating algorithm is plugged in a standard AIC-minimizing

feature selection procedure adapted to the present situation of mislabeled res-
ponse variable. A forward stepwise search algorithm is implemented, in which
each nonparametric model update includes optimization of the smoothing para-
meter, i.e the number of B-splines. For each effect function added to the current
model, the optimal smoothing parameter is chosen in a preset grid in order to
minimize the Akaike Information Criterion (AIC). In the present situation of
mislabeled response variable, the residual deviance used in the standard defini-
tion of the AIC of a nonparametric regression model is replaced by the expected
residual deviance appearing in expression (3.6). For some effect functions for
which the decrease rate of the AIC is low for smoothing parameters larger than
a certain value, this value is chosen so as to avoid overfitting. In the E step of
the iterative estimating algorithm, the individual weights appearing in expres-
sion (3.7) of the expected deviance are initially set to 0.5 for both values of the
response variable. The EM algorithm stops when it has reached 100 iterations,
or when the sum of squared differences between two successive estimations of the
cleavage probabilities is lower than 1.e−04. Using these control parameters, the
algorithm require between 7 and 100 iterations. Finally, smoothing parameters of
each effect function of the selected submodel are updated by a last optimization,
as suggested by Hastie & Tibshirani (1990).

The optimal model resulting from the feature selection procedure based on
the proposed EM estimating algorithm includes six explanatory variables (in the
selection order) : the number of AAR forming the peptide, the isoelectric point,
the name of the parent protein, the instability index, the GRAVY index and the
percentage of β-sheets (Table 3.2). The total nonparametric degree of freedom
of this model is 15. Note that the same feature selection procedure based on
Maximum-Likelihood (ML) estimation of regression models after replacing all
mislabeled response by +1, leads to a more complex model whose total nonpara-
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Algorithm
EM ML with naive handling of mislabeled data

Order Selected variables AIC Selected variables AIC
1st Number of AAR 202.7 Protein 333.36
2nd Isoelectric point 197.8 s(Number of AAR, 3) 280.28
3rd Protein 175.8 s(Isoelectric point, 10) 234.55
4th Instability 163.8 s(Number of coils, 5) 218.21
5th s(GRAVY, 5) 123.5 Instability 213.10
6th % of β-sheets 120.8 s(% of α-helices, 4) 200.32
7th GRAVY 195.23
8th s(% of β-sheets, 10) 195.20

Table 3.2 – Traces of model selection using two estimating algorithms : the
proposed EM algorithm, and the ML algorithm after imputing the mislabeled
response values by +1. The selection order of variables is given in the "Order"
column. The notation s(x,k) stands for a spline approximation of the effect
function for x with k nonparametric degrees of freedom.

metric degree of freedom is 40. Indeed, the list of selected features is augmented
by two variables, namely the percentages of coils and α-helices (Table 3.2). Using
a standard prediction rule based on the probability of peptides to be cleaved,
where the threshold realizes a good compromise between false and true positive
rates on the unambiguously labeled peptides, 27 out of the 103 mislabeled pep-
tides (26 %) are predicted to be cleaved peptides. Therefore, it is suspected that
imputing the response value +1 to all the mislabeled peptides leads to erroneous
labels for 76 peptides out of a total of 745.

To fairly assess the accuracy of the selected models by the two methods
compared above, the Area under the false/true positive rate curve is calculated,
with restriction to the peptides with unambiguous response values, leading to
the same value of 0.98.

Figure 3.2 displays the five marginal effect functions corresponding to the five
continuous variables retained in the selected model (excluding Protein variable).
Three out of these five variables have a great influence on pepsin action.

Unsurprisingly, the probability that a peptide is cleaved increases along its
number of AAR, i.e. its length. Large peptides more likely contain preferential
cleavage sites for pepsin than smaller ones. Moreover, pepsin rarely generates sub-
sequences of less than 3 AAR (Powers et al., 1970). As a result, for each peptide,
at least four cleavage sites (two on each end) are not preferential cleavage sites
for pepsin (Suwareh et al., 2021).

Interestingly, extreme values of the GRAVY index, corresponding either to
hydrophilic (low GRAVY value), or hydrophobic (high GRAVY value) peptides,
seem to disfavor pepsin action. It can be hypothesized that highly hydrophobic
peptides tend to aggregate in order to limit the contact with water, rendering
therefore the peptide bonds less accessible to the pepsin action. As for the highly
hydrophilic peptides, they may be relatively insensitive to pepsin, because of the
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higher affinity of pepsin for hydrophobic AAR (Hamuro et al., 2008 ; Suwareh et
al., 2021).

Lastly, the positive marginal effect of the instability index is consistent with
the fact that high instability means high flexibility and adaptability, which are
required for cleavage by pepsin (Fontana et al., 1997).

In summary, the proposed EM algorithm allows observing marginal effects
that broadly agree with biological interpretations. Only the percentage of β-
sheets and the isoelectric point have marginal effects with trends surprisingly
inverse to what expected (Figure 3.2). However, considering the range of their
effect function, it is preferable not to conclude regarding these 2 variables.

Figure 3.2 – Marginal effect functions in the nonparametric model obtained
after a feature selection procedure with the proposed EM algorithm

3.5 Data-driven simulation study
In order to assess the accuracy of the proposed estimation procedure in va-

rious settings, a simulation study is conducted, which scenarios are inspired by
the in vitro digestion study design introduced in the previous section.
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3.5.1 Simulation of the kinship network
For each simulation, the kinship network between sequences in S and S ′ is

randomly generated by simulating a n×n′ adjacency matrix Z, with Zij = +1 i.e.
Z(si, s′

j) = +1 if s′
j is a sub-sequence of si and 0 otherwise. The kinship matrix,

whose all entries are initially set to zero, is progressively modified by randomly
choosing the cells (i, j) for which Zij = 1. Random generation of kinship matrices
is only constrained by the proportions πu0, πu1 and πū of uncleaved, cleaved and
mislabeled peptides, with πu0 + πu1 + πū = 1.

First, a proportion πu0 of rows in Z is randomly sampled. All values in these
rows are maintained at zero. The remaining rows correspond to the cleaved or
mislabeled peptides. In a second step, assignments of non-zero entries in those
rows are made so that two assignments cannot occur on the same column until
a proportion πu1 of cleaved peptides is obtained. Finally, matrix cells (i, j) for
which Zij = 1 are randomly sampled within the remaining rows, i.e. which have
not been maintained deliberately at zero, and which do not currently correspond
to cleaved peptides.

The algorithm for building the kinship matrix stops when the observed pro-
portions of the three categories of peptides are as close as possible to the targeted
proportions πu0, πu1 and πū.

3.5.2 Covariates and response
Although the proposed estimation algorithm is introduced for nonparametric

regression models, the current simulation scenario focuses on the logistic linear
regression model with two continuous explanatory variables X1(s) and X2(s),
where s ∈ S. For each sequence si, i ∈ U (having an unambiguous observed
value), X1(si) and X2(si) are independently generated according to a normal
distribution with standard deviation 1 and mean 0 if Y (si) = 0 and 2 if Y (si) = 1.

For each sequence si, i ∈ U (having an ambiguous response value), X1(s) and
X2(s) are first independently generated according to a normal distribution with
mean 0 and standard deviation 1. Then, cleavage probabilities are estimated
for each sequence si using the proposed EM algorithm, as detailed in 3.4.3.
The explanatory variables of a proportion πū1 of sequences si, i ∈ U showing
the largest estimated cleavage probabilities are augmented by 2, so that the
conditional distribution of the explanatory variables within this set of peptides
is the same as for peptides with unambiguous response value 1.

3.5.3 Comparison of the EM and naive imputation algo-
rithms on simulated data

First, the kinship matrix is simulated so that the number of sequences in
S and sub-sequences in S ′ but also the proportions of cleaved, uncleaved and
mislabeled peptides are identical to those in the in vitro digestion study design
introduced in Section 3.4.3. The proportion πū1 corresponds to the proportion
of mislabeled predicted to be cleaved peptides (26 %), as explained in Section
3.4.3.
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Figure 3.3 – Distribution of the Area Under the specificity/sensibility curves
over 1000 simulations when imputing the mislabeled response values by 1 (blue)
and using the EM algorithm introduced in Section 3.3 (red).

The Area Under the specificity/sensibility curve (AUC) is used hereafter as a
synthetic measure of the discrimination between cleaved and uncleaved peptides.
Figure 3.3 shows the distribution of AUC over 1000 simulations when imputing
the mislabeled response values by 1 (blue) and using the EM algorithm introdu-
ced in Section 3.3 (red). The AUC turns out to be markedly improved when the
proposed EM algorithm is used, with a first quartile of 0.84 and a mean of 0.90
(with standard deviation 0.09) when imputing mislabeled response values by 1,
vs 0.95 and 0.96 (with standard deviation 0.04) when using the EM algorithm,
respectively. The standard deviation obtained shows a gain in robustness thanks
to the proposed EM algorithm despite the particularities of the data.

In the following, the kinship matrix is simulated under a variety of scenarios
in which πū equals 0.3 or 0.5 and πū1 varies in a wide range between 0.1 and
0.75. Figure 3.4 displays the distribution of AUC in each scenario, either when
imputing the mislabeled response values by 1, or when using the proposed EM
algorithm. In all settings, the EM algorithm permits an increase of the AUC. In
fact, the accuracy of the EM algorithm remains high and unchanged regardless
of the value of πū1 in contrast to the estimates with a naive imputation.

These observations prove that introducing the kinship matrix within the esti-
mating algorithm to help disentangling the cleaved and uncleaved peptides with
mislabeled response values is beneficial, with respect to a naive approach consis-
ting in considering that all peptides with at least one sub-sequence is surely
cleaved.
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Figure 3.4 – Distribution of the Area Under the specificity/sensibility curves
over 1000 simulations when imputing the mislabeled response values by 1 (blue)
or using the proposed EM algorithm (red). The proportion of mislabeled peptides
is set to 30% (left plot) or 50% (right plot) and the proportion of them with
explanatory variables distributed as cleaved peptides is set to 10%, 30%, 50% or
75%.

3.6 Conclusion
Cette étude avait pour objectif de proposer un cadre statistique pour inves-

tiguer le devenir des peptides générés par l’action de la pepsine, à partir de
données peptidomiques recueillies tout au long d’une digestion in vitro mimant
les conditions gastriques. De manière plus générique, il s’agissait de décrire la cas-
cade d’hydrolyses par une protéase, depuis la protéine substrat entière jusqu’aux
peptides finaux.

La difficulté de cette tâche résidait dans le fait que le processus de filiation
des peptides est indirectement observé, sans donner de certitude sur l’identité du
ou des parents réels. En effet, l’alignement des séquences observées à un temps
t sur celles observées à t + 1, ne permet que de déterminer si une séquence don-
née est une sous-séquence d’une autre séquence observée précédemment. C’est
pourquoi nous avons proposé un algorithme comprenant une modélisation non
paramétrique de la probabilité de clivage des peptides, basée sur les connais-
sances issues de notre précédente étude (chapitre 2), mais également une procé-
dure d’Expectation-Maximisation (EM) pour traiter ce problème particulier de
données manquantes.

Bien que les données peptidomiques présentent de nombreuses imperfections
faisant que certaines séquences issues de la pepsinolyse ne sont pas observées,
l’algorithme EM proposé a permis d’exploiter davantage ces données pour obte-
nir des résultats conformes aux réalités biologiques attendues, dans la continuité
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de l’étude précédente. Ainsi, il est démontré que les grands peptides sont plus
susceptibles d’être clivés par la pepsine, mais aussi que l’hydrophobie et la stabi-
lité de la structure ont une influence majeure sur la sensibilité des peptides à la
pepsine. Enfin, les analyses sur des données simulées ont démontré la plus-value
obtenue à la suite de l’utilisation de l’algorithme EM proposé dans différentes
situations. Ainsi, ces simulations ont confirmé que la majorité des ajustements
des probabilités de coupure ont été effectués dans la bonne direction au regard
de la pertinence des interprétations biologiques.

En conclusion, l’algorithme EM proposé permet une utilisation innovante de
la grande quantité de données peptidomiques générées dans les études de diges-
tion, qui sont souvent limitées à une perspective statique. En effet, cet algorithme
peut contribuer à une meilleure compréhension des cascades de réactions protéa-
siques et des facteurs physicochimiques qui déterminent l’action des protéases
tout au long du processus de digestion. Ainsi, la dynamique de l’action protéa-
sique, qui est une caractéristique principale du processus de digestion, pourrait
être abordée.

3.7 Supplementary materials : proofs of propo-
sitions

3.7.1 Conditional distribution of Z⋆ given Gf

It is deduced from S.1 that : for all s in S,
P

(
Y (s) = −1 | X(s) = x(s)

)
= P

( ⋂
s′∈Z(s,•)

[
Z∗(s, s′) = −1

]
| X(s) = x(s)

)
.(3.8)

Under assumption A.1, equation (3.8) is simplified :

P
(
Y (s) = −1 | X(s) = x(s)

)
=

∏
s′∈Z(s,•)

P
(
Z∗(s, s′) = −1 | X(s) = x(s)

)
,

1 − π(s; β) =
∏

s′∈Z(s,•)

(
1 − P

(
Z∗(s, s′) = +1 | X(s) = x(s)

))
.(3.9)

Since Z(s, s′), s′ ∈ Z(s, •) are identically distributed (see assumption A.4),
equation (3.9) leads to :

π(s; β) = 1 −
(
1 − πf (s, •; β)

)ns,•
,

where ns,• = #Z(s, •).
Finally,

πf (s, •; β) = 1 −
(
1 − π(s; β)

)1/ns,•
,

3.7.2 Conditional distribution of Z⋆ given Gb

Using the conditional probability formula,

πb(s, s′; β) =
P

(
Z⋆(s, s′) = +1 | X(•, s′) = x(•, s′)

)
P

(⋃
s̃∈Z(•,s′)

[
Z⋆(s̃, s′) = +1

]
| X(•, s′) = x(•, s′)

) . (3.10)
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Under the independence assumption A.2, the conditional distribution of
Z⋆(s, s′) given X(s) = x(s) is independent of the explanatory profiles X(s̃, s′),
for s̃ ̸= s. Consequently, the probability appearing in the numerator of the
former expression equals πf (s, •; β) = P

(
Z⋆(s, s′) = +1 | X(s, s′) = x(s, s′)

)
.

Similarly, the probability appearing in the denominator of expression (3.10)
is also simplified :

πb(s, s′; β) = πf (s, •; β)
1 − ∏

s̃∈Z(•,s′)
(
1 − πf (s̃, •; β)

) .
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4.1 Bilan général
Ce projet de thèse a été mené avec la volonté d’accroitre la connaissance des

éléments qui régissent le processus de digestion des aliments. En particulier, le
mode de fonctionnement et les facteurs qui influencent l’action de l’ensemble des
enzymes digestives du tractus gastro-intestinal ne sont pas totalement connus.
Pour beaucoup d’enzymes digestives, dont certaines protéases, les analyses des-
criptives et approches déterministes utilisées jusqu’à aujourd’hui ont permis de
définir leur spécificité très précisément, ce qui permet la prédiction sans incerti-
tude de leur action. En revanche, la stochasticité de l’action de la pepsine impose
de dépasser la description déterministe pour inférer les lois de la pepsinolyse. De
plus, les données peptidomiques issues d’expérimentations de digestion in vitro
ne permettent pas de retracer sans ambiguïté l’action de la pepsine dans toute sa
dynamique, c’est-à-dire au fur et à mesure de la cascade d’hydrolyses, depuis une
protéine dans son entièreté jusqu’aux plus petits fragments peptidiques. C’est
dans ce contexte que ce projet s’est proposé de réinterroger la question de la
spécificité de la pepsine.

Les études consacrées jusqu’à présent à cette question s’accordaient sur le fait
que la pepsine est capable d’hydrolyser la majorité des liaisons peptidiques, sans
pour autant que son activité soit uniformément aléatoire. Dès lors, il n’a plus
été question d’identifier les liaisons peptidiques que la pepsine peut ou non hy-
drolyser, mais d’évaluer la probabilité qu’une liaison peptidique donnée a d’être
hydrolysée par la pepsine. Cela a été rendu possible par le recours à des mo-
dèles statistiques d’association entre l’action de la pepsine et l’environnement de
la liaison peptidique, et des algorithmes d’estimation adaptés aux particularités
des données peptidomiques. De plus, et contrairement aux études précédentes,
ces travaux ont été l’occasion d’intégrer des variables explicatives autres que
la nature des résidus d’acides aminés présents de part et d’autre de chacune
des liaisons peptidiques considérées. L’objectif était de calculer les probabilités
d’hydrolyse les plus réalistes possible en considérant l’ensemble des variables sus-
ceptibles d’influencer l’action de la pepsine. Les variables que nous avons fait le
choix de considérer représentaient en l’occurrence les contraintes structurales et
physicochimiques auxquelles la pepsine peut être confrontée. Dès lors, les pro-
téines n’étaient plus considérées uniquement sous l’angle de leur structure pri-
maire, mais comme des éléments avec une organisation tridimensionnelle bien
définie. Des variables ont donc été générées en considérant l’environnement local
tridimensionnel de chaque liaison peptidique pour chaque protéine étudiée, les
structures secondaires et tertiaire de ces protéines étant connues. Le cadre statis-
tique utilisé pour le modèle d’association entre la pepsinolyse et l’environnement
d’une liaison peptidique a ouvert la voie à la mise en œuvre de procédures de sé-
lection de variables explicatives. Cela a permis d’évaluer l’importance relative de
chaque facteur dans le déroulement de la pepsinolyse. La pertinence biologique
des résultats ainsi obtenus a pu être confortée par la bibliographie concernant à la
fois les spécificités de la pepsine et les propriétés des protéines, en lien avec leurs
caractéristiques physicochimiques. Ainsi, l’utilisation des outils de modélisation
statistique choisis a en quelque sorte été légitimée.

Nos travaux ont pu démontrer l’importance de la nature des résidus d’acides
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aminés jusqu’aux positions P7/P7’ de la liaison peptidique à hydrolyser, alors
que les études antérieures ont considéré au maximum les positions P5/P5’. Selon
plusieurs études, la nature du résidu en P1 a plus d’influence que celle du résidu
en P1’ (Hamuro et al., 2008 ; Palashoff, 2008 ; Powers et al., 1977 ; Tang, 1963).
Ce constat a été étendu dans le cadre de cette thèse en démontrant qu’à dis-
tance équivalente de la liaison peptidique, la nature du résidu côté N-terminal a
plus d’influence sur la susceptibilité à l’hydrolyse par la pepsine, et ce jusqu’aux
positions P5/P5’. Et pour la première fois, le rôle des variables caractérisant l’en-
vironnement physicochimique des liaisons peptidiques a pu être mis en évidence,
en complément de la nature des résidus dont l’importance reste toutefois pri-
mordiale. La pepsine aurait notamment plus d’affinité pour les zones chargées
négativement et non hydrophobes, mais couperait préférentiellement les liaisons
peptidiques dont l’environnement proche est chargé positivement. La nature de
la structure secondaire dans laquelle une liaison peptidique est insérée est aussi
très importante. Il semblerait que les organisations en hélices α et en feuillets β
limitent l’action de la pepsine.

Les conclusions présentées ci-dessus sont toutefois issues de l’analyse des tous
premiers instants de l’hydrolyse par la pepsine. Or, les premières hydrolyses ef-
fectuées par la pepsine conduisent à la libération de peptides qui sont à leur tour
possiblement hydrolysés, et ainsi de suite. Mais les règles mécanistiques régissant
les cascades d’hydrolyse qui se mettent ainsi en place progressivement n’ont à
notre connaissance jamais été décrites. Pour investiguer cette question complexe
du devenir des peptides libérés tout au long de la digestion par la pepsine, nous
avons dû mettre en place une méthode originale. Un algorithme a été conçu pour
déterminer, à partir des données peptidomiques issues de deux temps de diges-
tion différents, si un peptide a été clivé ou non pendant cet intervalle de temps.
Pour ce faire, un réseau de parenté est établi, sur la base d’outils d’alignement de
séquences. Grâce à la connaissance de ce réseau et des caractéristiques physico-
chimiques des peptides, l’algorithme proposé permet de réajuster les probabilités
de clivage, à un temps t+1, des peptides identifiés à un temps t. Cela a permis
de poser les bases pour suivre la filiation des peptides au cours de l’hydrolyse des
protéines par la pepsine.

Au-delà des questions que posent les modalités d’action de la pepsine et no-
tamment ses règles de spécificité, ce travail a donc contribué aussi à des avancées
méthodologiques qui permettent de mieux valoriser les données peptidomiques
qui, jusque-là, n’étaient souvent utilisées qu’à des fins descriptives. Nous propo-
sons là de tirer le meilleur parti de ces données à des fins d’estimation de modèles
de fonctionnement de la pepsine. De plus, si la méthodologie a été développée
dans le but d’étudier la pepsinolyse, elle peut être a priori appliquée à d’autres
protéases de large spécificité dans un cadre similaire ou moyennant quelques
adaptations. Ainsi, l’algorithme d’estimation de la probabilité qu’un peptide ait
été clivé entre deux temps de digestion peut être exploité plus généralement pour
décrire les cascades de réactions protéasiques et suivre la dynamique de l’action
protéasique dans les études portant sur la digestion des protéines.
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4.2 Perspectives
Lever le verrou de la quantification des peptides par spec-
trométrie de masse

Les méthodes proposées dans le cadre de cette étude s’appuient sur une ver-
sion très réduite des données de spectrométrie de masse, de présence ou d’absence
d’une séquence peptidique pour attester de l’hydrolyse ou non d’une liaison pep-
tidique par la pepsine. Cette réduction binaire donne des éléments d’information
suffisants pour l’étude de la pepsinolyse et permet de contourner l’impossible
comparaison des mesures quantitatives d’abondance de chaque peptide par la
spectrométrie de masse. Toutefois, la possibilité de disposer de données de quan-
tification absolue des différents peptides rendrait les méthodes que nous avons
proposées plus précises et permettrait d’aller beaucoup plus loin dans la compré-
hension des règles d’action de la pepsine et de la dynamique de la pepsinolyse.

Tout d’abord, de telles données permettrait de mettre en œuvre des méthodes
statistiques adaptées aux variables réponses quantitatives et pondérer les préfé-
rences de la pepsine. En ce qui concerne la filiation des peptides, la prise en
compte de données quantitatives concernant les concentrations en chacun des
peptides aurait permis d’avoir un argument supplémentaire pour identifier les
liens de parenté.

Evaluer et palier le caractère non exhaustif des données
peptidomiques pour la filiation des peptides

Bien que la LC-MS/MS soit aujourd’hui la technologie analytique la plus
efficace pour identifier les peptides d’un digesta, elle ne permet pas une carac-
térisation exhaustive des peptidomes. Ce manque d’exhaustivité constitue un
préjudice modéré dans la plupart des études qui ne s’intéressent qu’à une partie
des peptides. Mais ce n’est pas le cas lorsqu’il s’agit de modéliser la pepsinolyse,
ce qui nécessite idéalement d’identifier tous les peptides libérés par l’enzyme. La
limite la plus importante de la LC-MS/MS est son incapacité à identifier les pep-
tides de grande taille (au-delà de 45 résidus environ). En effet pour ces peptides,
l’étape de fractionnement qui intervient dans la cellule de collision demande
une force importante qui n’est pas ajustable dans la programmation actuelle
des spectromètres de masse. A l’autre extrémité de l’échelle de tailles, les très
petits peptides (cinq résidus ou moins) sont également exclus des données pep-
tidomiques, et ce pour plusieurs raisons. Ces peptides sont souvent hydrophiles,
voire très hydrophiles, et sont de ce fait exclus dès l’étape de chromatographie
liquide en phase inverse, en amont du spectromètre de masse. Une partie d’entre
eux est également difficilement ionisable. Enfin, les logiciels utilisés pour la dé-
termination de la séquence exacte des résidus, ne permettent pas d’identifier sans
ambiguïté les peptides de moins de cinq résidus.

La digestion in silico de protéines pourrait être une solution pour évaluer
l’impact de ce manque d’exhaustivité des jeux de données dont nous disposons,
sur les résultats de l’algorithme que nous avons proposé pour la filiation des pep-
tides. D’ailleurs, des protocoles in silico permettant de faire de telles simulations
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ont déjà été conçus et testés (Tonda et al., 2017). Concrètement des hydrolyses
in silico pourraient être effectuées selon des protocoles similaires à ceux dévelop-
pés par Tonda et al. (2017), en appliquant les probabilités de coupure estimées à
l’aide des modèles que nous avons proposés au chapitre 2. Des données théoriques
similaires aux données peptidomiques expérimentales, cette fois-ci complètes, en
seraient extraites et l’algorithme mis en place pour suivre la filiation des peptides
leur serait appliqué. Les résultats de cette nouvelle étude in silico pourraient être
également comparés à ceux obtenus (chapitre 3), en ce qui concerne la description
des caractéristiques physicochimiques des peptides qui favorisent leur hydrolyse
par la pepsine.

Se rapprocher des conditions physiologiques de la digestion
gastrique

La pepsinolyse a été investiguée ici dans le cadre de digestions in vitro au
cours desquelles la solution protéique était préalablement amenée à pH 3 et
homogénéisée avant d’ajouter la pepsine. Or, dans la réalité, le chyme gastrique
n’est pas homogène, du moins dans le cas d’aliments solides ou semi-solides,
et le pH intra-gastrique peut lui-même fortement varier, dans l’espace et dans
le temps (Nau et al., 2019). Bien que les paramètres de la digestion in vitro
appliqués ici permettent d’observer des résultats finaux globalement conformes à
ceux d’une digestion in vivo, il serait donc intéressant de modéliser la pepsinolyse
aux différents pH qui peuvent être localement mesurés in vivo. De telles études
permettraient d’enrichir la littérature scientifique, très peu abondante quant à
l’effet du pH sur la spécificité de la pepsine (Palashoff, 2008).

Concrètement, le protocole que nous avons mis en place pour modéliser la
pepsinolyse sur des protéines complètes serait appliqué en faisant varier le pH
du fluide gastrique simulé. La comparaison des résultats permettrait de statuer
sur l’influence ou non des variations de pH sur la spécificité de la pepsine. Cela
permettrait également d’évaluer la robustesse des modèles de pepsinolyse que
nous avons pu établir, et d’envisager le cas échéant la conception de modèles
considérant les différentes valeurs de pH possiblement observées in vivo pour se
rapprocher des réalités physiologiques. Idéalement, ces optimisations pourraient
être conduites dans le cadre d’un dispositif dynamique reproduisant au mieux la
morphologie de l’estomac humain et la dynamique de la digestion.

L’utilisation de modèles de digestion in vitro dans lesquels l’acidification du
compartiment gastrique est progressive (c’est le cas des modèles dynamiques,
voire semi-dynamiques actuels) permettrait par ailleurs d’éviter un biais évident
observé dans le dispositif que nous avons utilisé, à savoir que l’essentiel de la
pepsinolyse avait lieu entre 0 et 30s. En effet, en ne plaçant pas dès le départ
la pepsine à son pH d’activité optimale, et en n’homogénéisant pas parfaitement
le milieu dès le début de la digestion, nous pourrions espérer ralentir l’action
de la pepsine et ainsi observer plus spécifiquement les toutes premières étapes
de son action enzymatique. Peut-être pourrions-nous ainsi préciser les règles qui
définissent sa spécificité.
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Se rapprocher de la complexité des aliments
Les probabilités de coupure des liaisons peptidiques par la pepsine ont été

évaluées ici sur des protéines isolées. Ces conditions sont certes idéales pour dé-
finir la spécificité de la pepsine, mais elles sont très éloignées de la réalité. En
effet, dans les aliments, les protéines sont incluses dans une matrice composée de
plusieurs protéines différentes, mais également de constituants non protéiques. Il
serait donc intéressant d’évaluer l’impact potentiel de la présence de protéines
tierces sur la manière dont la pepsine hydrolyse une protéine donnée. Existe-t-il
par exemple des phénomènes de « compétition », liées à la présence de configura-
tions préférentielles pour l’enzyme ? Si de tels phénomènes existent, cela peut-il
perturber les règles de spécificité globales ? Un des moyens de s’en assurer se-
rait de réaliser des digestions d’une même protéine d’une part isolée, et d’autre
part en présence d’une ou plusieurs protéines tierces. Le statut « hydrolysé vs
non hydrolysé » des liaisons peptidiques de la protéine d’intérêt dans ces deux
conditions serait comparé. Une étude similaire pourrait été envisagée en mettant
la protéine d’intérêt en présence de constituants non protéiques, naturellement
présents dans les aliments, pour évaluer les potentielles répercussions sur les ci-
nétiques de digestion.

De plus, les protéines ne sont généralement pas à l’état natif dans les aliments,
contrairement aux protéines que nous avons utilisées ici. En effet, la plupart des
aliments sont soumis à des traitements technologiques qui déterminent leur struc-
ture finale, de l’échelle macroscopique à l’échelle supramoléculaire et moléculaire.
En particulier, les traitements thermiques provoquent, au-delà d’un certain seuil,
la dénaturation des protéines, notamment des protéines globulaires. Dès lors, des
interactions entre ces protéines plus ou moins dénaturées se mettent en place du
fait de l’exposition de zones hydrophobes et/ou de groupements réactifs initiale-
ment enfouis au cœur des molécules protéiques, modifiant l’équilibre entre forces
attractives et répulsives, et conduisant à la formation de complexes de masse
moléculaire élevée, appelés agrégats (Bryant & McClements, 1998; Doi, 1993).
On peut donc raisonnablement supposer que l’accessibilité de certaines zones
de la protéine est différente selon que la protéine est incluse ou non dans un
agrégat, de même pour l’environnement de certaines liaisons peptidiques. Dès
lors, ces modifications ont-elles un impact sur la sensibilité des protéines à la
pepsine ? Par ailleurs, il y a là une opportunité d’envisager la pepsine comme
une « sonde » permettant d’explorer les changements structuraux subis par les
protéines au cours des phénomènes d’agrégation. En particulier, cela pourrait
contribuer à comprendre les modalités de dénaturation-agrégation des protéines
globulaires, dont on sait qu’elles dépendent des conditions physicochimiques du
milieu, notamment du pH et de la force ionique (Doi, 1993; Nyemb et al., 2014).

Pouvoir enfin se passer des modèles de digestion in vivo
Pour des questions éthiques, il y a un besoin urgent d’éviter le recours aux mo-

dèles de digestion in vivo. La communauté scientifique dispose d’ores et déjà d’un
certain nombre de dispositifs in vitro, plus ou moins complexes et plus ou moins
fidèles à la réalité physiologique. On peut penser qu’une meilleure compréhension
du processus de digestion permette de développer des modèles mathématiques
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qui, in fine, devraient permettre d’accroître les performances des dispositifs in
vitro, dans le sens d’une reproduction toujours plus fidèle de la digestion hu-
maine ; notons que la même problématique se pose également dans le secteur de
l’alimentation animale, pour lequel la recherche de modèles fiables de digestion
in vitro est tout aussi cruciale. Ces objectifs de « jumeaux numériques » sont
bien identifiés dans le domaine de la santé numérique, où ils servent les enjeux
de médecine personnalisée. Au même titre, la construction de « jumeaux numé-
riques de digestion », qui offrirait des outils de simulation idéaux, se confronte
à l’incapacité de reproduire par l’expérience toute la complexité des conditions
de digestion et donc d’inférer sur des modèles plus complexes. Le recours à des
méthodes d’augmentation de données par réseaux antagonistes génératifs (Gene-
rative Adversarial Networks, GAN) pourrait ici compléter l’espace des données
déjà disponibles par la génération de données fictives réalistes de spectrométrie
de masse.





Définitions

Acide aminé : Composé organique possédant à la fois un groupe carboxyle
(-COOH) et un groupe amine (-NH2) tous deux liés au même atome de carbone
appelé carbone α. Les différents acides aminés se différencient par leur chaîne
latérale (R), qui peut être un simple atome d’hydrogène (le cas de la glycine),
ou bien plus complexe.

Acide gras : Acide organique, principal constituant des lipides. Il existe dans
la nature plus de 40 acides gras différents. On les distingue essentiellement en
fonction de la longueur de leur chaîne carbonée et de leur degré d’insaturation,
c’est-à-dire selon l’existence éventuelle d’une ou de plusieurs doubles liaisons
entre deux atomes de carbone voisins. Dès lors, on distingue les acides gras satu-
rés (aucune double liaison) des acides gras mono- et poly-insaturés (comprenant
respectivement une et plusieurs doubles liaisons).

Amylase : Enzyme digestive qui permet la digestion des glucides à longue
chaîne (ex : l’amidon).

Assimilation : Processus par lequel des substances extérieures au corps sont
transformées en substances intérieures au corps.

Biodisponibilité : Proportion d’un nutriment absorbée dans le sang après
ingestion via l’alimentation.

Boite noire : Représentation d’un système complexe sans considérer son fonc-
tionnement interne soit délibérément soit parce qu’il est n’est pas totalement
compris.

Cellule (biologie) : Élément de base fonctionnel et structural qui compose les
tissus et les organes des êtres vivants.

Chyme : Produit de la digestion gastrique du bol alimentaire à son arrivée
dans le duodénum.

Déglutition : Acte par lequel le bol alimentaire issu de la phase orale passe de
la bouche à l’estomac en passant par le canal de l’œsophage.

Digestion : Ensemble des transformations que subissent les aliments dans le
tube digestif avant d’être assimilés.
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Enzyme : Protéine dotée de propriétés catalytiques.

Hormone : Classe de molécules de signalisation dans les organismes multicellu-
laires, envoyées à des organes distants par des processus biologiques complexes
pour réguler la physiologie et le comportement.

Hydrolyse : Réaction au cours de laquelle une liaison covalente (ex : liaison
peptidique) est rompue par action d’une molécule d’eau.

Hydrophilie : Propriété physique d’une molécule qui a de fortes affinités avec
une masse d’eau. Contraire de l’hydrophobie.

Hydrophobie : Propriété physique d’une molécule qui est repoussée par une
masse d’eau. Contraire de l’hydrophilie.

Iléal : Qui à lieu au niveau de l’iléon, la troisième partie de l’intestin grêle.

Liaison peptidique : Liaison covalente établit entre la fonction carboxyle
d’un acide aminé et la fonction amine de l’acide aminé suivant dans la chaîne
peptidique, libérant une molécule d’eau (H20).

Matrice alimentaire : Notion intégrant à la fois la composition et les
interactions entre les constituants d’un aliment.

Métabolisme protéique : Ensemble des processus grâce auxquels les protéines
qui consituent l’organisme sont renouvelées à partir des acides aminés.

Métabolite : Produit simple et assimilable de la digestion d’un aliment.

Microstructure : Se rapporte aux éléments d’organisation d’un aliment
observés au microscope.

Modèle probabiliste : Équation ou système d’équations dans un formalisme
mathématique décrivant un phénomène réel dont les variations sont aléatoires.

Modélisation (statistique) : Recherche par des méthodes statistiques
(estimation, sélection) du modèle le plus satisfaisant au regard des données
disponibles.

Nutriment : Composé présent dans les aliments et utilisé par l’organisme pour
assurer son bon fonctionnement.

Pepsinolyse : Processus par lequel les protéines sont hydrolysées par la pepsine
et donne des séquences de résidus d’acides aminés de plus en plus petits.

Peptide : Fragment issu d’une protéine ou d’un plus grand peptide dont une
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liaison peptidique a été hydrolysée.

Phase gastrique : Phase de la digestion se déroulant dans l’estomac.

Polypeptide : Peptide de 10 à 100 résidus d’acides aminés.

Reproductibilité : Caractère qui qualifie une expérience dont les résultats
resteraient similaires si l’expérience est reproduite ultérieurement dans les
mêmes conditions.

Résidu d’acide aminé : Appellation donnée à un « acide aminé », dont au
moins une des fonctions (amine et/ou carboxyle) est impliquée dans une liaison
peptidique.

Site de coupure : Liaison peptidique d’une séquence de résidus d’acides
aminés qui a été hydrolysée pour donner deux séquences plus petites.

Site de liaison (d’une protéase) : Zone de la protéase venant au contact de
son substrat afin de procéder à son hydrolyse.

Spécificité (d’une protéase) : Préférence d’une protéase pour l’hydrolyse de
certaines liaisons peptidiques.

Triglycéride : Type de lipides dans lesquels les trois groupes hydroxyles du
glycérol sont estérifiés par des acides gras. Ils sont présents dans le tissu adipeux
et servent de réserve d’énergie à l’organisme.

Trypsine : Protéase présente dans le suc pancréatique agissant sur les protéines,
polypeptides ou peptides au niveau dudodénal.

Variable explicative : Variable supposée avoir une influence sur la variable
réponse. Les variables explicatives sont utilisées dans le but d’expliquer, de
décrire ou de prédire la variable réponse.

Variable réponse : Variable dont les variations sont susceptibles d’être
expliquées, décrites ou prédites à partir de la ou des variable(s) explicative(s).
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Abstract:

Digestion is a complex dynamic process involving several proteases
whose action consists in reducing proteins into smaller and smaller
fragments called peptides. Inferring on the peptide generation
mechanism is made possible by in vitro digestion designs, combined with
the identification by mass spectrometry of the peptides released at
different time points. Standard nonparametric logistic regression model
for the probability that a peptide is cleaved by a protease, given a profile
of physicochemical explanatory variables, can be assumed to explain the
specificity of this protease action. However, tracing the parent peptide
whose cleavage has produced a given child peptide is often uncertain
and raises an ambiguity in labeling the binary cleavage response
variable. We propose to address this mislabeled data issue using an ad
hoc Expectation-Maximization estimating algorithm, making use of the
incomplete observation of the peptide kinship network. The gain in terms
of estimation accuracy is demonstrated in an in vitro digestion design
whose aim is to study the dynamic action of pepsin. It is also confirmed
by a simulation study in which the peptide kinship network mimics the
filiation process observed in the real digestion design used for
illustration.

Biometrics



 

Changing the structure of foods can modulate their nutritional quality by modifying the digestion 
process, a complex process that is still imperfectly understood. In particular, digestion 
dynamics have been poorly studied, although it can has significant metabolic consequences. 
The objective of this study is to model the proteolytic cascade by pepsin, and to highlight a 
potential "structural effect". 

Egg white is an interesting model to meet this dual objective, as it offers the possibility of 
obtaining gels with different structures. In a probabilistic modeling approach of the peptide 
cleavage dynamics, we sought to identify leverages for the cleavage of a peptide after a given 
digestion time. For this purpose, peptides are identified and quantified at different time points 
in an in vitro digestion experiment. A  Generalized Additive Modeling of the probability of a 
cleavage based on the physicochemical profile of peptides is proposed, considering either all 
kinds of cleavages made by the pepsin or only those made on preferential peptide bonds. The 
most significant variables are related to the length of the peptide and its location on the 
ovalbumin sequence. These results suggest that the action of pepsin depends more on 
structural criteria than on the presence of specific cleavage sites. 
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The digestion process is a complex phenomenon not yet completely understood, despite a significant 

amount of studies on this topic. In the case of protein foods, peptidomic data generated using mass 

spectrometry can be used to identify the protein fragments released due to the action of digestive 

enzymes, and therefore to identify the peptide bonds cleaved. Using an in vitro model of digestion 

focused on the gastric phase, our goal is to propose a statistical framework for the probability that 

pepsin cleaves a sequence of amino acid residues at a given peptide bond. The tested variables include 

the composition of the sequence itself around the peptide bond, and a large set of physicochemical 

features of its three-dimensional environment. The statistical framework introduces large-dimensional 

propensity scores, one for each amino acid residue, at each position flanking the peptide bonds, in a 

logistic regression model.  

In order to assess the specificity of pepsin action, namely that cleavage sites along protein sequences 

are not distributed randomly, significance tests were first implemented. However, the large dimension 

of the model questioned the accuracy of the standard likelihood-ratio tests. An alternative penalized 

estimation procedure was also proposed to select the features favouring cleavage by pepsin, assuming 

that the number of amino acid residues influencing pepsin action is low. The presentation will focus 

on the comparison of these two approaches to analyse experimental data in a large design involving 

six proteins intentionally chosen to cover a large scope of physicochemical properties.      

 

Keywords:  Peptidomic data; Large-dimensional propensity scores; Pepsin specificity 
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Statistical modeling of in vitro pepsin specificity
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UMR6625, CNRS, Institut Agro, 65 rue de Saint-Brieuc, 35042 Rennes, France

*francoise.nau@agrocampus-ouest.fr

Proteins digestion is a complex and dynamic process involving several proteases that

particularly differ in their specificity. The specificity of pepsin, the major protease of gastric

digestion, has been previously investigated, but only regarding the primary sequence of the

protein substrates. The present study aimed to consider in addition physicochemical and

structural characteristics, at the molecular and sub-molecular scales. For six different

proteins submitted to in vitro gastric digestion, the peptide bonds cleaved were determined

from the peptides released and identified by LC-MS/MS. An original statistical approach,

based on propensity scores calculated for each amino acid residue on both sides of the

peptide bonds, concluded that preferential cleavage occurred after Leu and Phe, and before

Ile. Moreover, reliable statistical models developed for predicting peptide bond cleavage,

highlighted the predominant role of the amino acid residues at the N-terminal side of the

peptide bonds, up to the seventh position (P7 and P7’). The significant influence of

hydrophobicity, charge and structural constraints around the peptide bonds was also

evidenced.



Extension du modèle logistique
conditionnel pour la modélisation de la

dynamique d’action de la pepsine lors de la
digestion

Ousmane Suwareh 1, David Causeur 2 & Françoise Nau 3
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Résumé. La digestion des protéines est un processus dynamique com-
plexe au cours duquel les molécules de protéines sont progressivement frag-
mentées en peptides sous l’action d’enzymes telles que la pepsine. Cette en-
zyme pourrait couper préférentiellement certaines séquences peptidiques plu-
tôt que d’autres selon les propriétés physico-chimiques de ces séquences. Les
dispositifs expérimentaux in vitro permettent de reproduire la digestion, afin
d’identifier par la suite les peptides libérés à différents temps d’observation à
l’aide de la spectrométrie de masse. Cependant, cette approche ne permet pas
de déduire de manière certaine qu’un peptide a été coupé ou non par la pep-
sine entre deux temps d’observation. L’estimation d’un modèle de régression
de la probabilité de coupure d’une séquence par la pepsine doit tenir compte
de cet étiquetage incertain de la variable réponse. Nous proposons un algo-
rithme d’estimation de type Expectation-Maximization, consistant à alterner
l’estimation du modèle de régression et la correction adaptative des valeurs
de la variable réponse. En application à des données expérimentales, nous
démontrons que cet algorithme conduit à de meilleures estimations des mo-
dèles de regression, et une meilleure interprétabilité biologique des résultats
issus de la sélection de variables explicatives au sein du profil de propriétés
physico-chimiques.

Mots-clés. Digestion, Données incomplètes, Peptidomique, Regression
logistique conditionnelle, Spéctrométrie de masse.
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Proteins digestion is a complex and dynamic process involving several proteases that particularly 

differ in their specificity. The specificity of pepsin, the major protease of gastric digestion, has been 

previously investigated, but only regarding the primary sequence of the protein substrates. The 

present study aimed to consider in addition physicochemical and structural characteristics, at the 

molecular and sub-molecular scales. For six different proteins submitted to in vitro gastric digestion, 

the peptide bonds cleaved were determined from the peptides released and identified by LC-

MS/MS. An original statistical approach, based on propensity scores calculated for each amino acid 

residue on both sides of the peptide bonds, concluded that preferential cleavage occurred after Leu 

and Phe, and before Ile. Moreover, reliable statistical models developed for predicting peptide bond 

cleavage, highlighted the predominant role of the amino acid residues at the N-terminal side of the 

peptide bonds, up to the seventh position (P7 and P7’). The significant influence of hydrophobicity, 

charge and structural constraints around the peptide bonds was also evidenced. 
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Titre :  Modélisation de la pepsinolyse in vitro en conditions gastriques et inférence de 
réseaux de filiation de peptides à partir de données de peptidomique. 

Mots clés : Pepsine, Spécificité, Intégration de données de peptidomique, Modèle additif  
généralisé, Expectation-Maximisation, Données mal étiquetées.   

Résumé :  Pour faire face aux enjeux démographiques 
actuels, aux « maladies de civilisation » et à la possible 
raréfaction des ressources alimentaires, il est impératif 
d’optimiser l’utilisation effective des aliments et 
d’adapter leur conception aux besoins spécifiques des 
différentes populations. Cela demande d’accroître notre 
compréhension des différentes étapes de la digestion. En 
particulier, en raison du rôle majeur des protéines dans 
notre alimentation, leur devenir au cours de la digestion 
est au cœur des préoccupations. Or, les lois probabilistes 
qui régissent l’action de la pepsine, première protéase à 
agir dans le tractus gastro-intestinal, ne sont pas encore 
clairement identifiées. 
Dans une première approche s’appuyant sur des données 
de peptidomique,  nous démontrons que  l’hydrolyse par  

la pepsine d’une liaison peptidique dépend de la nature 
des résidus d’acides aminés dans son large voisinage, 
mais aussi de variables physicochimiques et de structure 
décrivant son environnement. Nous proposons dans un 
second temps, tenant compte de l’environnement 
physicochimique à l’échelle de séquences peptidiques, 
un modèle non-paramétrique de l’hydrolyse de ces 
séquences par la pepsine et un algorithme d’estimation 
de type Expectation-Maximisation, offrant des 
perspectives de valorisation des données de 
peptidomique. Dans cette approche dynamique, nous 
intégrons les réseaux de filiation des peptides dans la 
procédure d’estimation, ce qui conduit à un modèle plus 
parcimonieux et plus pertinent au regard des 
interprétations biologiques.  

 

Title:  Modelling in vitro pepsinolysis in gastric conditions and inferring peptide filiation 
networks from peptidomics data. 

Keywords : Pepsin, Specificity, Integration of peptidomic data, Generalized additive model,  
Expectation-Maximization, Mislabeled data 

Abstract: Addressing the current demographic 
challenges, “civilization diseases” and the possible 
depletion of food resources, require optimization of food 
utilization and adapting their conception to the specific 
needs of each target population. This requires a better 
understanding of the different stages of the digestion 
process.  In particular, how proteins are hydrolyzed is a 
major issue, due to their crucial role in human nutrition. 
However, the probabilistic laws governing the action of 
pepsin, the first protease to act in the gastrointestinal 
tract, are still unclear. 
In a first approach based on peptidomic data, we 
demonstrate that the hydrolysis by pepsin of a peptide  

bond depends on the nature of the amino acid residues in 
its large  neighborhood, but also on physicochemical and 
structural variables describing its environment. In a 
second step, and considering the physicochemical 
environment at the peptide level, we propose a non-
parametric model of the hydrolysis by pepsin of these 
peptides, and an Expectation-Maximization type 
estimation algorithm, offering novel perspectives for the 
valorization of peptidomic data. In this dynamic 
approach, we integrate the peptide kinship network into 
the estimation procedure, which leads to a more 
parsimonious model that is also more relevant regarding 
biological interpretations. 
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